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I. Введение II. Принципы время-коррелированного счета фотонов. 
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I. ВВЕДЕНИЕ
	 Методы, позволяющие детектировать люминесценцию (флуо
ресценцию и фосфоресценцию) c временным разрешением, находят 
широкое применение в различных областях биологии, химии и меди
цины. В первую очередь это связано с тем, что они «чувствительны» 
к протекающим в образцах биохимическим, молекулярным и физико-
химическим процессам. Во-вторых, при правильно выбранных пара
метрах оптического возбуждения образцов, они являются неинва
зивными. И, наконец, эти методы позволяют проводить измерения 
на разном уровне – от субклеточного до целого организма мелких 
лабораторных животных. 
	 Люминесценция характеризуется следующими параметрами: 
интенсивностью, спектром и временем затухания (жизни) [1]. Каждый 
из этих параметров несет определенный объём информации. Поскольку 
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интенсивность сигнала люминесценции пропорциональна кван
товому выходу люминофора и его концентрации, люминесцентный 
имиджинг позволяет определять пространственное распределение 
люминофора и, соответственно, исследовать структуру образца, а 
также проводить анализ относительного содержания люминофора. 
	 Несмотря на то, что спектр является индивидуальной характерис
тикой люминофора, а его форма, в известных пределах, не зависит от 
концентрации люминесцирующих молекул, определение происхожд
ения сигнала люминесценции не представляется возможным, если 
спектры излучения молекул сильно перекрываются. В частности, 
это затрудняет анализ эндогенных флуорофоров. Кроме того, 
спектр люминесценции эндогенных молекул зачастую не зависит 
или крайне слабо зависит от протекающих биохимических реакций 
и условий микроокружения. Время жизни люминесценции также 
индивидуально для каждого люминофора и в значительной степени 
зависит от его молекулярного окружения, но в известной степени не 
зависит от его концентрации. На время жизни люминесценции влияют 
различные факторы: конформация люминесцирующей молекулы, 
взаимодействие с другими окружающими ее молекулами, локальный 
pH, вязкость среды, температура, показатель преломления и другие 
параметры [2–6]. Таким образом, время жизни люминесценции позво
ляет судить не только о свойствах самой молекулы, но и о свойствах 
ее локального микроокружения. Следует отметить, что независимость 
времени жизни люминесценции от концентрации молекул позволяет 
проводить измерения без каких-либо калибровок измерительных 
систем, что дает возможность легко сравнивать данные, полученные 
на разных установках. 
	 Для получения картины пространственного распределения времен 
жизни люминесценции в зависимости от пространственных коорди
нат (что есть по сути флуоресцентная/фосфоресцентная микроскопия 
с временным разрешением, или FLIM/PLIM) используются различ
ные методы. С точки зрения оптики, системы регистрации времени 
жизни могут быть основаны на микроскопии широкого поля (при этом 
используются или позиционно-чувствительные фотоумножители, 
или электронно-оптические преобразователи, или CCD камеры), 
либо на сканировании образца лазерным пучком и конфокальном 
детектировании сигнала люминесценции с использованием фото
электронных умножителей (ФЭУ) или лавинных диодов, работающих 
в режиме счета фотонов [7–10]. C точки зрения электроники, изме
рение времен жизни люминесценции возможно либо на основе изме
рений фазы и глубины модуляции люминесцентного сигнала, либо 
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на основе временных методов, когда измеряется временной профиль 
сигнала после лазерного импульса возбуждения [11]. В последнем 
случае, в свою очередь, измерения возможны либо посредством ска
нирования так называемых «временных окон» по профилю кривой 
затухания, либо посредством регистрации сигнала сразу во всех вре
менных каналах [12, 13]. Наконец, возможен как аналоговый вариант 
детектирования, так и цифровой, когда регистрируются одиночные 
фотоны [14, 15]. Выбор того или иного метода регистрации затухания 
сигнала люминесценции зависит от многих факторов, таких как: тре
буемая точность измерений времен жизни, концентрация и свойства 
люминофоров, мощность лазеров и частота повторения импульсов. 
	 Данный обзор посвящен люминесцентной микроскопии, осно
ванной на время-коррелированном счете одиночных фотонов, и 
описывает возможные применения данной техники в биологических 
исследованиях.

II. ПРИНЦИПЫ ВРЕМЯ‑КОРРЕЛИРОВАННОГО  
СЧЕТА ФОТОНОВ

ОДНОМЕРНЫЙ ВРЕМЯ-КОРРЕЛИРОВАННЫЙ СЧЕТ  
ОДИНОЧНЫХ ФОТОНОВ

Время-коррелированный счет одиночных фотонов (TCSPC, time-cor
related single photon counting) основан на детектировании одиночных 
фотонов, излучаемых молекулами при возбуждении периодическими 
импульсами света, измерении времени детектирования фотонов и 
последующей реконструкции кривой затухания флуоресценции или 
фосфоресценции [11, 14, 16]. По сути, идея ТСSPC заимствована из 
техники временных корреляционных измерений, давно используемой 
для определения времени жизни нестабильных ядер в ядерной физике 
и известной как методика задержанных совпадений [17]. 
	 В TCSPC существенным моментом является то, что при низкой 
мощности возбуждающего импульсного излучения вероятность 
детектирования более одного фотона за период следования импульсов 
описывается Пуассоновской статистикой и пренебрежимо мала. 
Таким образом, скорость детектирования фотонов флуоресценции (в 
дальнейшем мы будем говорить только о ней, за исключением особых 
случаев) существенно ниже частоты повторения возбуждающих 
импульсов. В этом случае cигнал с детектора представляет из себя 
последовательность электрических импульсов, вероятность рас
пределения которых относительно возбуждающего оптического 
импульса представляет из себя кривую затухания люминесценции. 
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При таких условиях построение распределения фотонов от времени 
становится тривиальной задачей. Флуоресценция образца возбуж
дается лазерными импульсами, следующими с большой частотой 
повторения. При детектировании фотона измеряется время его 
регистрации относительно времени возбуждающего импульса. С 
каждым новым импульсом происходит накопление все большего 
числа фотонов и, в результате, строится статистическая диаграмма 
распределения фотонов в пределах периода следования импульсов 
[11] (рис. 1). 
	 Данный метод регистрации кривых затухания флуоресценции 
весьма эффективен, поскольку все фотоны «задействованы» в 
построении распределения. Это позволяет определять времена зату
хания флуоресценции с высокой временной точностью, ограничен
ной лишь временными характеристиками детектора. Данным клас
сическим TCSPC, когда статистка фотонов является функцией только 
одного параметра – времени, активно пользуются при измерениях 
затухания флуоресценции в точке, для измерения времен затухания 
анизотропии флуоресценции или для изучения свойств одиночных 
излучателей фотонов [18–20]. Однако этот подход оказывается 
неэффективным, когда речь заходит об измерениях времени затухания 
флуоресценции в зависимости, например, от длины волны или от 
положения возбуждающего лазерного пучка на образце. В последнем 
случае возникает необходимость медленного сканирования образца. 
Cкорость сканирования должна быть такой, чтобы статистики фотонов 
в каждом пикселе изображения было достаточно для формирования 
полноценных кривых затухания флуоресценции. Более того, данные 
по каждому пикселю должны успевать считываться с памяти платы 

Рис. 1. Принцип одномерного время-коррелированного счета фотонов (TCSPC). 
 

Среди различных методов 
регистрации
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на компьютер и сохраняться там в процессе сканирования. Такой 
подход на базе классического TCSPC использовался в ранних работах 
по флуоресцентной микроскопии с временным разрешением [16]. 
Однако в современных быстрых лазерных сканирующих микроскопах 
использование одномерного TCSPC представляется проблематичным. 

МНОГОПАРАМЕТРИЧЕСКИЙ ВРЕМЯ-КОРРЕЛИРОВАННЫЙ СЧЕТ 
ОДИНОЧНЫХ ФОТОНОВ

Как уже обсуждалось выше, в случае одномерного TCSPC распреде
ление фотонов строится относительно одного параметра – времени 
после возбуждающего импульса. Однако, если тем или иным способом 
к фотонам «привязать» дополнительные параметры, например, длину 
волны, поляризацию, время от начала эксперимента, или пространст
венные координаты, то однопараметрический TCSPC превращается 
в многопараметрический. Принцип многопараметрического TCSPC 
в лазерной сканирующей микроскопии (ЛСМ) проиллюстрирован 
на рис. 2. 
	 В ЛСМ образец сканируется сфокусированным пучком импульс
ного лазера (обычно фемтосекундного или пикосекундного). При 
этом в отличии от одномерного TCSPC, электроника подсчитывает не 
только количество фотонов в каждом периоде лазерных импульсов и 
время их регистрации детектором, но и определяет местоположение 
лазерного пучка. На основе этих параметров – количества фотонов, 
их времени регистрации и пространственных координат, строятся 
пространственно-временные гистограммы фотонов, которые есть 
суть флуоресцентной микроскопии с временным разрешением (FLIM, 
Fluorescence Lifetime Imaging). Если помимо регистрации пространст
венных координат будут также регистрироваться, например, длины 
волн фотонов, используя спектральные приборы, то мы получим 
вариант трехпараметрической, или спектральной, флуоресцентной 
микроскопии с временным разрешением [21, 22].

 
Рис. 2. Принцип многопараметрического время-кореллированного счета фотонов.
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	 Среди различных методов регистрации флуоресцентных изобра
жений, TCSPC обеспечивает наиболее высокое временное разреше
ние и наиболее эффективное использование излученных образцом 
фотонов [11, 14]. С точки зрения биологических задач существенно, 
что FLIM, основанный на TCSPC, позволяет идентифицировать 
кривые со сложным (многоэкспонентным) профилем затухания 
флуоресценции. Важно также, что данный метод «нечувствителен» 
к флуктуациям интенсивности лазера и полностью совместим с 
быстрым сканированием, реализуемым в современных ЛСМ: cкани
рование продолжается до тех пор, пока не будет набрана статистика 
фотонов, достаточная для получения достоверных результатов ана
лиза изображений. Следует отметить, однако, что в то время, как в 
стандартной флуоресцентной микроскопии статистика фотонов не 
так критична, в микроскопии с временным разрешением количество 
фотонов является решающим фактором для точного анализа данных. 
	 Разумеется, чем более сложным экспоненциальными законами 
описываются кривые затухания, тем больше фотонов должно быть 
набрано для корректного анализа времен жизни. Таким образом, 
времена сбора данных во FLIM, основанной на TCSPC, превышают 
времена сбора данных в стандартной ЛСМ. 
	 При этом скорость счета в системах на базе TCSPC ограничена 
так называемыми эффектами накопления, а также мертвым временем 
электроники и возможностями детекторов [11]. Мертвое время 
электроники связано с ограничением скорости процессинга сигналов, 
когда счетчик фотонов не может зарегистрировать следующий фотон 
после предыдущего в течении определенного времени. В настоящее 
время стандартное мертвое время для электроники составляет от 
десяти до сотни наносекунд. Cуть эффектов накопления заключается 
в том, что если на образец падает очень мощное лазерное излучение и 
скорость эмиссии фотонов флуоресценции очень большая, вероятность 
в течении одного лазерного периода получить на детекторе второй 
фотон, который будет «проигнорирован» электроникой, возрастает. 
Это может привести к изменению профиля кривой затухания. Чтобы 
этого не произошло, скорость излучения образцом фотонов не должна 
превышать 10% от частоты повторения лазерных импульсов. В 
большинстве случаев в ЛСМ реализуется именно такой режим для 
предотвращения эффектов фотодеструкции биологических образцов. 

НЕКОТОРЫЕ АСПЕКТЫ АНАЛИЗА ДАННЫХ FLIM
Данные FLIM, основанной на TCSPC, представляют из себя матрицу 
пикселей, которые содержат одну или несколько кривых затухания 
с большим количеством временных каналов, каждый из которых 
соответствует определенному времени после лазерного импульса. 



Многопараметрическая люминесцентная микроскопия... 109

В каждом из этих каналов хранится определенное количество 
фотонов. Для анализа кривых затухания может использоваться 
несколько подходов. Первый основан на итеративном подходе – 
последовательной свертке (конволюции) аппаратной функции и 
подходящей модели затухания с дальнейшим нелинейным фиттингом 
кривой (рис. 3). Если модель затухания флуоресценции представить 
в виде cуммы экспонент с соответствующими весами (вкладами) 
a1, a2, … , an: 

	  					            (1)
то измеряемая в эксперименте интенсивность флуоресценции I(t) 
будет определяться сверткой F(t) и аппаратной функцией R(t):
	   						            (2)
	 Аппаратная функция определяется свойствами системы (оптикой, 
электроникой и детекторами) при воздействии непосредственно на 
нее лазерного импульса. Она может быть либо измерена на образцах, 
у которых отсутствует флуоресценция, либо рассчитана програм
мным образом на основе переднего фронта кривой затухания. В 
процессе фиттинга оптимизируются параметры выбранной модели 
до тех пор, пока кривая фиттинга не ляжет на экспериментальные 
точки наилучшим образом. Критерием качества подгонки кривой 
является близость к единице среднеквадратичного отклонения 
экспериментальных данных от модельной функции (χ2) и малость 
флуктуации невязки. Данный подход используется уже в течении 
достаточно длительного времени при анализе кривых затухания, 
измеренных в одной точке [16]. 
	 Альтернативным методом анализа кривых является метод момен
тов. Первый момент (или математическое ожидание) позволяет 
быстро оценить среднее время жизни флуоресценции. При этом 
первый момент не зависит от выбора модели затухания и cлабо зави
сит от количества зарегистрированных фотонов, что делает данный 
метод незаменимым в случае, когда собранная статистика фотонов 
не позволяет делать разумный нелинейный фиттинг кривых затуха
ния. Преимущество данного метода состоит также в том, что в нем 
относительно легко оценить точность измерений времен жизни флуо
ресценции. Первый момент рассчитывается согласно формуле 3 [11]:

	 							             (3)
где Ni – количество фотоотсчетов во временном канале i электронной 
платы счета одиночных фотонов, ti – время, cоответствующее каналу 
i, N – общее количество фотонов. M1 можно рассматривать как среднее 
время регистрации фотонов в TCSPC. 
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	 Из измерения первых моментов аппаратной функции и затухания 
флуоресценции можно определить среднее время жизни:
	 				    	       (4)
где M Ф

1 – первый момент распределения фотонов флуоресценции, 
M АФ

1  – первый момент аппаратной функции. 
	 Если стандартное отклонение времени регистрации фотонов при 
измерении аппаратной функции равно sАФ, то стандартное отклонение 
первого момента аппаратной функции sМ1 выражается следующим 
образом:
	 						             (5)
где N – количество фотонов при регистрации аппаратной функции.

Рис. 3. Анализ FLIM на основе время-коррелированного счета фотонов. 
	 (A). Интенсивность флуоресценции. Каждый пиксель содержит кривую 
затухания флуоресценции с большим количеством временных каналов. 
	 (Б). Кривая затухания флуоресценции в одном пикселе изображения. Аппа
ратная функция показана зеленым цветом, экспериментальные данные-синим, 
модельная функция (фит) – красным.
	 (В): Флуоресцентное изображение с временным разрешением в псевдо-цве
товой шкале. 

(А)

(Б)

(В)
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	 Тогда для стандартного отклонения времени жизни флуоресцен
ции получается выражение:

	 						            (6)
где Nф – количество фотонов флуоресценции.
	 Недостатком данного метода является то, что он не позволяет 
определять достоверно времена жизни флуоресценции в системах с 
несколькими флуорофорами или в случаях, если флурофор сущест
вует в нескольких конформациях с разными временами жизни.
	 Данные, полученные с помощью TCSPC, могут быть также 
проанализированы в частотном представлении. Трансформация из 
временного представления в частотное посредством преобразования 
Фурье дает два параметра для каждой кривой – фазу и глубину моду
ляции. Такие данные анализируются с помощью так называемого 
фазорного анализа [23]. Каждому пикселю изображения соответствует 
точка на фазорной диаграмме, при этом угол вектора проведенного в 
данную точку из центра диаграммы соответствует фазе, а амплитуда 
соотносится с глубиной модуляции оптического излучения. Таким 
образом, различные флуорофоры характеризуются различными 
фазорами (векторами). Преимущество фазорного анализа перед 
методами, основанными на фиттинге кривых затухания, состоит в 
том, что он позволяет быстро получать наглядную информацию о 
флуорофорах, содержащихся в образце. Более подробная информация 
об этом элегантном методе анализа содержится в работах группы 
Энрико Граттона [23, 24].

III. ЛЮМИНЕСЦЕНТНАЯ МИКРОСКОПИЯ  
С ВРЕМЕННЫМ РАЗРЕШЕНИЕМ:  
МОДИФИКАЦИИ FLIM CИСТЕМ

ОДНОКАНАЛЬНАЯ FLIM

Если для регистрации затухания флуоресценции в системе задейст
вован один детектор и одна плата счета фотонов, такая модифи
кация FLIM называется одноканальной. Данная система позволяет 
регистрировать сигнал только на одной длине волны. Следует 
отметить, что регистрация сигнала только на одной длине волны 
во FLIM не является проблемой, в отличие от стандартной флуо
ресцентной микроскопии, основанной только на регистрации 
интенсивности флуоресценции. В последнем случае необходима 
регистрация флуоресценции в различных спектральных интервалах 
для того, чтобы избежать проблем, связанных с концентрационными 
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эффектами. Иначе говоря, требуется нормировка. С другой стороны, 
сигнал затухания флуоресценции во FLIM не зависит от концентра
ции и спектральной чувствительности детектора. Следовательно, 
дополнительные измерения в различных спектральных интервалах не 
требуются. Таким образом, по своей сути такая модификация FLIM 
является рациометрической: время затухания флуоресценции может 
рассматриваться как отношения интенсивностей флуоресценции в 
различные времена времени после возбуждающего импульса. Это 
позволяет эффективно использовать одноканальный FLIM в различ
ных задачах, описанных ниже. 

МНОГОКАНАЛЬНАЯ FLIM

Несколько каналов регистрации FLIM сигнала требуются тогда, когда 
есть необходимость провести одновременные измерения времен 
жизни флуоресценции нескольких флуорофоров с различными 
спектральными свойствами. Также многоканальная система необхо
дима, когда требуется разделение сигнала флуоресценции по поляри
зации, например, в случае анизотропного имиджинга, где сигналы от 
одиночного флуорофора разделяются по поляризации при регистрации. 
	 Одновременная регистрация сигналов в различных каналах 
обычно осуществляется либо посредством так называемой роутерной 
техники, которая использует одну плату и несколько детекторов, 
подключенных к роутеру, либо с использованием нескольких незави
симых плат счета фотонов, каждая из которых подключена к своему 
единственному детектору [25]. 
	 Хотя роутеры являются весьма бюджетным решением для 
реализации многоканальной системы, счет фотонов, регистрируемых 
с их помощью, ограничен несколькими миллионами фотоотсчетов в 
секунду. Этого достаточно для большинства задач, связанных с изме
рениями сигналов флуоресценции в биологии, однако в случаях, когда 
в эксперименте надо зарегистрировать большее количество фотонов, 
предпочтительней использовать несколько плат счета фотонов. 
Преимущество данной конфигурации состоит в том, что все каналы 
являются независимыми, поэтому насыщение одного канала никак 
не влияет на другие. В настоящее время стандартная комплектация 
FLIM включает два независимых канала. При необходимости, FLIM 
на основе TCSPC легко позволяет использовать от четырех до восьми 
каналов одновременно [26, 27].
	 Одной из реализаций многоканальной FLIM является спектраль
ная FLIM. Спектральная FLIM использует длину волны как допол
нительный параметр в распределении фотонов. Спектр сигнала 
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флуоресценции распределяется по различным каналам многока
нального детектора. Для каждого фотона определяется его время 
регистрации после возбуждающего импульса, спектральный канал в 
который он попадает и координаты лазерного пучка на образце. Эта 
информация используется для построения распределения фотонов 
как функции от времени, длины волны и координат места, где был 
зарегистрирован фотон. Пиксели спектрального изображения с вре
менным разрешением содержат несколько кривых затухания флуорес
ценции для каждой из регистрируемых длин волн, при этом каждая 
кривая содержит большое количество временных каналов, которые, 
в свою очередь, cодержат определенное количество фотонов. Пример 
спектральной FLIM представлен на рис. 4. Измерения с применением 
спектральной многоканальной FLIM описаны подробно в работах 
[28–30].
	 Интересным вариантом FLIM является FLIM с регистрацией 
изображений в зависимости от времени – так называемые временные 
серии. Данный подход широко используется для изучения отклика 
клеток на электромагнитное облучение, химическое, температурное 
или электрическое воздействие. Важным применением здесь является 
наблюдение клеточного метаболизма поcле внешнего воздействия 
на клетку. Например, в физиологии растений возможно наблюдение 
переходных процессов в хлорофилле, которые являются индикатором 
метаболизма растения [31, 32]. 
	 Измерения времен жизни на шкале времен в несколько миллисе
кунд возможны посредством техники, основанной на периодическом 
стимулировании образца и дальнейшем сканировании вдоль одной 
линии (FLITS) [33]. В данном cлучае строится распределение фотонов 

Рис. 4. Cпектральная FLIM. 
	 Эксперимент выполнен на микроскопе Zeiss LSM 710 и cистеме Simple-Tau 
150 (BBecker&Hickl GmbH) c использованием 16-канального спектрального 
детектора. Возбуждение фемтосекундным Ti:Sa лазером, длина волны возбуж
дения 850 нм. Флуоресценция регистрировалась в указанных спектральных 
интервалах. 
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в зависимости от времени относительно возбуждающего импульса, 
положения лазерного пучка на линии и времени относительно 
стимуляции образца. Особенно актуальны подобные измерения в 
нейробиологии, например, для регистрации быстрых кальциевых 
сигналов (рис. 5). 
	 Наконец, одной из важных конфигураций многопараметрических 
измерений является комбинация флуоресцентой и фосфоресцентной 
микроскопии с временным разрешением [34]. Данный метод основан 
на модулировании излучения лазера, работающего на высокой частоте 
повторения импульсов и регистрации времени прибытия фотона не 
только относительно возбуждающего импульса, но и относительно 
модулирующего импульса. Принцип таких измерений показан на 
рис. 6(А). Для возбуждения образца используется лазер с высокой 
частотой повторения, однако импульсы идут не непрерывно, как в 
обычной FLIM, а циклами. Сначала в течении определенного вре
мени пикселя лазер включен, затем он выключается. В то время, 
когда лазер включен, cобирается сигнал флуоресценции. Когда лазер 
выключается, система начинает регистрировать сигнал фосфорес
ценции, накопленный в период, когда лазер был включен. Времена 
относительно лазерного импульса используются для построения 
кривых затухания флуоресценции, а времена относительно начала 

Рис. 5. Визуализация кальциевого сигнала в нейроне с помощью FLIM. 
	 (A): Стандартное FLIM изображение. 
	 (Б): Измерение концентрации Ca2+ с помощью сенсора Oregon Green BAPTA 
1-AM с момента стимуляции нейронов электрическими импульсами. 
	 Сканирование осуществлялось вдоль красной линии, показанной на (A). 
Видно, что рост концентрации Ca2+ происходит практически мгновенно.
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модулирующего импульса используются для построения кривых 
затухания фосфоресценции. На рисунке 6 (Б, В) представлены данные 
по одновременному измерению времени жизни флуоресценции 
НАД(Ф)H и фосфоресценции от палладиевого комплекса TCPP–Pd, 
являющегося сенсором молекулярного кислорода, в клеточной куль
туре [34]. Таким образом, комбинированная FLIM/PLIM позволяет 
одновременно исследовать метаболизм клеток и их кислородный 
статус.

Рис. 6. FLIM/PLIM. 
	 (А) Принцип одновременного измерения времен жизни флуоресценции и 
фосфоресценции. Времена регистрации фотонов определяются как по отноше
нию к лазерному импульсу в каждом периоде их повторения, так и по отношению 
к началу модулирующего импульса. 
	 (Б) Флуоресцентное изображение эндогенного флуорофора НАД(Ф)H в 
клетках HEK с временным разрешением. 
	 (В) Фосфоресцентное изображение палладиевого комплекса (TCPP–Pd), 
отражающее кислородный статус клеток

 



В.И.Щеславский и соавт.116

IV. ПРИМЕНЕНИЯ FLIM
ИЗМЕРЕНИЯ ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИХ ПАРАМЕТРОВ 

МИКРООКРУЖЕНИЯ МОЛЕКУЛ
Cуществует большое количество физических и химических эффек
тов, влияющих на времена жизни флуоресценции эндогенных и 
экзогенных флуорофоров [35, 36]. Этот факт лежит в основе приме
нения метода FLIM для измерения различных параметров микро
окружения флуорофора, в числе которых концентрация ионов, рН, 
локальная вязкость, показатель преломления, температура. Хотя 
эти факторы оказывают неспецифическое влияние на время жизни 
флуоресценции любых флуоресцирующих молекул, включая эндо
генные флуорофоры, изменения времени жизни обычно малы при 
вариации параметров в физиологических пределах. Поэтому для 
измерения отдельных показателей микроокружения внутри клетки в 
естественных условиях используются специально синтезированные 
химические или генетически-кодируемые сенсоры, или индикаторы.
	 Измерения концентраций ионов и наблюдение их изменений 
представляет большой интерес в клеточной биологии и физиологии 
[37]. Наиболее важными ионами являются Сa2+, Na+, K+, и Cl–. Многие 
ионы при связывании с флуорофором изменяют квантовый выход и 
время жизни его флуоресценции, что используется для определения 
концентрации ионов в клетках [38–40]. В основе изменений лежит 
тушение флуоресценции сенсора при взаимодействии с ионом. 
Время жизни флуоресценции сенсора в связанной с ионом форме 
обычно длиннее времени жизни того же сенсора в свободной форме. 
Соответственно, с повышением концентрации ионов времена жизни 
флуоресценции сенсора увеличиваются. Такие измерения про
водились, например, для различных сенсоров на ионы Ca2+, Cl–, Na+ 
[41–44]. В работе [38] в качестве флуоресцентной метки использовался 
сенсор MQAE, который тушился ионами хлора Cl–. В этом случае, 
наоборот, с увеличением концентрации время жизни флуоресценции 
сенсора уменьшалось. Используя двухфотонную FLIM авторы 
смогли получить изображения распределения концентраций Cl– в 
дендритах до глубины 150 мкм. Изменения концентрации ионов Cl– 
в нейронах при их развитии и воспалении исследовалось в работах 
Гильберта и Функа [39, 45]. Анализ ионов Ca2+ в нейронах проводится 
с применением химического сенсора Oregon Green BAPTA-1 [33]. 
Этот же сенсор использовался для двухфотонной микроскопии каль
цевого гомеостаза в астроцитах мыши с болезнью Альцгеймера [46]. 
Для количественной оценки ионов Na+ предложен сенсор Sodium 
Green, время жизни флуоресценции которого существенно растет с 
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ростом концентрации ионов. На его основе стала возможной оценка 
концентрации ионов Na+ в диапазоне от 0.5 до 50 mM в буферном 
растворе [44]. 
	 Еще одной важной группой FLIM сенсоров являются cенсоры на 
pH. В основе их работы – наличие протонированной и депротониро
ванной форм, отличающихся друг от друга временами жизни 
[47]. Примеры химических рН-сенсоров для время-разрешенных 
измерений – BCECF, SNARF, SNAFL. FLIM на основе SNARF, 
например, использовался для измерения внутриклеточного pH в 
культурах клеток [48, 49]. Двухфотонный FLIM на базе BCECF поз
воляет получать карты распределения pH на различных глубинах 
биологических образцов, что не представляется возможным в случае 
использования неоптических методов. Относительно недавно в 
качестве сенсоров на pH были использованы квантовые точки [50]. 
Преимущество их использования состоит в том, что они обладают 
длинными временами жизни флуоресценции (от 9 нс при pH 6 до 15 
нс при pH 8), что, в свою очередь, позволяет легко дифференцировать 
сигнал квантовых точек от автофлуоресценции, у которой времена 
жизни существенно более короткие. В настоящее время достигнут 
значительный прогресс в использовании генетически-кодируемых 
pH-сенсоров для измерений pH в живых клетках и тканях in vivo [51]. 
Хотя среди них сенсоры для время-разрешенных измерений немно
гочисленны, перспектива мониторинга рН, используя все преиму
щества FLIM перед стандартной флуоресцентной микроскопией, 
заставляет исследователей активно заниматься их разработкой. FLIM 
c использованием зеленого флуоресцентного белка EGFP в качестве 
сенсора на pH был реализован в работе Накабаяши и его коллег [5]. 
Авторы показали, что среднее время жизни флуоресценции белка 
увеличивается с увеличением pH. Это было использовано для изме
рения pH в диапазоне от 4.5 до 7.5 в клетках HeLa. Некоторые GFP-
подобные белки, используемые как рациометрические pH cенсоры 
на основе измерения интенсивности флуоресценции, также могут 
быть использованы для измерений pH на основе FLIM. Батисти и др. 
продемонстировали работу E2GFP для определения внутриклеточного 
pH [52]. Производные цианинового флуоресцентного белка CFP и 
красного флуоресцентного белка mKeima (pHRed) также показали 
зависимость времени жизни флуоресценции от pH [53, 54].
	 Еще одним фактором, влияющим на времена жизни флуоресцен
ции, является локальная вязкость [55]. Для ее измерения с помощью 
FLIM используются, так называемые, флуоресцентные молекулярные 
роторы. Принцип работы этих молекул заключается в том, что в 
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возбужденном состоянии происходит вращение один из сегментов 
относительно одной из одиночных связей с образованием скрученной 
конформации. Скорость этого внутримолекулярного вращения 
сильно зависит от вязкости окружающей флуорофор среды. При 
этом излучательный переход молекулярного ротора конкурирует с 
безызлучательной релаксацией, связанной с внутримолекулярным 
вращением в возбужденном состоянии. В вязкой среде вращение 
замедляется, и, таким образом, время жизни флуоресценции ротора 
удлиняется, а квантовый выход флуоресценции возрастает. Среди 
молекулярных роторов соединения на основе BODIPY наиболее 
распространены в качестве сенсоров вязкости благодаря высокой 
чувствительности в широком диапазоне вязкостей (10–5000 сП), 
хорошему динамическому диапазону изменения времен жизни, 
независимости сигнала от температуры, простоте химической моди
фикации и моноэкспоненциальному затуханию флуоресценции, 
позволяющему легко интерпретировать данные о временах жизни и 
переводить их в значения вязкости [56]. Измерения вязкости данным 
методом продемонстрированы на модельных мембранах, живых 
эукариотических и бактериальных клетках, а также модельных опу
холях мышей in vivo [56–60]. Поскольку вязкость является одним 
из ключевых параметров регуляции морфологического и физио
логического состояния клетки, ее визуализация с помощью FLIM 
привлекает все большее внимание исследователей.
	 Еще одним из фундаментальных физических параметров, который 
влияет на время жизни флуоресценции, является температура [61, 
62]. Внутриклеточные температурные градиенты отражают термо
динамику и функционирование клеточных компонент, поэтому изме
рение температуры на субклеточном уровне представляет большой 
интерес [63]. В работе Окабе и др. описаны новые чувствительные 
к температуре сенсоры, основанные на полимерах [2]. Принцип их 
работы заключается в том, при низких температурах чувствительный 
элемент сенсора находится в развернутом состоянии и его флуорес
ценция тушится молекулами воды. При высоких же температурах, 
этот элемент сворачивается (cжимается), освобождая молекулы воды, 
что приводит к усилению сигнала флуоресценции и увеличению 
ее времени жизни. Эти сенсоры были использованы во FLIM для 
картирования температуры в живых клетках с точностью 0.180С.
	 Время жизни флуоресценции зависит и от показателя преломления 
среды, в которой находится флуорофор. Такие зависимости показаны, 
например, для флуоресцентных белков GFP, CFP и YFP [64–66]. 
Причина кроется в том, что константа скорости излучательного 
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перехода молекулы из возбужденного в основное состояние зависит 
от показателя преломления микроокружения. Показано, что из-за 
большего показателя преломления в мембране по сравнению с цито
плазмой, время жизни флуоресценции GFP укорачивается, если белок 
имеет мембранную локализацию [67]. Интересное исследование 
времени жизни флуоресценции GFP и tdTomato в зависимости от 
фаз клеточного цикла было проведено Плиссом и коллегами [68]. 
Они показали, что наибольшие времена жизни регистрируются 
в процессе митоза, однако по окончании клеточного деления они 
сильно укорачиваются. Возможной причиной для этого могли быть 
изменения в концентрации макромолекул в клетке и связанные с 
этим вариации показателя преломления. Эти работы указывают на то, 
что при интерпретации результатов, полученных с помощью FLIM 
флуоресцентных белков, показатель преломления среды, в которой 
находится белок, следует принимать во внимание.
	 Помимо вышеперечисленного, на время жизни флуоресценции 
влияет наличие поблизости наночастиц или металлических поверх
ностей [69]. В этом случае изменения времен жизни гораздо более 
сильные, нежели в случаях, перечисленных выше. В зависимости от 
положения флуорофора относительно металлической поверхности, 
времена жизни и квантовый выход флуоресценции могут либо увели
чиваться, либо уменьшаться. Данный факт может быть использован 
для получения информации о расположении молекул относительно 
поверхностей не прибегая к сканирующей микроскопии ближнего 
поля (SNOM) или микроскопии, основанной на полном внутреннем 
отражении (TIRF) [70]. Это может быть полезно при исследованиях 
интернализации рецепторов при эндоцитозе [71].
	 Времена жизни фосфоресценции также зависят от окружения 
молекулы. Поскольку в фосфоресценции задействовано триплетное 
состояние молекулы, которое сильно взаимодействует с молекуляр
ным кислородом, большинство фосфоресцентных комплексов могут 
быть использованы как кислородные сенсоры [72–76]. 
	 Необходимо учитывать, что измерения локальных параметров 
среды посредством люминесцентной микроскопии с временным 
разрешением достаточно просты, если речь идет об измерении их 
относительных изменений. Абсолютные измерения усложняются 
необходимостью выполнения калибровки сенсоров в условиях, мак
симально приближенных к биологическому образцу или непосред
ственно в биологическом объекте, например, на клеточной культуре. 
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ФЕРСТЕРОВСКИЙ РЕЗОНАСНЫЙ ПЕРЕНОС ЭНЕРГИИ (FRET)
Одним из важных применений FLIM на основе время-коррелирован
ного счета фотонов является наблюдение межмолекулярных взаимо
действий посредством Фёрстеровского резонансного переноса энергии 
FRET (Förster resonance energy transfer) [77]. Для того, чтобы произо
шел резонансный перенос энергии с одной возбужденной молекулы 
(донора) на другую (акцептор) требуются определенные условия. 
А именно: расстояние между донором и акцептором должно быть в 
пределах от 2 до 10 нм [78]. Известно, что эффективность переноса 
энергии, осуществляемой посредством безызлучательного диполь-
дипольного взаимодействия, обратно пропорциональна 6 степени 
расстояния между молекулами. Таким образом, FRET является своего 
рода «линейкой» для измерения межмолекулярных расстояний, где 
шкалой делений является Ферстеровское расстояние, определяемое 
как расстояние, на котором эффективность передачи энергии состав
ляет 50%. Кроме того, для эффективного взаимодействия донора и 
акцептора cпектр эмиссии донора должен перекрываться со спектром 
поглощения акцептора. Cущественным фактором для эффективной 
передачи энергии также является определенная взаимная ориентация 
донора и акцептора. 
	 Стандартные методы для измерения FRET основаны на измере
ниях только интенсивности флуоресценции донора и акцептора. Cуть 
их состоит в том, что при взаимодействии молекул интенсивность 
флуоресценции донора падает, а акцептора – возрастает, поэтому 
эффективность FRET реакции измеряется по отношению интен
сивностей донора и акцептора при возбуждении на длине волны 
поглощения донора [79]. Эти методы просты в реализации, но 
страдают от одного существенного недостатка: они зависят от 
концентрации донора и акцептора, которая варьирует в образце, и 
интенсивности падающего лазерного излучения. Напрямую измерить 
интенсивность флуоресценции акцептора, взаимодействующего 
с донором, представляется проблематичным, т.к. в спектральном 
диапазоне, в котором излучает акцептор, всегда присутствует также 
излучение донора (так называемая спектральная «утечка» донора). 
Более того, часть флуоресценции акцептора излучается из-за его 
возбуждения лазером, используемым для возбуждения донора. 
Таким образом, измерения FRET на основе интенсивностей флуо
ресценции требуют аккуратной калибровки, включая измерения 
образцов, содержащих только донор и только акцептор, и коррекции 
спектральной утечки. Дополнительную трудность представляет то, 
что не все молекулы донора взаимодействуют с молекулами акцептора. 
Cледовательно, определить природу изменения эффективности FRET 
по интенсивности невозможно, поскольку она может изменяться 
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как за счет изменения расстояния между молекулами, так и за счет 
изменения фракции взаимодействующих молекул. 
	 Использование FLIM для FRET измерений имеет очевидные 
преимущества. Главное преимущество состоит в том, что для 
измерения эффективности FRET достаточно измерить время жизни 
донора. В этом случае эффективность FRET рассчитывается по 
известной формуле 7:
	 E = 1 – (τДА/τД),						            (7)
где τДА есть время затухания флуоресценции донора в присутствии 
акцептора; τД есть время затухания флуоресценции донора без акцеп
тора. Взаимодействие донора с акцептором увеличивает скорость его 
перехода из возбужденного в основное состояние, то есть уменьшает 
время жизни его флуоресценции.
	 Таким образом, калибровочные измерения с акцептором не 
требуются, и необходимости проводить корректировку спектральной 
утечки нет. Единственное предварительное измерение, которое 
требуется – это измерение времени жизни флуоресценции донора в 
отсутствии акцептора [79, 80]. 
	 Пример FRET измерений, основанный на FLIM показан на рис. 7.
	 Надо отметить, что при измерениях FRET cуществует достаточно 
много подводных камней, которые могут привести к неправильной 
трактовке результатов экспериментов. В самом простейшем случае, 

Рис. 7. Наблюдение FRET с помощью FLIM. 
	 (А) Изображение клетки, содержащей FRET-пару GFP (донор)/Сy3 (акцептор).
	 (Б) Биэкспоненциальный анализ c временем жизни, усредненным по ампли
туде, в области с высокой эффективностью FRET. 
	 (В) Кривая затухания флуоресценции, соответствующая области с низкой 
эффективностью FRET. 
	 Zeiss LSM 710 с аппаратурой Becker&Hickl Simple-Tau 152.
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флуоресценция от донора может содержать вклад от флуоресценции 
эндогенных молекул. В некоторых случаях донор может взаимодей
ствовать сразу с несколькими молекулами акцептора. Это приводит 
к тому, что изменения в эффективности FRET не связаны напрямую 
с изменениями в расстояниях между взаимодействующими молеку
лами и их количеством. В экспериментах с FRET следует избегать 
процессов фотодеструкции (фотобличинга) флуорофоров. Невзаимо
действующие доноры сильнее подвержены фотобличингу, чем взаи
модействующие. Cледовательно, при фотобличинге измеряемая 
эффективность FRET может увеличиваться. Наконец, определенные 
трудности возникают при интерпретации измерений FRET, если 
кривая затухания флуоресценции невзаимодействующего донора 
описывается биэкспоненциальной зависимостью. В этом случае при 
фиттинге кривых затухания флуоресценции доноров определить 
процент взаимодействующих и невзаимодействующих протеинов не 
представляется возможным. Следует заметить, что данные проблемы 
касаются и FRET измерений, основанных на регистрации интен
сивностей флуоресценции донора и акцептора. В любом случае, FLIM 
имеет преимущество перед альтернативными методами измерения 
FRET, т.к. разобраться в природе различных артефактов становится 
гораздо проще. 
	 В литературе довольно редко приводятся результаты измерений 
расстояний между донором и акцептором ввиду неопределенности 
реального значения ферстеровского расстояния. Впрочем, абсолютные 
значения расстояний не так существенны, как собственно регистрация 
FRET и определение ее эффективности. В последнее время FLIM-FRET 
измерения находят широкое применение в молекулярной и клеточной 
биологии. Так FLIM-FRET использовался для изучения белок-белко
вых взаимодействий в живых клетках, взаимодействий белков и ДНК, 
лигандов и рецепторов, агрегации белков и их конформационных 
изменений, активности протеолитических ферментов [81–91]. 
Недавно методом трехфотонной FLIM-FRET были проведены иссле
дования взаимодействий эндогенных флуорофоров триптофна и 
НАДН [92]. По сути все вышеперечисленные взаимодействия могут 
быть подразделены на два класса – первый, когда образуются FRET 
пары, и соответственно, происходит процесс передачи энергии от 
донора к акцептору, сопровождающийся уменьшением времени 
жизни флуоресценции донора (белок-белковые взаимодействия, 
взаимодействие белков и ДНК, лигандов и рецепторов, агрегации 
белков) и второй – когда происходит разрушение FRET пары с сопут
ствующим увеличением времени жизни флуоресценции донора 
(активность протеолитических ферментов). 
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ИЗМЕРЕНИЯ АВТОФЛУОРЕСЦЕНЦИИ

В случае регистрации автофлуоресценции биологических образцов 
традиционными методами – спектральными и флуоресцентными, но 
без временного разрешения – возникает проблема, связанная с тем, что 
клетки и ткани содержат много эндогенных флуорофоров, у которых 
спектры эмиссии сильно перекрываются, а их форма может зависеть 
от присутствия неизвестных хромофоров. Более того, спектры этих 
флуорофоров зачастую слабо чувствительны к изменениям в пара
метрах микроокружения. Таким образом, интерпретация данных при 
подобных измерениях становится нетривиальной задачей. 
	 FLIM обычно рассматривается как один из эффективных методов 
для идентификации нескольких флуорофоров с разными временами 
жизни. Однако, наиболее сильной стороной FLIM при регистрации 
автофлуоресценции является не это, а то, что времена жизни многих 
эндогенных флуорофоров зависят от параметров локального окруже
ния. Таким образом, автофлуроресцентные измерения, сделанные 
с помощью FLIM, позволяют не только разделять флуорофоры по 
временам жизни, но и получать важную информацию об их микро
окружении. 
	 Особенно интересными представляются измерения времен жизни 
флуоресценции метаболических кофакторов восстановленного нико
тинамидадениндинуклеотида (НАДH) и окисленного флавинаде
ниндинуклеотида (ФАД), которые вовлечены в механизм электрон
ного транспорта в энергетическом метаболизме клетки [93]. НАДН 
является донором, а ФАД – акцептором электронов в митохондриаль
ной электрон-транспортной цепи. При этом НАДH флуоресцирует в 
восстановленной форме и теряет эту способность, когда окисляется 
до НАД+. ФАД флуоресцирует в окисленной форме и теряет спо
собность флуоресцировать в восстановленной форме ФАДН2. 
Отношение интенсивностей флуоресценции НАДН и ФАД изме
няется с изменением редокс-статуса клеток. Понятие редокс-отно
шения как отношения интенсивностей НАДН и ФАД было введено 
Бриттоном Чансом и используется для анализа метаболизма клеток 
и тканей до настоящего времени [94].
	 Измерения редокс-отношения важны при рассмотрении эффекта 
Варбурга, который состоит в том, что раковые клетки используют 
гликолиз даже при наличии кислорода [95]. В этом случае, вклад 
восстановленной формы кофакторов в общую флуоресценцию 
будет увеличиваться [96–98] Однако интерпретация результатов 
редокс-отношения не всегда однозначна, поскольку изменения 
интенсивности флуоресценции, ассоциированные как с изменением 
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концентрации, так и с изменением квантового выхода, могут быть 
вызваны участием тех же кофакторов в других метаболических 
реакциях. 
	 Важным свойством НАДН и ФАД является то, что времена жизни 
их флуоресценции зависят от их взаимодействия с белками. Затухание 
флуоресценции кофакторов имеет мультиэкспонециальный характер, 
но в упрощенном представлении анализируется как биэкспонен
циальное. В случае НАДН, короткая компонента времени жизни 
соответствует его свободной форме, тогда как связывание с белками 
приводит к росту времени жизни [99, 100]. При этом время жизни 
длинной компоненты НАДН зависит от того, с каким ферментом он 
связан [101]. В случае ФАД, снижение времени жизни флуоресценции 
обусловлено тушением флуоресценции флавина адениновым кольцом 
[102]. Отношение вкладов короткой и длинной компонент затухания 
флуоресценции каждого из кофакторов меняется в зависимости от 
метаболического статуса клетки [96–98, 103]. 
	 Благодаря неинвазивности и отсутствию необходимости в 
использовании контрастных агентов и дополнительных меток, FLIM 
метаболических кофакторов НАДН и ФАД активно входит в медико-
биологические исследования в качестве метода экспресс-оценки 
метаболического состояния клеток и тканей. 
	 В целом ряде работ показано, что данный метод достаточно чувст
вителен к метаболическим изменениям, при канцерогенезе, и корре
лирует со стандартными биохимическими и молекулярными показа
телями метаболизма [104, 105]. Показана перспектива применения 
FLIM флуоресцирующих кофакторов НАДН и ФАД для диагностики 
предраковых и раковых процессов [96, 106]. В работах [107–109] 
демонстрируются возможности метода для оценки раннего ответа 
опухолей на химиотерапию и таргетную терапию. Метод FLIM 
обнаруживает гетерогенную метаболическую реакцию на терапию 
на клеточном уровне, что может быть причиной устойчивости неко
торых опухолей к лечению [98, 108]. FLIM НАДН был успешно 
использован для мониторинга метаболического статуса клеток в 
процессе апоптотический и некротической гибели [89, 110, 111].
	 Все большее внимание метаболические исследования методом 
FLIM получают в регенеративной медицине. Данные о времени 
жизни флуоресценции НАДН были использованы для исследования 
метаболизма живых кардиомиоцитов на ранних стадиях отторжения 
трансплантированного сердца [103]. 
	 Показаны значительные изменения времен жизни флуоресценции 
НАДН и ФАД при различных типах дифференцировки мезенхим
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ных стволовых клеток – хондрогенной, адипогенной, остеогенной 
[112–114]. В работе Мелешиной и др. по двухфотонной FLIM ство
ловых клеток при адипогенной дифференцировке был проведен 
отдельный анализ фосфорилированной и нефосфорилированной 
формы НАДН, который впервые показал увеличение вклада НАДФН 
в затухание флуоресценции, связанное с липогенезом [115]. В 
исследовании по оценке качества тканеинженерных конструктов 
кожи с помощью FLIM НАДН были обнаружены изменения в сторону 
окислительного метаболизма в клеточном компоненте в процессе 
формирования эквивалента из фибробластов или клеток дермаль
ной папиллы и коллагена [116]. В недавней работе Кузнецовой и 
др. методом FLIM исследовался метаболизм гепатоцитов в in vivo 
модели холестаза печени [117]. Выявлены характерные изменения 
метаболизма как в патологических очагах, так и в отдаленных и 
пограничных зонах.
	 Дополнительная информация о метаболическом состоянии 
ткани может быть получена при комбинации измерений сигналов 
автофлуоресценции и второй гармоники. Было показано, что отно
шение интенсивности сигналов второй гармоники коллагена и авто
флуоресценции эластина может служить индикатором старения кожи 
[118]. В работе М. Лукиной с соавт. впервые были исследованы харак
теристики сигналов второй гармоники от коллагена и флуоресценции 
НАДH в опухолях мышей в процессе лечения различными химио
препаратами [109]. Было установлено, что при лечении цисплатином 
и паклитакселем содержание коллагена увеличивается, при этом 
также упорядочивается ориентация фибрилл. C другой стороны, при 
лечении иринотеканом наблюдаются противоположные процессы. 
Природа различного поведения коллагена при лечении различными 
препаратами до конца не ясна. Во всех случаях, однако, в процессе 
лечения опухолей было зарегистрировано уменьшение вклада 
свободной формы НАДH, свидетельствующее о сдвиге метаболизма 
в сторону окислительного варианта. 
	 Стоит подчеркнуть, что метаболический имиджинг на основе 
регистрации флуоресценции эндогенных молекул представляет боль
шой интерес для клинических приложений поскольку не требует 
маркировки клеток экзогенными флуорофорами и обладает высокой 
чувствительностью в регистрации метаболических изменений. 
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V. ЗАКЛЮЧЕНИЕ: ПОСЛЕДНИЕ РАЗРАБОТКИ  
И ПЕРСПЕКТИВЫ РАЗВИТИЯ 

За последнее десятилетие FLIM на основе время-коррелированного 
счета фотонов совершила большой прогресс. Несколько направлений 
стоить выделить особо. Это комбинация фосфоресцентной и флуорес
центной микроскопии с временным разрешением [34, 119–122]. 
Благодаря разработке данной техники и синтезу большого количества 
сенсоров на кислород, стали возможны одновременное наблюдение 
метаболизма клеток и тканей, и оценка содержания кислорода в них. 
Данная комбинация измерений была впервые использована С. Кали
ниной и др. для одновременного анализа метаболизма опухолевых 
клеток in vitro и парциального давления кислорода в них [120]. В 
условиях гипоксии отмечался рост времени жизни фосфоресценции 
внутриклеточного кислородного сенсора Ru(BPY)3 и уменьшение 
времени жизни флуоресценции НАД(Ф)Н, что свидетельствовало о 
существенных изменениях в редокс-cтатусе клеток. Одновременные 
измерения кислородного и метаболического статусов проводились 
также на опухолях мышей in vivo с использованием волоконной 
установки, что позволяло локально зондировать опухолевую ткань 
на глубину в несколько миллиметров [123]. 
	 Второе направление – люминесцентный время-разрешенный 
имиджинг макро-объектов. На сегодняшний день макро-FLIM реали
зован в виде конфокального макросканера, который позволяет полу
чать изображения области до 18×18 мм и обеспечивает пространствен
ное разрешение до 15 мкм. Применение этой технологии было проде
монстрировано в недавних работах на опухолях мышей in vivo [91, 
124]. Нами показано распределение времени жизни флуоресценции 
НАДН по всей опухоли, демонстрирующее метаболическую гетеро
генность опухолевого узла и отличия метаболизма опухоли от окру
жающей нормальной ткани. Последнее наблюдение может быть 
особенно интересно с точки зрения клинического использования 
метода FLIM для определения границы резекции опухолей с помощью 
метаболического макро-имиджинга. Измерение времен жизни флуо
ресценции в опухоли на макроуровне также важно при изучении ее 
ответа на лечение. Одним из вариантов такого наблюдения является 
оценка активности каспазы-3 с помощью флуоресцентных гене
тически-кодируемых сенсоров на основе FRET. Так, в работе Жер
девой и др. была выполнена прижизненная визуализация каспаза-3-
зависимого апоптоза в опухолевых ксенографтах in vivo при действии 
химиотерапии [91]. В работе Щеславского и др. показана возможность 
одновременной регистрации флуоресценции НАДН и флуоресценции 
генетически-кодируемого сенсора каспазы-3 в опухоли мышей in vivo 
[124].
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	 В последнее время в оптической микроскопии активно ведутся 
разработки в области микроскопии сверхвысокого пространствен
ного разрешения [125]. Естественным в данным случае было бы 
скомбинировать высокое пространственное разрешение с моле
кулярным контрастом, обеспечиваемым FLIM. Впервые это было 
сделано группой Пола Френча в 2000 г, а позднее и в других лабора
ториях [126], посредством интеграции FLIM в STED микроскопы. 
Следует, однако, заметить, что флуорофоры, используемые для STED 
микроскопии, обычно нечувствительны к параметрам микроокру
жения, поэтому предстоит большая работа по созданию соответст
вующих флуоресцентных меток для использования во FLIM/ STED 
микроскопии. 
	 Интересным вариантом использования FLIM является ее комби
нация с микроскопией ближнего поля или атомно-силовой микроско
пией [127, 128]. Подобная комбинация открывает перспективу одно
временного изучения механических и молекулярных свойств образ
цов со сверхвысоким пространственным разрешением. Есть, однако, и 
в этом направлении свои трудности. Времена жизни флуоресценции в 
образце будут зависеть не только от микроокружения флуорофоров, но 
и от усиленного локального электромагнитного поля, образующегося 
на кончиках зондов, используемых в микроскопии ближнего поля и 
атомно-силовой микроскопии, а cледовательно, потребуется акку
ратный анализ причин изменения времен жизни. 
	 Для исследователей в последнее время интерес представляет 
реализация FLIM в широкопольной микроскопии. Это возможно при 
использовании в качестве детекторов фотонов не стандартных ФЭУ 
или однофотонных лавинных фотодиодов, а позиционно-чувстви
тельных ФЭУ или фотодиодов с линиями задержки [129]. В этом 
случае информация о координатах регистрации фотонов определяется 
временем прибытия импульсов на выходах этих линий задержки. 
Такой подход может быть использован также для микроскопии 
полного внутреннего отражения или листовой микроскопии, которые 
по своей природе широкопольные. Еще одним применением может 
быть одновременное измерение флуоресценции и фосфоресценции 
с маркерами, у которых времена жизни фосфоресценции находятся в 
миллисекундном диапазоне. Такие длинные времена в случае скани
рующих систем подразумевают очень медленное сканирование. В 
случае же широкопольной микроскопии это не является проблемой. 
Широкопольная микроскопия с временным разрешением также 
может найти применение при изучении быстрых физиологических 
процессов в клетках. В этом случае возможный диапазон скоростей 
этих процессов не ограничен скоростью сканирования. По сравнению 
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со сканирующими системами, однако, широкопольный вариант 
FLIM обладает недостатком, присущим всем системам микроскопии 
широкого поля: отсутствием подавления сигнала флуоресценции и 
рассеяния от областей вне фокуса. Это ограничивает использование 
данного варианта FLIM тонкими образцами с малым рассеянием. 
	 Развитие более чувствительных и быстрых гибридных детекторов, 
основанных на комбинации элементов ФЭУ (катода) и лавинного 
фотодиода, позволило существенно уменьшить время сбора данных, 
измерять более быстрые времена затухания флуоресценции, что осо
бенно важно для флуорофоров работающих в ближней ИК области, 
проводить эффективные измерения одиночных молекул методом 
флуоресцентной корреляционной спектроскопии [130, 131]. Развитие 
детекторов в ближней ИК области (от 1200 нм), имеющих высокую 
квантовую эффективность (более 80%), высокое временное разре
шение и низкий темновой ток, может позволить использовать их 
для имиджинга синглетного кислорода, что ранее представлялось 
проблематичным [132].
	 В последнее время наметилась тенденция развития FLIM на базе 
TCSPC, направленная на сверхбыструю регистрацию изображений. 
Следует отметить, однако, что очень часто в биологических экспери
ментах ограничивающим фактором является не скорость регистрации 
фотонов электроникой, а слабый поток фотонов, излучаемых образ
цом. Например, при метаболическом имиджинге НАДH типичные 
значения потока фотонов составляют не более 200 000 фотоотсчетов/c. 
При наблюдении флуоресцентных белков количество фотоотсчетов в 
секунду не превышает 500 000. Поэтому при всем желании быстрая 
электроника не может снять изображение быстро, если существует 
дефицит фотонов от образца. Для случаев же, когда поток фотонов 
достаточно большой, быстрое построение изображения может 
обеспечиваться использованием одного детектора и четырех плат 
счета одиночных фотонов, что реализовано, например, в системе 
FASTAC [133].
	 Дальнейший вектор развития TCSPC-FLIM вероятнее всего будет 
направлен в сторону активного внедрения метода в клинические иссле
дования. На данный момент разработан офтальмологический сканер 
в комбинации с пикосекундными лазерами и TCSPC-FLIM cистемой. 
Он позволяет на основе анализа времени жизни автофлуоресценции 
эндогенных флуорофоров в зрачке глаза идентифицировать ранние 
стадии развития различных заболеваний глаза [134, 135]. Довольно 
обширным полем для использования TCSPC-FLIM в клинике 
является дифференциальная диагностика кожных заболеваний. Так, 
огромная работа проделана группой М. Робертса по имиджингу 
кожи человека, ее восприимчивости к различным заболеваниям и 
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изучению транспорта лекарственных препаратов, и влияния косме
тических средств на ее морфологию и функциональные свойства 
[136–138]. C использованием коммерческого томографа (MPTflex, 
JenLab, Germany) продемонстрировано, что анализ флуоресценции 
эндогенных флуорофоров с субклеточным разрешением с помощью 
многофотонной томографии позволяет идентифицировать рак кожи и 
другие патологии  [139–141]. Наконец, использование FLIM методов 
в эндоскопии в сочетании с альтернативными методами диагнос
тики (Оптическая Когерентная Томография, имиджинг на основе 
комбинационного рассеяния света, микроскопия второй и третьей 
гармоники) выглядит перспективно [142–145]. 
	 В заключение отметим, что в настоящее время люминесцентная 
микроскопия с временным разрешением может быть реализована в 
различных конфигурациях, выбор которых зависит от конкретной 
задачи. В идеале для получения максимальной информации установка 
должна позволять регистрировать все возможные параметры люми
несценции – спектр, интенсивность, время жизни, поляризацию, и при 
этом обеспечивать высокую чувствительность на уровне одиночных 
фотонов, высокое пространственное разрешение и быстрый сбор 
сигнала. Комплексный анализ флуоресценции с высоким временным 
разрешением имеет принципиальное значение в фундаментальных 
биологических исследованиях, которые сейчас трудно представить без 
использования обширного арсенала флуоресцентных методов. Можно 
надеяться, что при современной динамике развития технологий FLIM 
скоро cтанет рутинным методом в клинической практике. 
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