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I. ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время активно развиваются оптические методы диаг­
нос тики, позволяющие изучать процессы в живых организмах на 
моле кулярном и клеточном уровнях. Одним из таких методов является 



Е.А.Ширшин и соавт.140

многофотонная микроскопия (МФМ, или многофотонная томо графия 
[1]) с визуализацией времени затухания флуоресценции (Fluo res­
cence Lifetime Imaging, FLIM [2, 3]). Основным преимуществом 
МФМ как метода молекулярного имиджинга является высокое 
прост ранственное разрешение в совокупности с большей глуби ной 
проникновения в ткань [4, 5]. МФМ применяется в имму но логии, 
онкологических исследованиях, нейробиологии, при этом исполь­
зуются различные метки, позволяющие увеличить интен сивность 
сигнала, его специфичность и глубину имиджинга [4, 6–8]. Однако, 
экзогенные метки технически сложно применить для исследования 
соединительной ткани человека in vivo, и в этом случае использование 
эндогенных источников информативного сигнала значительно 
упрощает решаемую задачу. Более того, оказалось, что в ряде 
случаев использование эндогенного сигнала позволяет не только 
визуализировать распределение молекул определенного типа в ткани, 
но и исследовать протекающие в ней биохимические процессы – в 
частности, широкое распространение получил так называемый 
флуоресцентный метаболический имиджинг [9, 10]. 
 В МФМ источниками эндогенного сигнала являются: молекулы­
флуо рофоры, излучающие флуоресценцию при многофотонном 
возбуждении, анизотропные макр омолекулы и структуры, обеспе чи­
вающие генерацию оптичес ких гармо ник, любые молекулы, внут­
ри молекулярные колебания в кото рых могут быть использованы в 
методе когерентной антистоксовой Рамановской спектроскопии [11]. 
Эндогенная флуоресценция (или автофлуоресценция (АФ)) – клас­
си ческий эффект, десятилетиями используемый в биомедицинской 
диагностике и подробно описанный в монографиях и обзорах [12–14]. 
В целом, в МФМ используются те же группы флуорофоров, что и в 
клас сической флуоресцентной спектро скопии, тем не менее, имеется 
ряд особенностей, которые лежат в основе подходов к иссле до­
ванию биохимических процессов и моле кулярному имиджингу. 
Генерация оптических гармоник является нелинейным эффек том 
и позволяет осуществлять визуализацию струк тур с опреде лен­
ной организацией – например, коллагена типа I и клеток в ткани 
[15]. Использование мультимодального детек ти ро вания в МФМ, 
основанного на одновременном измерении АФ, гене рации гармоник 
и FLIM, позволяет существенно расширить возмож ности молекуляр­
ного имиджинга как для фундаментальных иссле дований биохи ми­
че ских процессов, так и для целей in vivo диагностики.
 Целью данного обзора являлось описание фотофизических про­
цес сов в основных молекулах­репортерах, используемых в МФМ с 
эндогенным контрастом (label­free), а также изложение некоторых 
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совре менных экспериментов, иллюстрирующих возможности label­
free МФМ для молекулярного имиджинга биохимических процессов 
в соединительной ткани.

II. МЕТОД МНОГОФОТОННОЙ МИКРОСКОПИИ
НЕЛИНЕЙНАЯ МИКРОСКОПИЯ

Оптическая микроскопия использует свет в качестве зондирующего 
излучения – по характеристикам его взаимодействия с веществом 
делается вывод о строении изучаемого объекта. Взаимодействие света 
с веществом можно представить следующим образом. Падающий на 
материальную среду свет приводит к перераспределению электрон­
ной плотности в атомах. Свет поглощается, а колебания электронной 
плотности сами становятся источниками вторичных световых 
волн. Характерный размер атомов и их плотная упаковка (~10–8 см) 
значительно меньше длины волны излучения оптического диапа зона 
(~10–4 см), что позволяет ввести такую характеристику, как поля ри­
зация P: – дипольный момент единицы объема среды [16]. Рассмот ре­
ние нелинейных оптических процессов также проводят с помощью 
вектора поляризации вещества [20].
 В простейшем случае, поляризация среды P: линейно зависит от 
напряженности падающего светового поля. Таким образом, интен­
сивность детектируемого сигнала линейно зависит от интен сив­
ности накачки, и если входное световое поле имеет частоту w, то и 
поля риза ция вещества также совершает колебания на частоте w, а 
гене рируемое вто ричное излучение имеет ту же длину волны. Такое 
прибли жение справедливо при очень низких по сравнению с внутри­
атом ным полем напряженностях падающего поля и, соответст венно, 
интенсивностях (I << Iатомное ~ 5·1016 Вт/см2). 
 Методы оптической микроскопии, которые используют линейные 
(однофотонные) процессы для создания контраста, не применимы для 
имиджинга глубоких слоев тканей: четкие изображения могут быть 
полу чены лишь вблизи поверхности, поскольку в более глубоких 
слоях превалирует эффект многократного рассеяния света, из­за чего 
изобра жения становятся размытыми [4, 17]. Методы нелинейной 
опти ческой микроскопии обладают рядом свойств, которые делают 
их под ходящими для имиджинга с высоким разрешением в тканях 
на глу бинах более 500 мкм (при выполнении ряда условий) [18]. 
 При освещении среды высокоинтенсивным (лазерным) излуче­
нием начинает проявляться нелинейность зависимости поляризации 
от напряжённости электрического поля световой волны:
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          (1)
где χ̂ (1) – линейная восприимчивость, χ̂ (2), χ̂ (3) и т.д. – нелинейные 
вос при имчи вости вто рого, третьего и т.д. порядков. Соответственно, 
интенсивность вторичного излучения может нелинейно (квадратично, 
кубично и т.д.) зависеть от интенсивности падающего излучения. 
 Основными наблюдаемыми и используемыми в микроскопии 
нели нейными оптическими эффектами являются: процессы генера­
ции второй (ГВГ, χ̂ (2)) и третьей (ГТГ, χ̂ (3)) гармоник, процесс 
двух фотонного (ДФ) возбуждения флуоресценции ( χ̂ (3)), процесс 
когерентного антисток сового рассеяния света (КАРС, χ̂ (3)) [4]. 

ДВУХФОТОННОЕ ВОЗБУЖДЕНИЕ ФЛУОРЕСЦЕНЦИИ
ДФ возбуждение флуоресценции – это нелинейный эффект третьего 
порядка, заключающийся в «одновременном» (время взаимо дей­
ст вия ~ 0.5 фс) поглощении двух фотонов накачки молекулой 
вещества и последующей эмиссии флуоресценции [4, 5, 19]. При 
этом флуоресценция – это всегда однофотонный процесс, и спект­
раль ные и временные характеристики сигнала флуоресценции при 
много фотонном поглощении не отличаются от флуоресценции, 
инду цируемой однофонотонно. Квантово­механическое описание 
процесса ДФ поглощения дано в литературе [20, 21]. 
 Процесс ДФ поглощения можно представить так: «первый» из 
пришедших фотонов падающего излучения может перевести моле­
кулу вещества из основного состояния g в некоторое виртуальное 
сос тоя ние v, после чего «второй» фотон может перевести молекулу 
из вир туального возбужденного состояния в реальное возбужденное 
состоя ние e (рис. 1А). Таким образом, интенсивность процесса флуо­
рес ценции ITPEF будет пропорциональна квадрату интенсивности 
накачки Ip и сечению ДФ поглощения σ(2):

              (2)
 Сечение ДФ поглощения, имеющего размерность см4·с, можно 
оценить как:

              (3)

где  – сечения однофотонного поглощения, характерное 
значение которых составляет 10–17÷10–16 см2, а τv – время жизни вир­
туального состояния, которое, для фотонов с частотой ω и пере хода 
с частотой ωev, оценивается из соотношения неопределенностей Гей­
зен берга как τv~1 ⁄ |ωev – ω| ≈ 10–16 ÷ 10–15 с. Таким образом, сечение 
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Рис. 1. А). Диаграммы линейных и нелинейных оптических процессов. Отме тим, 
что при линейном рассеянии, генерации второй гармоники и КАРС не проис­
хо дит возбуждения молекул образца. 
 Б). Пространственная локализация сигнала при линейном и нелинейном 
воз буж  дении. При линейном возбуждении сигнал генерируется из всего объема, 
в то время как при нелинейном возбуждении, сигнал генерируется только из 
неболь  шой (порядка фемтолитра) области. 
 В). Генерация ДФ­возбуждаемой флуоресценции и второй гармоники (ГВГ). 
Излу чение флуоресценции изотропно и не зависит от макроскопической упо­
ря доченности образца (слева). Для эффективного излучения на частоте второй 
гар моники требуется наличие макроскопической упорядоченности (справа). 
 Г). Принципиальная схема мультифотонного микроскопа. Адаптировано из 
работы [4].
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ДФ поглощения по порядку составляет σ(2) ≈ 10–49 см4 с. Анало гично 
можно провести обобщение на случай n­фотонного поглощения. 
 Для ДФ возбуждения обычно достаточно увеличить вдвое длину 
волны излучения, используемого для однофотонного возбуждения. 
Однако, наряду с приведенной оценкой сечения ДФ поглощения 
(6), важно иметь в виду, что ДФ процессы имеют правила отбора, 
отлич ные от таковых для однофотонных процессах. Например, в 
сим  метричных молекулах разрешены однофотонные переходы между 
сос тояниями различной четности, в то время как ДФ переходы воз­
можны только между состояниями одинаковой четности – как резуль­
тат, формы спектров однофотонного поглощения и ДФ погло щения 
могут зна чительным образом отличаться [22].

ГЕНЕРАЦИЯ ОПТИЧЕСКИХ ГАРМОНИК
Принципиально отличным от многофотонного поглощения является 
эффект генерации оптических гармоник. Экспериментально проще 
всего наблюдать генерацию второй и третьей оптических гармоник. 
В этих процессах два (три) фотона «одновременно» рассеиваются 
на электронах молекулы, превращаясь в один фотон с энергией в 
точ ности в два (три) раза больше (рис. 1А). Генерация гармоник, 
являясь эффектом нелинейного рассеяния, не требует поглощения 
падаю щей волны в образце, однако усиливается при его наличии в 
связи с резо нансным возрастанием поляризуемости при прибли жении 
час тоты излучения к частоте электронного перехода молекул [4, 23].
 Можно показать, что интенсивное рассеяние на удвоенной частоте 
будет наблюдаться в том случае, если молекула не обладает сим мет­
рией инверсии. Однако отсутствие симметрии инверсии молекул не 
является достаточным условием для генерации второй гармоники, 
необ ходимо также, чтобы такая асимметричность сохранялась в 
макрообъёме. Заметим, что такое ограничение на отсутствие симмет­
рии инверсии требуется только для эффективной генерации чётных 
опти ческих гармоник [20, 21]. 
 Если рассеяние на удвоенной частоте будет происходить на объемно 
неупорядоченных молекулах, то часть волн будет интерферировать 
деструктивно (и сигнал будет низок по интенсивности), а в случае 
упо рядоченного расположения молекул рассеянное излучение будет 
распро страняться когерентно – такое когерентное распространение 
и называется ГВГ [21, 24]. Из условий когерентности также следует, 
что генерация оптических гармоник будет эффективно проходить 
лишь в некоторых направлениях, в отличие от АФ (рис. 1В). 
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КОГЕРЕНТНОЕ АНТИСТОКСОВО РАССЕЯНИЕ СВЕТА
Отметим ещё один нелинейный оптический процесс, который пока 
довольно мало используется на практике, но является перспективным 
для молекулярного имиджинга – когерентное антистоксово рассеяние 
света, КАРС. Диаграмма этого процесса изображена на рисунке 
1А. На объект падает излучение, содержащее три волны, две из 
кото рых, обычно называемых накачкой, как правило, имеют одина­
ко вую частоту ωp, а третья, обозначаемая как стоксовая волна – 
частоту ωS. Взаимодействуя на кубической поляризуемости, эти 
волны «генерируют» несколько частотных компонент поляризации, 
которые становятся источниками вторичных волн с частотами 
этих компонент. В КАРС используется компонента с частотой 
ωAS = 2ωp – ωS [25–27], большей частот падающих волн, что позволяет 
называть её антистоксовой. Спектроскопия КАРС основана на 
эффекте резонансного увеличения кубической поля ри зуемости и, 
как следствие, интенсивности излучения на комби национной (анти­
сток совой) частоте при настройке разности частот падающих волн на 
частоту внутримолекулярных колебаний: ωp – ωS ≈ Ω. Таким образом, 
КАРС­спектроскопия может селективно визуа ли зи ровать молекулы с 
определенными химическими связями. При аппа ратурной реализации 
КАРС используется лазер с плавной пере стройкой одной из частот 
излучения, падающего на объект. Основное преимущество КАРС, по 
сравнению со спонтанным комбинационным рассеянием света (СКР), 
заключается в его большей (на 5–8 порядков) чувствительности и 
отсутствии перекрытия со спект ром автофлуоресценции. 

ПРЕИМУЩЕСТВА НЕЛИНЕЙНОЙ МИКРОСКОПИИ  
ДЛЯ МОЛЕКУЛЯРНОГО ИМИДЖИНГА  

И ХАРАКТЕРНЫЕ ПАРАМЕТРЫ ИСПОЛЬЗУЕМЫХ УСТАНОВОК
Как было отмечено ранее, методы нелинейной оптической микроско­
пии обладают рядом преимуществ по сравнению с линейной мик­
ро скопией. 
 Во­первых, для возбуждения молекул, поглощающих в УФ и 
корот коволновой части видимого диапазонах (λ ~ 350÷500 нм), может 
быть исполь зовано излучение красной области видимого света и 
ближнего ИК диапазона (λex ~ 700÷1000 нм). Излучение с такими 
длинами волн имеет большую, по сравнению с видимым светом, 
глу бину проникновения за счёт меньшего рассеяния – характерная 
величина оптического пути види мого света в коже составляет по 
порядку 100 мкм, в то время как на длине волны 1000 нм (ближний 
ИК диапазон), эта длина составляет порядка 600 мкм [28]. Во­вторых, 
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спектры многофотонного поглощения менее структурированы и 
значительно шире, чем спектры однофотонного поглощения – часто не 
требуется подбор опти мальных условий возбуждения флуоресценции 
[29]. В­третьих, поскольку нелинейные процессы имеют степенную 
зависимость от интен сивности падающего излучения, сигнал 
генерируется только в фокаль ной плоскости объектива из объема 
порядка фемтолитра (рис. 1Б). Благодаря этому потенциальное 
фотоповреждение ограничено только областью фокального объема 
и не имеет места выше и ниже фокуса объектива [30]. Также за счёт 
гене рации сигнала только из фокаль ной плоскости и большей глу бины 
проникновения возможно произ водить трехмерное скани ро вание 
образца [4, 31]. 
 Обратим внимание, что несмотря на меньшую величину показателя 
рассеяния в ближнем ИК диапазоне, число баллистических (не рассеян­
ных) фотонов накачки в тканях экспоненциально затухает с глу биной 
проникновения – возможности МФМ по проникаю щей способ ности 
в ткани ограничены. Так, сигнал гене рируемой двухфотон ной флуо­
ресценции F определяется как F 4 [P0 (exp(–z ⁄ ls

(ex.))]2, где P0 – мощ­
ность возбуж дающего излучения, падающего на поверхность образца, 
ls

(ex.) – длина свободного пробега фотона при рассеянии на длине 
волны возбуждения. Вследствие этого, максимальную глубину про­
ник новения можно оценить как:

           (4)
где Φ – доля фотонов флуоресценции, которые были зарегистрированы, 
α – параметр, характеризующий эффективность излучения флуоро­
фо ров и шумовых характеристик детектора, τ и 1⁄ T – характерная 
дли тельность импульсов и частота их следования [18]. Таким образом, 
улучшение эффективности светосбора или увеличение мощности 
воз буж дающего излучения приведёт лишь к незначительному при­
росту максимальной глубины проникновения (4), при этом увели­
чение плотности мощности может привести к фотохимическому 
пов реж дению метаболитов и термическому повреждению тканей. 
Так, максимальную глубину МФМ с использованием сигнала эндо­
ген ных флуорофоров можно оценить как ~200 мкм [17]. Зна чи тель­
ное увеличение глубины проникновения (до 1.6 мм) может быть 
дос тигнуто при смещении возбуждающего излучения в длинно вол­
новую область (1000–1300 нм) [32, 33], однако, увеличение длины 
волны возбуждающего излучения может привести к снижению 
детек тируемого сигнала за счёт низкого сечения нелинейных опти­
чес ких процессов в длинноволновой области. Отметим также, что 
прин ципиально глубина проникновения МФМ ограничена нали­
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чием слабого фонового сигнала флуоресценции, генерируемого 
вне фокальной плоскости. Подробное исследование ограничений 
проникающей способности МФМ приведено, например, в работе [34]. 
 Приведем краткое описание основных параметров эксперимен­
таль ных установок, используемых для нелинейно­оптической мик­
ро скопии. Подробное описание может быть найдено, например, в 
работах [31, 35]. Принцип работы многофотонного микроскопа во 
многом схож с принципом работы конфокального лазерного ска ни­
рую щего микроскопа. Основное отличие состоит в источнике излу­
чения. В качестве источника излучения обычно используется титан­
сапфировый лазер с перестраиваемой длиной волны (700–1000 нм). 
Характерная длительность импульсов излучения составляет ~100 фс, 
что позволяет достигать пиковых интенсивностей в фокальной 
плос кости порядка 1013 Вт/см2 при пространственной фокусировке с 
исполь зованием объективов с большой числовой апертурой. Таких 
интен сивностей достаточно для генерации нелинейно­оптических 
сигналов. 
 Типичный оптический путь многофотонного микроскопа выгля­
дит следующим образом. Лазерный луч проходит через модуля тор 
интен сивности, после чего пучок расширяется с помощью теле ско­
пи ческой системы, попадает на гальваносканер, контроли рую щий 
поло жение пучка в XY­плоскости (рис. 1Г). Ско рость сканирования 
может достигать ~30 кадров в секунду [36]. После XY­сканера пучок 
снова расширяется с помощью системы линз для заполнения апер­
туры объектива, который фокусирует излучение на образец. Сгене­
ри рованный нелинейный сигнал может детектироваться как в «эпи­» 
так и «транс­» конфигурации микроскопа, для этого в оптический 
путь микроскопа помещают дихроичное зеркало, которое отсекает 
излу чение накачки от полезного сигнала.

ВРЕМЯ­РАЗРЕШЕННАЯ ФЛУОРЕСЦЕНТНАЯ МИКРОСКОПИЯ (FLIM)
Как было указано ранее, спектральные и временные характеристики 
сигнала флуоресценции не зависят от способа её возбуждения. Это 
позволяет использовать преимущества многофотонного возбуждения 
в таком методе как время­разрешенная флуоресцентная микроскопия 
(FLIM, Fluorescence lifetime imaging microscopy). 
 FLIM – вид микроскопии, в котором на изображении формируется 
пространственное распределение времени жизни возбужденного 
состояния флуорофоров (рис. 2А) [3]. Визуализация времени жизни 
предостав ляет ещё один способ контрастирования, который, в первом 
прибли же нии, не зависит от таких факторов как интенсивность 
падающего излучения и длина оптического пути, которые сложно 
контролировать в биоло ги ческих объектах. При этом время жизни 
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флуоресценции зави сит от внутрен них свойств самого флуорофора, 
а также от его взаимо дей ст вия с бли жай шим окружением: так, в 
кинетике затухания могут прояв ляться эффекты динамического 
тушения, резонансного пере носа энер гии или изменения конформа­
ции самого флуорофора [3]. 
 Мультифотонный микроскоп может быть дополнен оборудованием 
для реализации FLIM, прежде всего, использующим метод время­кор­
ре ли ро ванного счёта единичных фотонов (Time­Correlated Single 
Pho ton Counting, TCSPC) [3]. Другие способы детектирования, а 
также де тали, связанные с методом FLIM, подробно описаны в лите­
ратуре [37].
 Кратко описать принцип работы метода TCSPC можно следую­
щим образом. Импульсный источник излучения возбуждает молекулы 
исследуемого вещества, после чего определяется время, которое 
прошло между импульсом возбуждающего излучения и приходом 
фотона флуоресценции, испущенного образцом, на детектор. При 
этом интенсивность сигнала флуоресценции стараются ослабить 
таким образом, чтобы с от каждого возбуждающего импульса детек­
ти ровать единичные фотоны флуоресценции. В таком случае, при 
мно го кратном повто рении, гистограмма временных отсчётов будет 
пов торять времен ную зависимость интенсивности сигнала флуо рес­
цен ции от времени.
 После возбуждения зависимость интенсивности сигнала флуо­
рес цен ции от времени F(t) имеет вид экспоненциальной кривой:

           (5)
где τ – время затухания флуоресценции, A – интенсивность сигнала 
в начальный момент времени (амплитуда), пропорциональная кван­
товому выходу флуоресценции и полной концентрации флуо ро фора. 
В случае, если в образце присутствуют несколько различных флуоро­
форов, временной сигнал будет представлять собой сумму экспонент:

           
(6)

где ai и τi – амплитуда и характерное время затухания i­го флуорофора 
(рис. 2Б). Однако такая зависимость справедлива лишь в случае 
идеаль ного детектора, который откликается на воздействие мгновенно, 
и при этом полностью отсутствуют какие­либо шумы. В действи­
тель ности, детектируемый сигнал S(t) представляет собой свёртку 
сигнала флуо рес ценции F(t) с функцией отклика детектора IRF(t) 
(Instrument Res ponse Function):

           (7)
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 Методы обработки данных FLIM можно условно разделить на 
пара метрические и непараметрические. В параметрических подходах 
детек тируемый временной сигнал аппроксимируется функцией, вид 
которой задан и определяется некоторыми параметрами. Например, 
пред полагают, что закон затухания является двухэкспоненциальным и 
пытаются подобрать параметры a1, τ1, a2, τ2 так, чтобы свёртка сигнала 
(6) наилучшим образом повторяла экспериментальный сигнал. Так, 
в методе наименьших квадратов сравнение аппроксимирующей 
функ ции и экспериментальных точек производится по взвешенному 
квад ратичному отклонению. 
 Таким образом, можно определять параметры затухания флуорес­
цен ции в каждом пикселе изображения независимо от других пик­
селей. Часто предполагается, что в образце имеются минимум два 
хромофора, тогда для аппроксимации FLIM используются две экспо­
ненты (см. (5)), после чего на изображении визуализируется среднее 
время жизни τm (рис. 2А):

            (8)

 Проблема «попиксельной» обработки FLIM­изображений заклю­
чается в необходимости большого числа фотоотсчётов для аппрок си­
мации. Если для восстановления одного времени затухания и одной 
амплитуды моноэкспоненциальной кривой требуется порядка 200 
фото отсчётов, то для достоверного определения двух времен жизни 
тре буется уже не менее 10000 фотоотсчётов [38]. Накопление такого 
коли чества отсчётов в кинетике для каждого пикселя изображения 
значи тельно увеличивает время съемки, а также может привести к 
фото деградации образца – обычно, число отсчётов в одной кинетике 
не превос ходит нескольких тысяч. 
 В непараметрических методах процедуры аппроксимации времен­
ного сигнала известной функцией не предполагается – вместо этого 
напрямую из экспериментально измеренного временного сигнала 
рас считываются величины, характеризующие ансамбль флуорофо ров. 
Эти методы предоставляют возможность удобно визуализировать 
вре мен ные характеристики, при этом требуя значительно меньше 
вре мени для обработки FLIM­данных [39–41].
 Таким образом, широкое распространение в последнее время 
полу чил метод фазовых диаграмм (phasor plot) [39]. В данном подходе 
вре мен ной сигнал сворачивается с функциями синуса и косинуса:

          
(9)
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где I(t) – зависимость сигнала флуоресценции от времени, ω – частота, 
которую в работе [39] предлагается выбирать обратной временному 
окну детектирования. По сути, подобное преобразование схоже c 
выделением Фурье­амплитуды временного сигнала на частоте ω. Для 
моноэкспоненциальной кривой с характерным временем затухания 
τ величины C и S задаются выражениями:

          
(10)

 Если теперь отметить данную точку на плоскости С–S, то эта 
точка будет лежать на полуокружности с единичным радиусом и 
цент ром в точке (0.5; 0) (рис. 2В). В случае, если временной сигнал 
пред ставляет собой сумму нескольких экспонент, величины C и S 
будут представлять собой суперпозицию вида:

          
(11)

где fi = (aiτi) / Σj(aiτi) – относительный вклад i­го флуорофора в среднюю 
интенсивность флуоресценции. Так, если кинетика затухания флуо­
рес ценции имеет биэкспоненциальный вид, то соответствующая 
точка на фазовой диаграмме будет расположена на отрезке, который 
соеди няет точки, соответствующие моноэкспоненциальным распадам 
со временами τ1 и τ2. Близость к каждой из точек будет определяться 
отно сительными вкладами первого и второго флуорофоров. По сути, 
на плоскости C–S работает правило сложения векторов (рис. 2В). 
Удобство метода фазовых диаграмм заключается ещё и в том, что 
воз можна одновременная визуализация сразу большого числа флуо­
ро форов по их временным характеристикам [42, 43], что будет про­
ил люстрировано в разделе IV. 

III. ПРИРОДА ЭНДОГЕННЫХ МОЛЕКУЛ-РЕПОРТЕРОВ  
ПРИ РЕАЛИЗАЦИИ МФМ:  

ИСТОЧНИКИ АВТОФЛУОРЕСЦЕНЦИИ 
И ОПТИЧЕСКИХ ГАРМОНИК

ТРИПТОФАН И ТРИПТОФАН­СОДЕРЖАЩИЕ БЕЛКИ

Собственная флуоресценция белковых макромолекул, обусловленная 
наличием в них остатков ароматических аминокислот (Trp, Tyr, Phe), 
широко применяется для исследования конформационных измене ний, 
межмолекулярного взаимодействия, исследования биохимических 
про цессов в клетке и для биомедицинской диагностики [13]. Наиболее 
интенсивной является флуоресценция триптофановых остатков, тогда 
как флуоресценция тирозиновых остатков в триптофан­содержащих 
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белках обычно затушена [44], и в области молекулярного имиджинга 
под собственной флуоресценцией белков подразумевается именно 
трип тофановая флуоресценция. Интенсивность флуоресценции, 
форма спектра флуоресценции и кинетика релаксации возбужденного 
состояния триптофана широко используются не только в in vitro 
экспе риментах, но и во флуоресцентной биомедицинской диагнос­
тике [13, 14]. 
 Будучи классическим флуорофором при однофотонном возбуж­
де нии, триптофан намного реже используется в качестве источника 
информативного сигнала в многофотонной микроскопии. Данный 
факт связан, прежде всего, c отсутствием оптимальной длины 
волны накачки (~600 нм) для ДФ возбуждения Trp (максимум одно­
фотонного поглощения которого находится в области 280 нм, а 
мак симум эмиссии – в области 310–360 нм в зависимости от окру­
жения [13] (см. таблицу)) в большинстве лазерных источников, 
используемых в МФМ, а также меньшей глубиной, с которой можно 
детектировать сигнал флуоресценции Trp в сравнении с другими 
флуорофорами. Помимо этого, в исследованиях с помощью микро­
скопии затруднительно использовать такой информативный пара метр 
трип тофановой флуоресценции, как форма спектра, поскольку в боль­
шин стве используемых установок детектирование осу щест вляется в 
фикси рованном диапазоне длин волн. 
 Круг работ по МФМ, использующих сигнал флуоресценции Trp, 
достаточно ограничен, однако, имеющиеся результаты позволяют 
судить о дальнейших перспективах использования данного сигнала 
в МФМ. Так, в [45] осуществлена МФМ кожи крыс in vivo, при этом 
достигается повышенный контраст в визуализации клеток дермы в 
срав нении с сигналом от других флуорофоров – НАД(Ф)Н и ФАД. 
При чиной этого является локализация сигнала последних в огра­
ни ченных областях (преимущественно, в митохондриях), тогда как 
флуо ресценция Trp распределена по клетке равномерно. МФМ с 
исполь зованием АФ Trp позволяет также детектировать лейкоциты 
in vivo [46]. 
 АФ Trp также возбуждается трехфотонно (λexc ~ 700–800/λem ~ 350 
нм), при этом низкое сечение поглощения может быть компенсировано 
высокой концентрацией флуорофора. Так, АФ Trp при трехфотонном 
возбуждении была использована для метаболического имиджинга 
совместно с сигналами от НАД(Ф)Н и ФАД [47, 48] – данный 
аспект будет рассмотрен в разделе IV.5. Также интерес представляет 
детекти ро вание метаболитов триптофана, в частности, серотонина, 
с исполь зованием МФМ [49], для чего используется трехфотонное 
воз  буждение [31].
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Таблица. Фотофизические параметры эндогенных флуорофоров 
λex – длина волны возбуждения, λem – положение максимума спектра 

эмиссии, τ – среднее время жизни возбужденного состояния.  
Индексы 1PE, 2PE, 3PE относятся к одно­, двух­ и трехфотонному 

возбуждению, соответственно.

Флуорофор λex, нм λem, нм τ, нс
Триптофан 280(1PE) 

600(2PE) [46] 
760(3PE) [47, 48]

310–360 [50]* 0.1–10*

Серотонин 760(3PE) [49] 340 [49] –
Коллаген 760(2PE) [51] 370–440 [52] 1 [51]
Эластин 760(2PE) [51] 475 [53] 1.3 [51]
Кератин 350(1PE) [54]

700–900(2PE) [55]
764 [53] 

420 [54]
450–520 [55]**

465 [53]

–

Флуорес центные про дукты 
гли киро ва ния (AGEs)

350(1PE) [56]
760(2PE) [57]

450(1PE) [56] –

HАД(Ф)НF 330–360(1PE) [10]
<760(2PE) [58, 59]

460 [60] 0.4 [61]
HАД(Ф)НB 440 [60] 1–6.5 [61]*

ФАДF 360, 450(1PE) [62]
725–760, 850–950(2PE) [59]

50 [59] 2.3–2.9 
[10]

Меланин 760–800(2PE) [63] 550 [63, 64] 0.1 [63]
Липофусцин 400–500 (1PE) [12]

755, 860(2PE) [65]
480–700 [12] 0.4 [66]

         * В зависимости от окружения.
             ** В зависимости от длины волны возбуждения.

ФЛУОРЕСЦЕНЦИЯ СТРУКТУРНЫХ БЕЛКОВ СОЕДИНИТЕЛЬНОЙ 
ТКАНИ И ЭПИДЕРМИСА

Ряд фибриллярных белков, являющихся основными компонентами 
соединительной ткани (коллаген и эластин) и эпидермиса (кератин) 
обладают эмиссией флуоресценции с максимумом в области 450 нм 
при возбуждении в области 350 нм [54, 67]. Данный факт связан с 
наличием в их структуре так называемых сшивок (cross­links) [68]. 
При этом хими ческая структура сшивок и их оптические свойства 
могут отли чаться для элас тина [69], коллагена [70] и кератина [71]. 
АФ струк турных бел ков под робно рассматривается в контексте 
задач биоме дицинской диаг ностики, в частности, исследования кожи 
[67, 72]. Коллаген является наиболее распространенным белком 
в теле человека. Коллагены раз личных типов, а также коллагены, 
полу ченные из различных источ ников, обладают отличающимися 
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спектраль ными свойствами и вре менами жизни флуоресценции [73]. 
Данные об абсолютных значе ниях времен жизни возбуждённого 
состоя ния коллагенов различного типа и эластина значительно 
разнятся [51]. 
 Кератин в коже синтезируется кератиноцитами, клетками, состав­
ляющими 90% эпидермиса. В процессе роста и дифференцировки 
кера тиноциты постепенно смещаются от базальной мембраны к 
поверх ности кожи. Это сопровождается кератинизацией ­ синтезом 
и накоп лением кератина в клетках эпидермиса, что создает градиент 
кон центрации кератина с минимальным его содержанием в клетках 
базального слоя и максимальным – в отмирающих и отслаивающихся 
клетках рогового слоя – корнеоцитах [74]. Роговой слой кожи обладает 
интенсивной флуоресценцией и, несмотря на достаточно малую тол­
щину в срав нении с глубиной проникновения возбуждающего излу­
чения, дает зна чительный вклад в спектры АФ кожи [72]. Опти чес кие 
свойства кера тина при ДФ возбуждении в диапазоне 700–900 нм 
иссле дованы в [55]. Было показано, что форма спектра флуоресценции 
препа рата кера тина зависит от длины волны возбуждения (накачки), 
сдвигаясь в длинноволновую область с увеличением длины волны 
накачки (поло жение максимума сдвигается с 450 до 500 нм при уве­
ли чении длины волны возбуждения с 760 до 900 нм), что, вероятно, 
связано с воз буждением различных групп флуоресцентных сшивок.

ФЛУОРЕСЦЕНЦИЯ БЕЛКОВ, ОБУСЛОВЛЕННАЯ БИОХИМИЧЕСКИМИ 
ПРОЦЕССАМИ: ГЛИКИРОВАНИЕ И ОКИСЛЕНИЕ

Ряд биохимических процессов также может влиять на оптические 
свойства структурных белков. Так, при гликировании белковых 
молекул возможно образование флуоресцентных конечных продук­
тов гликирования (AGEs, Advanced Glycation End­products) [75, 
76], в частности, пентозидина [77]. При диабете кожа приобретает 
коричневый оттенок, что связано с гликированием коллагена дермы. 
Флуо рес центный сигнал от образующихся продуктов гликирования 
широко используется для диагностики заболевания и количественной 
оценки степени гликирования структурных белков [56, 75]. Воз буж­
дение флуо ресценции AGEs обычно осуществляется на длине волны 
350 нм, а спектр их эмиссии является широким с максимумом в районе 
450 нм и близок к спектрам АФ структурных белков [56]. Процесс 
гли кирования также ярко проявляется в оптических свойствах 
ткани при ДФ возбуждении. Так, в работе [57] было исследовано 
гли кирование образцов кожи ex vivo методом МФМ. Показано, что 
интенсивность АФ при гликировании коллагена возрастает, тогда как 
интенсивность сигнала ГВГ падает. Аналогичные результаты были 
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получены в экспериментах по in vitro гликированию коллагена [79], 
а также ex vivo для разных образцов соединительной ткани [80]. Дан­
ный факт является следствием образования флуоресцентных AGEs, 
приво дящего к росту АФ, и нарушения структуры коллагена, приво­
дя щего к уменьшению ГВГ.
 Процессы окисления также могут значительно влиять на флуорес­
центные свойства структурных белков, в первую очередь, за счет влия­
ния на ароматические аминокислотные остатки [71, 81–83]. Процессы 
старения и сопряженная с ними аккумуляция дефектов, вызванных 
действием активных форм кислорода (АФК), также могут приводить 
к посттранстляционным модификациям белков и образованию новых 
флуоресцентных сшивок [84]. 
 Также немаловажным, с точки зрения природы эндогенных флуо­
ро форов, является тот факт, что синяя флуоресценция, ана ло гичная 
по спектральным свойствам флуоресценции структур ных белков, 
может наблюдаться у глобулярных белков [85]. В ряде статей [86–88] 
синяя флуоресценция глобулярных белков используется как маркер 
агре гации (в частности, фибриллообразования), при этом природа 
флуо рофора, ответственного за нее, является дискуссионной [89]. В 
работе [90] было показано, что синяя флуоресценция может наблю­
даться не только у агрегатов, но и у мономеров глобулярных бел ков, 
и связана с наличием у них карбонильных групп. Наконец, при окис­
ле нии и гликировании мономеров глобулярных белков также может 
наблю даться синяя флуоресценция [91].
 Таким образом, характерный сигнал эмиссии соединительной 
ткани с максимумом в районе 450 нм при однофотонном возбуждении 
в области ближнего УФ и ДФ возбуждении в области 700–800 нм 
может быть связан как с флуоресцентными сшивками в структурных 
белках, так и с посттрансляционными модификациями фибрилляр ных 
и глобулярных белков. Хотя данный сигнал не является специфичным 
для флуорофоров одного типа, при наличии априорной информации 
об объекте он может быть использован для биомедицинской диагнос­
тики [88].

НИКОТИНАМИДДИНУКЛЕОТИД (НАДH)  
И НИКОТИНАМИДДИНУКЛЕОТИДФОСФАТ (НАДФH)

НАД и НАДФ являются универсальными кофакторами, задейство ван­
ными во множестве окислительно­восстановительных процессов в 
клетках живых организмов [92]. Данные молекулы являются, по всей 
видимости, наиболее часто используемым эндогенным маркером при 
проведении исследований живых объектов методами флуоресцентной 
спектроскопии вообще и МФМ. 
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 Окислительно­восстановительное состояние, или редокс­состоя­
ние клетки, является определяющим фактором в биоэнерге ти чес ких 
процессах и метаболизме и имеет непосредст вен ное отно шение к 
патологическим процессам в организме. Окис лен ные и вос ста нов­
ленные НАД и НАДФ играют важную роль в редокс­состоянии клетки, 
будучи вовлеченными в ряд ключевых мета болических про цессов. 
НАД ответственен за выработку АТФ в цито плазме за счет гликолиза 
и в митохондриях за счет окислительного фос фори ли ро вания (ОФ), 
а НАДФ вовлечен в биосинтез липидов, ами нокислот, нуклеотидов 
и также в защиту от АФК. Таким образом, гене рация АФК зависит 
от редокс­состояния НАД, тогда как НАДФ осуществляет анти окси­
дант ную защиту в клетке [61]. 
 Никотинамидный фрагмент НАДН обладает поглощением в 
области 340±30 нм и эмиссией флуоресценции в области 460±50 
нм, при этом спектральные свойства НАДФН аналогичны в связи с 
уда лен ностью фосфатной группы от никотинамидного фрагмента, 
являю щегося хромофором и флуорофором НАД(Ф)Н [9]. В связи с 
этим, в литературе в качестве названия флуорофора используется обоз­
начение НАД(Ф)Н, поскольку однозначная идентификация источника 
флуоресценции затруднительна. При этом окисленные формы НАД(Ф)+ 
не обладают указанными полосами поглощения и, соответственно, 
флуоресценции, что делает возможным определение соотношения 
НАД(Ф)Н/НАД(Ф)+ – редокс­статуса клетки – с использованием 
флуо рес центной спектроскопии при однофотонном возбуждении 
в области 360 нм либо при ДФ возбуждении в области 700–800 нм 
[93]. Помимо интенсивности флуоресценции, в литературе большое 
рас про странение получил подход к исследованию метаболических 
про цес сов на основе измерения кинетики затухания флуоресценции 
НАД(Ф)Н (см. также раздел IV). 
 Поскольку НАД(Ф) является кофактором в ряде каталитических 
реакций, а его оптические свойства (в частности, время жизни воз­
буж денного состояния) чувствительны к микроокружению, время­
раз решенная флуориметрия позволяет анализировать биохимические 
процессы с их участием. Время жизни флуоресценции свободного 
НАД(Ф)Н в растворе варьируется в диапазоне 0.3–0.8 нс, тогда как 
при связывании ферментом оно возрастает до 1–6.5 нс в зависимости 
от белка [61]. Обычно кинетика релаксации флуоресценции НАД(Ф)H 
интерпретируется следующим образом. При биэкспоненциальной 
аппрок симации первое (быстрое) время приписывается свободной 
форме, НАД(Ф)НF, второе (медленное) – связанной, НАД(Ф)НB: здесь 
и далее верхние индексы F («Free») и B («Bound») будут обоз начать 
сво бодную и связанную формы, соответственно. В связи с тем, что 
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НАД(Ф) является кофактором для разнообраз ных фер мен тов, изме­
ряе мая кинетика релаксации является усредненной по гете ро ген ной 
системе флуорофоров с разными временами жизни. Несмотря на 
большую востребованность данного подхода и его про дуктивность в 
исследованиях биохимических процессов, интер пре тация кинетики 
релаксации возбужденного состояния НАД(Ф)Н в клетке до сих пор 
является предметом дискуссий [58, 60, 94].
 НАД(Ф)НF в растворе может существовать в двух конформациях, 
находящихся в динамическом равновесии, – свернутой и развернутой. 
Кинетика релаксации АФ НАД(Ф)НF описывается двумя компонентами 
с временами около 0.2 и 0.6 нс, при этом их спектральные свойства 
идентичны [60]. Большее время жизни соответствует свернутой 
кон формации, что было объяснено в [95] образованием эксиплекса 
(комп лекса с переносом заряда, образующегося в возбужденном 
сос тоя нии) при взаимодействии никотинамидного и аденинового 
фраг ментов. Тем не менее, позднее в литературе появился ряд 
других гипотез, объясняющих биэкспоненциальность кинетики 
релак сации НАД(Ф)НF различными фотофизическими процессами 
в никотинамидном фрагменте молекулы [96]. Рост времени жизни 
НАД(Ф)Н при связывании ферментами определяется конформацией 
кофактора в сайте связывания и ограничением его подвижности [96]. 
 В ряде работ указывается на тот факт, что НАД(Ф)НB также может 
давать вклад в быструю компоненту кинетики релаксации [60, 94]. 
Более того, уменьшение среднего времени жизни флуоресценции 
НАД(Ф)Н в клетке может быть связано с перераспределением вкла дов 
от НАД(Ф)НB, связанных с различными ферментами, а не уве ли че­
нием соотношения НАД(Ф)НF/НАД(Ф)НB [94]. Далее, в работе [58] 
показано, что вклад НАДФН в кинетику флуоресценции НАД(Ф)Н в 
клетках весьма значителен. С использованием методов молекулярной 
биологии и путем воздействия ряда веществ на соотношение НАД/
НАДФ в клетке авторы показали, что при возбуждении на 700 нм 
времена жизни НАДНB и НАДФНB в клетках составляли 1.5±0.2 нс 
и 4.4±0.2 нс, соответственно. Принципиальным выводом явилось то, 
что изменения кинетики затухания флуоресценции НАД(Ф)Н в клетке 
не могут однозначно свидетельствовать о смене метаболизма с ОФ на 
гли колиз, так как могут быть связаны с перераспределением вклада 
НАДН и НАДФН в кинетику при метаболических изменениях.
 Резюмируя, интенсивность флуоресценции и кинетика релаксации 
НАД(Ф)Н являются информативными показателями в исследовании 
биохимических процессов в клетках, в первую очередь, связанных с 
мета болизмом, некоторые примеры чего приведены в разделе IV. В то 
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же время, подробный анализ фотофизических процессов с их учас­
тием в клетках до сих пор является актуальной задачей [58, 61]. Одним 
из подходов, позволяющих получить дополнительную информацию 
о редокс­состоянии клетки, является одновременное измерение c 
НАД(Ф)Н сигнала флавинадениндинуклеотида, ФАД, являющегося 
«комплиментарным» кофактором­индикатором метаболического 
состояния клеток [97].

ФЛАВИНАДЕНИНДИНУКЛЕОТИД (ФАД) И РИБОФЛАВИН
В клетках ФАД, в основном, является кофактором для ферментов, 
вовлеченных в окислительно­восстановительные процессы [59, 98]. 
Число флавопротеинов (ФП) весьма велико, однако, в большинстве из 
них флуоресценция флавиновых кофакторов затушена за счет пере­
носа на них электрона с ароматических аминокислотных остатков [99]. 
Помимо этого, определяющую роль играет конформация ФАД при 
свя зывании – при наличии взаимодействия между двумя фрагментами 
ФАД (стэкинге), время жизни и квантовый выход флуоресценции 
умень шаются [62]. Подробное рассмотрение фотофизических свойств 
ФАД и ФП можно найти в работе [62].
 Известно, что два ФП, вовлеченных в метаболические процессы 
(липоамид­дегидрогеназа и ФП, переносящий электроны), дают 
определяющий вклад в флуоресценцию ФАД [59, 98]. В связи с тем, 
что только ФП с окисленным кофактором и только восстановленная 
форма НАД(Ф)Н являются флуоресценцтными, соответствующие 
сигналы реагируют на изменение метаболического состояния 
проти воположным образом [59, 98]. В связи с этим, определение 
редокс­состояния клетки, основанное на измерении отношения 
сиг налов НАД(Ф)Н и ФАД, широко используется для мониторинга 
метаболизма клеток и тканей, в том числе, с использованием МФМ 
[59, 97]. Редокс­отношение может быть рассчитано из интенсивнос тей 
флуоресценции НАД(Ф)Н и ФАД несколькими способами [100], но в 
любом случае данный параметр не подвержен влиянию артефактов, 
связанных с измерением абсолютных значений интенсивности. В 
отличие от НАД(Ф)Н, флуоресцентный сигнал ФАД в МФМ может 
быть получен при большей длине волны возбуждения (~850 нм), 
меньше подвержен фотодеградации и локализован преимущественно 
в митохондриях [59].
 Помимо ФАД, интерес в контексте АФ представляет рибофлавин – 
водорастворимый витамин, являющийся прекурсором ФАД в клетках 
организма. В работе [101] приведены результаты, связанные с обна­
ру жением характерного сигнала АФ (λexc ~ 480/λem ~ 530 нм) у рако­
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вых стволовых клеток (СК). Было установлено, что появление АФ 
является АТФ­зависимым, а также показано, что АТФ­зависимый 
транс портный белок ABCG2, для которого субстратом является 
рибо флавин, оверэкспрессирован в клетках с АФ и колокализован с 
мембраной везикул, обладающих АФ внутри клеток. Таким образом, 
было достоверно показано, что источником АФ, специфичной для 
рако вых СК, является рибофлавин. 

МЕЛАНИН
Меланины являются преимущественно внутриклеточными гетеро­
ген ными пигментами, ответственными за фотозащиту, цвет кожи, 
волос и глаз. В литературе имеется ряд модель ных структур мела­
ни нов, но, в целом, можно сказать, что они представляют собой 
гете рогенные полимеры, образующиеся в резуль тате окисления 
фено лов и последующей полимеризации про ме жуточных фенолов 
и обра зующихся из них хинонов [102]. 
 Спектр однофотонного поглощения меланина в видимой и ближ ней 
ИК областях спектра хорошо описывается экспонентой, спадающей с 
длиной волны. При однофотонном возбуждении спектр АФ меланина 
лежит в диапазоне 400–700 нм, а ее интенсивность является малой в 
сравнении с другими флуорофорами соединительной ткани (напри­
мер, НАДН и ФАД). Также меланин способен флуоресцировать при 
однофотонном ИК­возбуждении (λexc ~ 785/λem ~ 820–920 нм) [103].
 При возбуждении меланина короткими импульсами ИК диапа­
зона наблюдается интенсивная флуоресценция. Согласно работе 
[64], процесс поглощения двух фотонов меланином является двух­
кван товым, а не двухфотонным, то есть происходит в две стадии с 
участием промежуточного электронного состояния. Данный факт 
связан с тем, что, в отличие от других флуорофоров, меланин обла­
дает значительным сечением поглощения в ИК­области спектра, при 
этом, поскольку время жизни его возбужденного состояния мало 
(~100 пс), необходима большая плотность потока фотонов для того, 
чтобы реализовалось поглощение из возбужденного состоя ния, что 
имеет место при использовании источника лазерного излу че ния с 
пара метрами, характерными для МФМ. При этом сечение двух сту­
пен чатого поглощения меланина выше, чем сечение ДФ погло щения 
большинства флуорофоров соединительной ткани, в результате чего 
становится возможным селективный имиджинг меланина, что лежит 
в основе работ по диагностике патологических процессов в коже [63, 
104]. Еще одним параметром, позволяющим селектировать вклад АФ 
меланина, является ее короткое время релаксации (~200 пс) [63].
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ЛИПОФУСЦИН
Еще одним эндогенным флуорофором, преимущественно локализо­
ван ным в лизосомах, является липофусцин, который представ ляет из 
себя гетерогенное образование, состоящее из белков, липи дов и/или 
каротиноидов, различающееся наличием сшивок и окис лен ностью 
[105]. Формирование липофусцина часто связывают с продуктами 
дегра дации липидов и белков, накапливающимися в клетке при старе­
нии и окислительном стрессе. [106]. 
 Из­за гетерогенности молекулярного состава, оптические свойства 
липофусцина характеризуются широкими спектральными диапа­
зо нами возбуждения (300–500 нм) и эмиссии (480–700 нм) флуо­
рес ценции [107]. Детальное исследование спектральных свойств 
липо фус цина затруднено тем фактом, что его оптические свойства в 
значительной мере зависят от концентрации: при плотной упаковке 
молекул в гранулах необходимо учитывать эффект внутреннего 
фильтра, т.е. самопоглощение флуоресценции липофусцином, приво­
дящее к сдвигу максимума эмиссии в длинноволновую область 
(т.н. метахромный эффект [108]). Одновременное детекти ро ва ние 
сиг налов липофусцина, НАД(Ф)Н и ФАД является перспек тив ным 
инстру ментом для анализа патологических процессов и окис ли тель­
ного стресса с использованием МФМ (подробнее см. IV). 
 В гистологических исследованиях АФ, вызванная наличием липо­
фусцина, является проблемой: из­за значительной ширины спектров 
возбуж дения и эмиссии флуоресценции, сигнал от липофусцина 
может маскировать даже интенсивный сигнал иммунофлуоресценции. 
Для борьбы с данным явлением используют окраску образцов ткани 
красителем Суданом черным, являющимся эффективным тушителем 
флуоресценции [109]. Также в работе [66] был предложен метод 
селек ции сигнала флуоресцентного зонда, встраивающегося в ами­
лоидные тельца, от фонового сигнала липофусцина при in vivo МФМ. 
Пред ложенный подход опирается как на спектральные особенности 
липо фусцина, так и на короткое время жизни его флуоресценции 
(~0.4 нс) в сравнении с зондом.
 Помимо излучения входящих в состав липофусцина липидов, 
может наблюдаться эмиссия окисленных липидов, не локализованных 
в гранулах. В работе [53] с использованием МФМ и спектрального 
детек тирования было показано, что флуоресценция рогового слоя*, 
а также межклеточного пространства верхних слоев кожи, сдвинута 
в длинноволновую область в сравнении со спектрами кератина и 
НАД(Ф)Н и, по крайней мере частично, связана с липидами. 
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ГЕНЕРАЦИЯ ОПТИЧЕСКИХ ГАРМОНИК
Сигнал ГВГ, связанный с откликом коллагена типа I (в дерме) несет 
инфор мацию о его концентрации, морфологии и локализации, что 
важно в клинических исследованиях. Обзор применений ГВГ для 
моле кулярного имиджинга, в том числе коллагеновых волокон, 
можно найти в книге [15]. Изображения внеклеточного матрикса, 
полу чаемые методом ГВГ, обычно содержат нитевидные структуры, 
и для анализа подобных изображений в литературе применяется ряд 
методов. Наиболее распространён метод, основанный на Фурье­
преоб разовании изображения, в литературе его можно встретить 
как FT­SHG. Метод основан на том, что в спектре двумерного 
Фурье­пре образования заложена информация о превалирующих на 
изобра жении направлениях [110]. Частоты Фурье­преобразования 
свя заны с размерами пространственных признаков обратно про пор­
ционально, максимальная частота в Фурье­преобразовании соот­
вет ствует минимальному характерному размеру на изображении. 
В целом, можно утверждать, что микроскопия ГВГ является одной 
из наиболее актуальных модальностей в МФМ и позволяет извлечь 
цен ную информацию об организации внеклеточного матрикса [110].
 Метод МФМ позволяет одновременно измерять распределение 
коллагена типа I (по интенсивности ГВГ) и эластина (по АФ) в 
реальном времени in vivo [1]. Наиболее перспективным подходом для 
имиджинга структурных белков в соединительной ткани считается 
мультимодальное детектирование, при котором одновременно изме­
ря ются сигналы АФ, ГВГ и FLIM [43, 51]. Также микроскопия ГВГ 
может быть удобна для исследования наночастиц, в частности, в работе 
[111] с помощью ГВГ была определена глубина проникновения 
нано частиц оксида цинка (используемых в солнцезащитных кремах 
в качестве УФ фильтра) в эпидермис.
 Эффект генерации третьей гармоники (ГТГ) предоставляет допол­
нительный механизм контрастирования, который при этом может 
быть совмещен с другими типами нелинейной оптической микро­
ско пии [15, 112, 113]. Как было указано ранее, в отличие от ГВГ, для 
наличия отклика на утроенной частоте не требуется определенной 
прост ранственной упорядоченности и асимметрии молекул вещества. 
Однако при ГТГ­микроскопии сигнал обычно не наблюдается от 
однородных сред из­за деструктивной интерференции волн в схо дя­
щемся пучке возбуждающего излучения [20]. В связи с этим конт­
раст ные ГТГ­изображения получаются в том случае, если оптические 
неоднородности по размеру сравнимы с размером фокусного пятна. 
Так, например, могут быть визуализированы липидные капли [112] 
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и накап ливающие липиды органеллы, размер которых составляет 
несколько сотен нанометров [114]. Обзор применений ГТГ приведен в 
работе [113]: ГТГ­микроскопия позволяет визуализировать клеточные 
мембраны, морфологию ядра, исследовать in vivo гемодинамику, 
разделять виды лейкоцитов и т.д. Важно отметить, что детектирование 
АФ, ГТГ и ГВГ можно осуществлять в МФМ одно временно путем 
детек тирования сигнала в разных спектральных кана лах [115], обес­
пе чивая таким образом мультимодальность.

IV. НЕКОТОРЫЕ ПРИМЕНЕНИЯ МФМ  
ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ БИОХИМИЧЕСКИХ ПРОЦЕССОВ 

В СОЕДИНИТЕЛЬНОЙ ТКАНИ  
И БИОМЕДИЦИНСКОЙ ДИАГНОСТИКЕ

Анализ метаболизма клеток с использованием флуоресценции кофак­
торов НАД(Ф)Н и ФАД начался с работ Б. Ченса в 1960­е и приоб­
рел большую популярность в различных областях исследо ваний. 
Разви тие техники оптической микроскопии, в частности, кон фо­
каль ной микроскопии, позволило осуществлять метаболический 
имид жинг (МИ)* – исследование редокс­статуса клетки, определен ного 
через параметры сигнала флуоресценции НАД(Ф)Н и/или ФАД – с 
субклеточным пространственным разрешением, а внедрение тех ники 
FLIM в 1990­е привело к появлению дополнительного канала инфор­
мации, основанного на измерении кинетики затухания флуо рес ценции. 
Данный метод свободен от недостатков подхода, основанного на 
изме рении интенсивности сигнала флуоресценции [116]. 
 Наконец, развитие МФМ позволило осуществлять МИ на 3D 
струк турах с меньшим вкладом фотодеградации. За годы сущест во­
вания МИ накоплен большой массив данных в различных областях, 
нашед ший отражение в ряде обзоров – например, [9, 10, 61]. В связи 
с этим, в данном обзоре мы кратко изложим основные результаты 
и тренды в области МИ с использованием МФМ­FLIM и более 
подробно остановимся на менее стандартных его применениях с 
фоку сом на фотофизических процессах, лежащих в основе наблю­
даемых изменений сигнала от клеток, а также использовании эндо­
ген ных флуорофоров помимо НАД(Ф)Н и ФАД.

 * Здесь и далее под метаболическим имиджингом имеется в виду флуорес­
цент ный метаболический имиджинг, при котором отслеживается только флуо­
рес цирую щая часть метаболома клетки
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ИССЛЕДОВАНИЕ ОНКОЛОГИЧЕСКИХ ПРОЦЕССОВ
Исследования опухолевых клеток в 2D и 3D моделях с использованием 
МФМ­FLIM нацелены как на изучение фундаментальных аспектов, 
связанных с особенностями их метаболизма и гетерогенностью, так 
и на разработку методов диагностики отклика опухолевых клеток 
при воздействии противоопухолевыми препаратами. Помимо этого, 
в литературе широко обсуждается возможность клинического 
применения МИ для биомедицинской диагностики онкологических 
заболеваний и навигации по операционному полю [2]. В связи с тем, 
что данному направлению исследований посвящен ряд обзоров [9, 
10, 100, 117], мы в данной работе не будем останавливаться на кон­
крет ных примерах, а рассмотрим лишь общую картину, которая, хотя 
и не претендует на полноту описания механизмов изменения флуо­
ресцентных свойств НАД(Ф) и ФАД при онкологических про цессах, 
позволяет составить общее представление о них.
 Многочисленные исследования раковых клеток с использованием 
МИ демонстрируют у них понижение редокс­статуса и уменьшение 
среднего времени жизни, связанного с увеличением доли НАД(Ф)
НF. Зачастую интерпретация этих результатов производится на 
основе гипотезы Варбурга, предполагающей смену метаболизма в 
рако вых клетках с ОФ на гликолиз даже при нормальных условиях 
окси ге нации, вызванную необратимым нарушением функций мито­
хондрий в них [118]. Несмотря на то, что на данный момент уста­
нов лено, что гипотеза Варбурга не является верной в общем случае, 
а митохондриальные дисфункции имеются только у некоторых опу хо­
левых линий, и ингибирование гликолитических процессов при водит 
к обратному переходу опухолевых клеток на ОФ, сам тренд пере­
ключения на гликолитический метаболизм существует [100, 118, 119].
 В целом, в большинстве статей раковые клетки характеризуются 
меньшим соотношением ФАД/НАДН (и повышенной флуоресцен цией 
НАДН) и меньшим временем жизни НАДН в сравнении с нормой, 
тогда как при воздействии на опухолевые клетки противоопухоле­
выми препаратами наблюдается обратный тренд [10, 117]. Первый 
факт связан, в первую очередь, с тем, что НАДН аккумулируется в 
про цессе гликолиза, тогда как при ОФ происходит окисление до НАД+ 
в митохондриях, а для ФАД наблюдается обратный процесс. Вто рой 
факт вызван тем, что свободная форма НАДН локализована преиму­
щественно в цитозоле и вовлечена в гликолиз, тогда как связанная – в 
ОФ. Данное обобщение, конечно, имеет исключения, как можно 
видеть, например, из компиляции результатов, проведенной в обзоре 
[10]. Показано, что редокс­статус и соотношение концентраций сво­
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бодной и связанной форм НАД(Ф)Н позволяют детектировать пред­
раковые клетки, различать клетки разной степени пролиферации, 
исследовать особенности отклика и резистентности для разных 
кле точных линий и т.д. [9, 10, 100, 117]. В частности, МИ позволяет 
харак теризовать отклик на лечение опухоли уже на ранней стадии, 
что может исполь зоваться для персонализированной медицины [117].

ИССЛЕДОВАНИЕ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК (СК)
МИ нашел также применение для исследования процессов, связанных 
с СК, а именно, с процессами их дифференцировки. Помимо этого, 
интерес представляет анализ гетерогенности популяции клеток для 
выде ления чистых линий и применения их в клеточной терапии. Необ­
ходимо отметить, что в данной области широкое распространение 
получил анализ данных МФМ­FLIM на основе представления кине­
тики затухания флуоресценции на фазовой диаграмме (см. раздел II). 
Так, пиксели, соответствующие НАД(Ф)НF (с малым временем жизни) 
и НАД(Ф)НB кластеризуются в разных участках диаграммы (рис. 3), а 
смещение распределения пикселей в координатах фазовой диаграммы 
может говорить о перераспределении форм НАД(Ф)Н и смене основ­
ного типа метаболизма (т.н. метаболическая траектория). Более 

Рис. 3. Схематическое изображение данных FLIM на фазовой диаграмме. 
 А). Распределение пикселей модельного FLIM­изображения, соответствую­
щих НАД(Ф)НF (τ ≈ 0.4 нс), НАД(Ф)НB (τ ≈ 3 нс) и окисленным липидам (τ ≈ 
7.5 нс) на фазовой диаграмме; линии уровня иллюстрируют распределение 
пик селей по интенсивности сигнала. 
 Б). Распределение пикселей FLIM­изображения, соответствующего модель­
ному эксперименту. Группа точек, расположенных вдоль отрезка, соединяющего 
области, соответствующие НАД(Ф)НF (синий круг) и НАД(Ф)НB (желтый круг) 
соот ветствуют кинетике релаксации флуоресценции НАД(Ф)Н, при этом сме ще­
ние в сторону НАД(Ф)НF соответствует гликолизу, а в сторону НАД(Ф)НB – ОФ. 
Наличие окислительного стресса приводит к смещению группы в область окис­
лен ных липидов (красный круг). Рис. 3Б адаптирован из [120].
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того, ряд работ анализируют ширину распределения пикселей по 
диаграмме и анализируют ее с позиции гетерогенности флуорофоров, 
свя зан ной с множеством НАД­зависимых ферментов. 
 Общий тренд, наблюдаемый в исследованиях дифференцировки 
СК методом МФМ­FLIM, заключается в увеличении среднего времени 
жизни флуоресценции клеток при возбуждении в области 700–760 нм, 
что объясняется увеличением доли НАД(Ф)НB. При этом наблюдается 
смещение вдоль метаболической траектории от гликолиза к ОФ в ряду 
СК­прогениторные клетки­дифференцированные клетки [121]. Более 
того, анализ данных на фазовой плоскости позволяет с использова­
нием методов кластеризации разделять различные культуры клеток 
[122]. Данный подход позволил, в частности, различить СК и проге­
ни торные нервные клетки на разных стадиях дифференцировки, 
при том, что эти стадии были неразличимы по морфологии клеток и 
экспрес сии мар керов [123].
 Авторы [124] исследовали отличия в распределении свободной 
и связанной форм НАД(Ф)Н в клеточной линии миобластов L6 для 
недифференцированных клеток и клеток, находящихся в ран ней 
стадии дифференцировки. Было показано, что наиболее яркое отличие 
заключается в значительном увеличении доли НАД(Ф)НB в ядрах клеток 
на ранней стадии дифференци ровки, что было интерпре тировано 
как следствие повышенной активности процес сов транскрипции 
и структуры хроматина в сравнении с недифференцированными 
клет ками (т.н. «повышенная активность в ядре»). Отметим, что 
данная интерпретация отличается от широко исполь зуе мой кон­
цеп ции «метаболической траектории», оперирую щей парамет рами 
флуоресценции НАД(Ф)Н в митохондриях и цитозоле (см., напри­
мер, предыдущий раздел). Взаимодействие регуляторных белков 
в ядре с НАД является важным фактором, влияющим на про цесс 
транс крипции [125]. Таким образом, МФМ­FLIМ позволяет, теоре­
ти чески, неинвазивно анализировать процессы, происходящие в 
ядре, однако это применение на данный момент получило меньшее 
распространение, чем МИ [124, 126]. Вероятно, это связано с низким 
сигналом из области ядра и сложностью интерпретации полученных 
данных, однако, несомненно, данный подход позволяет увидеть раз­
личия между клетками на качественном уровне.
 МФМ­FLIM позволяет также исследовать СК in vivo. Так, в работе 
[127] были продемонстрированы временные осцилляции мета бо­
лического статуса СК эпидермиса у мышей in vivo. С использованием 
флуоресцентного сигнала НАД(Ф)Н было показано, что циркадный 
ритм циклически координирует изменение вклада гликолиза и ОФ с 
актив ностью синтеза ДНК. Авторы продемонстировали увеличение 
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доли НАД(Ф)НF ночью, совпадающее по времени с наибольшей 
долей СК, находящихся в S­фазе клеточного цикла, и предположили, 
что данный факт связан с необходимостью поддержания низкой 
концентрации АФК при активной пролиферации.

ИССЛЕДОВАНИЕ ОКИСЛИТЕЛЬНОГО СТРЕССА
При нормальном метаболизме АФК в клетках могут выполнять сиг­
нальную роль в процессах регуляции редокс­гомеостаза. Акку му ляция 
АФК в концентрации, превышающей нормальный физио ло гический 
уровень, может приводить к окислительному стрессу – пов реждению 
ДНК, окислению белковых и липидных молекул, что, в свою очередь, 
может являться причиной развития ряда патологий – воспали тель ных 
процессов, диабета, рака, сердечно­сосудистых и нейро де ге нера­
тивных заболеваний [92]. Детектирование окислительного стресса 
и связанных с ним повышенных концентраций АФК может быть 
реали зовано рядом методов, в том числе, с использованием флуо­
рес центных зондов. В то же время, интерес представляет способ 
иссле дования окислительного стресса с использованием эндо ген ных 
флуорофоров, для чего используются сигналы НАДН, ФАД и окис­
ленных липидов. 
 Так, в работе [120] с использованием МФМ показано, что при 
окис лительном стрессе в клетке образуются липидные капли, 
харак теризующиеся длинным временем жизни (7.5 нс). Путем 
пред ставления распределения флуорофоров в клетке по параметрам 
кинетики затухания на фазовой плоскости авторы показывают, что 
помимо «метаболической траектории», соответствующей пере­
рас пределению НАД(Ф)Н в клетке между свободной и связан­
ной формами, имеет место «траектория окислительного стресса» 
(рис. 3), характеризующаяся появлением на FLIM­изображении 
группы пикселей, которым соответствует длинное время затуха­
ния. Аналогичный подход был применен для исследования окисли­
тельного стресса в кардиомиоцитах при гипоксии и под действием 
кардиотоксинов [128]. 
 Похожие результаты были получены в работе [122], в которой 
исследовалась дифференцировка эмбриональных СК. Было показано, 
что в недифференцированных эмбриональных СК детектируются гра­
нулы (λexc = 760/λem ~ 500 нм) размером ~1 мкм, характеризующиеся 
медленным затуханием флуоресценции (~10 нс). Авторы доказывают, 
что эти гранулы содержат липиды, и объясняют это тем, что в недиф­
фе ренцированных эмбриональных СК их наличие вызвано высокой 
кон центрацией АФК, связанной с высокой скоростью ОФ, а также 
избытком ненасыщеных жирных кислот, которые при окислении 
могут образовывать флуорофоры. 
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 Важно отметить, что авторы [120, 122] отмечают, что за флуо­
рес ценцию гранул с большим временем жизни не может быть 
ответ ст венен липофусцин, ссылаясь на то, что для него характерно 
значительно более быстрое затухание флуоресценции и широкий 
спектр возбуждения. Помимо этого, долгоживущий сигнал не был 
лока лизован в лизосомах [122], как это могло бы ожидаться для липо­
фусцина [12, 107]. В то же время, в работе [65], в которой с исполь­
зо ванием МФМ исследовалась адипогенная и остеогенная диффе­
рен цировка мезенхимальных СК, было показано, что со временем 
в клетках появляются липидные гранулы, колокализованные с 
лизосомами, флуоресценция которых возбуждается и на 755, и на 
860 нм. Авторы [65] идентифицируют соответствующий флуорофор 
как липофусцин и объясняют его накопление окислительным 
стрес сом в клетках. Объяснение флуоресценции гранул наличием 
липо фусцина присутствует также в работе [129], где исследована 
диф ференцировка эмбриональных СК. В этой работе измерения 
выполнены с использованием длины волны возбуждения 366 нм, при 
этом концентрации флуорофоров в клетках определялись путем раз­
ло жения спектров АФ на 6 компонент (окисленные белки, НАД(Ф)НF 

и НАД(Ф)НB, ФАД, липофусцин и порфирины). Авторы [129] также 
объясняют аккумуляцию липофусцина в СК окислительным стрес сом 
и отмечают уменьшение его содержания при дифференцировке.
 Резюмируя, МФМ предоставляет возможность неинвазивной 
кос венной оценки окислительного стресса по вкладу в сигнал флуо­
рес ценции липидных капель или включений липофусцина, появляю­
щихся в результате окисления липидов и белков АФК. В перспек тиве, 
эта методика может быть при менена не только для иссле дования 2D 
и 3D клеточных культур, но и in vivo.

НЕЙРОДЕГЕНЕРАТИВНЫЕ РАССТРОЙСТВА
В литературе имеется ряд свидетельств в пользу того, что дисфункция 
митохондрий является одним из ключевых факторов нейродегене­
ра ции [130], однако причинно­следственные связи в развитии пато­
логических процессов до сих пор до конца не ясны. Поскольку label­
free МФМ­FLIM является информативным методом исследования 
метаболических процессов, связанных с митохондриями, а также 
может осуществлять молекулярный имиджинг, в частности, белков 
и их олигомеров [88], его применение для исследования процессов 
ней ро дегенерации на моделях представляет определенный интерес. 
 Образование амилоидных фибрилл и связанных с ними телец 
сопря жено с развитием нейродегенеративных заболеваний (болезней 
Альцгеймера, Паркинсона и др.), в частности, с нарушением синап­
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тической связи между нейронами [131]. Также известно, что токсич­
ными являются, в основном, олигомеры амилоидогенных белков. В 
работе [132] был исследован метаболизм клеток HEK293, в которых 
был оверэкспрессирован амилоидогенный белок альфа­синуклеин 
(HEK293­aS), вовлеченный в патогенез болезни Паркинсона, а также 
клеток HEK293­aS, в цитоплазму которых были добавлены зерна фиб­
рил лообразования (HEK293­seeds), т.е. зрелые фибриллы, наличие 
которых значительно ускоряет процесс агрегации. Методом МФМ­
FLIM было показано, что в модели HEK293­aS значительно возрастает 
доля связанной формы НАД(Ф)Н, что было объяснено встраиванием 
оли гомеров альфа­синуклеина в митохондрии и связанным с этим 
нару шением их функционирования и окислительным стрессом. Также 
было обнаружено, что НАД(Ф)Н способна встраиваться в зрелые фиб­
риллы, которые присутствовали в модели HEK293­seeds, что было 
подтверж дено в экспериментах in vitro. Тем не менее, поскольку по 
оценкам авторов концентрация альфа­синуклеина в исследованных 
моделях составляла около 1 мкМ, а концентрация НАД(Ф)Н – около 
1 мМ, эффект увеличения времени жизни НАД(Ф)Н в HEK293­seeds 
должен быть связан с его встраиванием в фибриллы лишь в незна­
чи тельной степени. Авторы [132] высказывают предположение, 
что меньшее изменение редокс­статуса HEK293­seeds в сравнении 
с HEK293­aS связано с тем, что в них весь белок был вовлечен в 
обра зование зрелых фибрилл, таким образом, эффект олигомеров на 
функ ционирование митохондрий был меньшим. 
 В работе [133] исследовался метаболический статус дифферен­
ци рованных нейронов методом МФМ­FLIM. Авторы отмечают, что 
данная модель является более адекватной для болезни Паркинсона, чем 
использовавшаяся в работе [132]. В эксперименте наблюдалось умень­
шение среднего времени жизни НАД(Ф)Н и ФАД для модели болезни 
Паркинсона [134], а доли НАД(Ф)НF и ФАДB увеличивались. Авторы 
объяс няли данный факт ингибированием электронно­транспортной 
цепи и сделали заключение о переключении метаболизма с ОФ на 
гли ко лиз для клеток­модели болезни Паркинсона. 
 Далее авторы [135] исследовали метаболизм в клетках HEK293, 
транс фицированных плазмидами, содержащими экзон 1 гена HTT 
с разным числом повторов триплета ЦАГ. Данный кодон кодирует 
амино кислоту глутамин, и в случае, если число ее остатков в белке 
HTT превышает 40, развивается болезнь Хантингтона, тогда как 
число повторов менее 36 является нормой. Авторы показали, что для 
большего числа повторов (97 против 25) наблюдалось значи тель ное 
увеличение доли НАД(Ф)НF в клетках, в том числе, в ядрах, что 
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может свидетельствовать о трансляционной дисрегуляции. Ана ло­
гичные результаты были получены in vivo на клетках глазного диска 
трансгенных дрозофил [135], которые являются адекватной моделью 
для исследования нейродегенеративных заболеваний, в част ности, 
болезни Хантингтона [136], в связи с наличием у них нервной 
системы со специализированными функциями. Таким образом, 
МФМ позволяет исследовать метаболические процессы при нейро­
де генеративных заболеваниях на моделях как in vitro, так и in vivo.

МИ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ФЛУОРЕСЦЕНЦИИ TRP  
В КАЧЕСТВЕ ИНДИКАТОРА

Помимо стандартного подхода к определению метаболического ста­
туса клетки, основанного на измерении параметров флуоресценции 
НАД(Ф)Н и ФАД, в литературе имеются статьи, в которых в качестве 
индикатора выступает флуоресценция триптофана. Данный метод 
основан на том, что при связывании кофактора (НАД(Ф)Н) фермен­
том, имеет место перенос энергии на него с триптофановых остатков 
в составе белка по ферстеровскому механизму с эффективным 
радиусом ~2.3 нм [48]. Таким образом, время жизни триптофановой 
флуоресценции клетки сокращается при увеличении доли связанной 
формы НАД(Ф)Н. В работах [47, 48] осуществлялось одновременное 
детектирование АФ Trp, вызванной трехфотонным возбуждением, и 
ДФ НАД(Ф)Н при возбуждении на 740 нм. Было показано, что эффек­
тивность переноса энергии Trp­НАД(Ф)Н коррелирует c долей свя­
зан ной формы НАД(Ф)Н в митохондриях [48] и с отношением долей 
НАД(Ф)НB и ФАДF, которые авторы [47] использовали в качестве 
индикатора редокс­состояния клеток.

ПРИМЕНЕНИЕ ДЛЯ ДИАГНОСТИКИ КОЖИ: ОПТИЧЕСКАЯ БИОПСИЯ
Нелинейная оптическая микроскопия является удобным инструмен­
том для биомедицинского имиджинга за счёт физических принципов, 
лежащих в основе создания контраста между отдельными объектами. 
Одним из основных ее преимуществ является возможность реконст­
рукции объемного изображения, что, в том числе, позволяет произ­
во дить морфологические исследования ex vivo (на биопсийных 
образ цах) и in vivo. В частности, в нашей работе [137] методом 
МФМ была выполнена неивазивная оптическая гистология ногте вого 
ложа – области, исследуемой в методе оптической капил ля ро ско­
пии. Применение МФМ позволило установить на клеточном уровне 
причины корреляции параметров, измеряемых методом капил ляро­
ско пии, с тяжестью сердечной недостаточности у пациентов: было 
показано, что отечный синдром проявляется в увеличении раз мера 
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периваскулярной области, связанного с накоплением жид кости в 
эпидермисе. Данный пример иллюстрирует преимущества МФМ в 
сравнении с другими методами оптической биопсии, позво ляю щими 
проводить гистологические исследования на людях in vivo: высокое 
пространственное разрешение и большую (в сравнении с кон фо­
кальной лазерной микроскопией) глубину сканирования. Основ ным 
же преимуществом является возможность анализа молекулярных 
ком понент соединительной ткани при одновременном применении 
нес кольких модальностей: АФ, ГВГ, FLIM [1, 43, 51]. 
 В работе [138] методом МФМ была измерена морфология кера­
ти ноцитов при наличии процессов воспаления кожи in vivo, при этом 
было продемонстрировано перераспределение митохондрий внутри 
клеток, а именно, их локализация в области около ядра при вос па лении. 
Степень увеличения среднего межклеточного расстоя ния и умень­
шения толщины эпидермиса также коррелировала с активностью 
воспалительных процессов. Неинвазивный морфометрический подход 
к анализу распределения митохондрий в клетках эпидермиса in vivo 
был также применен в работе [139] для исследования онкологических 
заболеваний. Авторы показали, что в здоровой коже наблюдается 
плав ное изменение распределения митохондрий в клетках с глубиной, 
тогда как для опухолевой ткани такой тренд отсутствует, что может 
быть использовано в диагностических целях. Анализ морфологии 
кле ток в гранулярном, шиповатом и базальном слоях позволил найти 
отличия между здоровой кожей, плоскоклеточным раком и ему 
предшествующим кератозом, используя in vivo МФМ [140]. Важ­
ные результаты были получены в работе [141], где исследовалась 
мор фо логия клеток зернистого слоя кожи (stratum granulosum) с 
целью объяснения его пространственной архитектуры, позволяющей 
сохранять так называемые плотные контакты между клетками при их 
обновлении и обеспечивать барьерную функцию кожи. Было пока­
зано, что клетки эпидермиса, ответственные за образование плотных 
контактов, имеют форму уплощенного тетракаидекаэдра, а также 
была визуализирована динамика перехода клеток между слоями, что 
позволило установить роль формы клеток в постоянном поддержании 
плотной упаковки и защитных свойств кожи. Еще одним примером 
неин вазивного морфометрического исследования возможного при 
исполь зовании МФМ является определение формы дермо­эпи дер­
маль ного перехода (ДЭП), то есть, по сути, формы поверхности 
папил лярной дермы, являющейся индикатором процессов старения 
кожи [142]. Визуализация ДЭП возможна благодаря, во­первых, 
явному отличию оптических свойств клеток у базальной мембраны, 
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а именно, повышенному содержанию меланина [104], а во­вторых, 
наличием сигнала ГВГ от волокон коллагена типа I в дерме [15] – 
таким образом, появление сигнала ГВГ, определяет начало ДЭП, 
а значение максимума сигнала ГВГ определяет нижнюю границу 
папиллярной дермы, позволяя определить ее толщину in vivo [143]. 
Методом МФМ­FLIM возможна также in vivo визуализация сосудов 
в дерме с использованием флуоресценции эритроцитов [51]. В связи 
со сверх быстрым (~30 фс) переносом заряда с порфириновых колец в 
составе гема на незаполненные d­орбитали иона железа, гемоглобин 
является нефлуоресцентным. Тем не менее, в работах группы [144] 
было показано, что в результате ДФ поглощения в диапазоне длин волн 
700–850 нм может наблюдаться эмиссия флуоресценции растворов 
гемоглобина и гема, при этом время релаксации флуоресценции 
сос тавляет менее 50 пс. В работе [145] было показано, что наличие 
ука занной флуоресценции связано с необратимой аккумуляцией 
флуо ресцирующего фотопродукта, образующегося в результате спон­
танной конверсии молекулы гема в возбужденном состоянии. 
 Возможность неинвазивного доступа к клеткам кожи, в первую 
очередь, в эпидермисе, позволяет анализировать биохимические 
процессы в них, например, с помощью МИ. В частности, методом 
МФМ­FLIM, было показано, что в кератиноцитах по мере их диф­
фе ренцировки наблюдается смена основного типа метаболизма с 
гликолиза на ОФ [146]. На основе МФМ­FLIM также были раз ра­
ботаны методы детектирования рака кожи, в частности, базальной 
карциномы [147] и меланомы [63, 104].

V. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенный в данном обзоре анализ литературы позволяет сделать 
следующие выводы. Направления развития методов молекулярного 
имиджинга диктуются как нуждами фундаментальных биомедицинс­
ких исследований, так и желанием использовать его в клинической 
диагностике. Несмотря на то, что МФМ рассматривается, прежде 
всего, как инструмент, позволяющий проводить 3D сканирование 
объектов с использованием экзогенных меток, обеспечивающих 
лучшую специфичность и глубину имиджинга, ее применение с 
эндо генным контрастом также имеет свою нишу. В области экспе­
ри ментов in vitro наибольшее распространение получил флуо рес­
цент ный метаболический имиджинг, что связано как с ценностью 
информации, которую при помощи него можно получить, так и с 
иссле дованностью биохимических процессов, лежащих в его основе. 
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Тем не менее, даже в этом направлении остаются нерешенные задачи 
[61]. Для более широкого применения МФМ в in vitro экспериментах 
необ ходимо уметь извлекать сигнал специфично от определенных 
молекул, т.е. выделить вклад заданных флуорофоров (например, 
липофусцина, рибофлавина, окисленных белков) из общего сигнала, 
что может значительно повысить информативность метода [101]. В 
связи с этим, актуальным является исследование фотофизических и 
фото химических процессов в эндогенных флуорофорах, в частности, 
в гетерогенных системах флуорофоров – меланине, липофусцине, 
окис ленных белках и липидах. Второй задачей является разработка 
физи ческих методов селективного имиджинга молекул заданного 
типа для расширения возможностей МФМ, например, КАРС.
 В области клинических применений основной недостаток МФМ – 
недостаточная глубина имиджинга, ограничивающая ее применения 
in vivo на людях, в основном, кожей. Несмотря на наличие ряда 
работ по реализации морфологических исследований с помощью 
МФМ с эндогенным контрастом ex vivo, кажется неочевидным, что 
данное направление сможет превзойти по чувствительности и специ­
фичности обычную гистологию, которая также может быть авто­
ма тизирована. Существенное продвижение, вероятно, может быть 
достигнуто при реализации МФМ в виде эндоскопической методики, 
что позволит использовать ее как минимум для тех же задач, что и 
флуо ресцентную спектроскопию, СКР и спектроскопию диффузного 
отражения. В перспективе, новых результатов можно ожидать от 
применения задела, полученного с помощью МФМ с эндогенным 
контрастом в in vitro экспериментах, на человеке in vivo.
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