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Рассмотрен FRET (Förster Resonance Energy Transfer) в одиночной донор (D)-акцепторной (A) па-

ре, молекулы которой имеют как синглетные, так и триплетные состояния. Рассмотрено два случая:

1) возбуждение D−A-пары осуществляется только с помощью синглетной полосы донора, 2) возбуждение

осуществляется также с помощью дополнительного триплет-триплетного поглощения. Показано, что

триплетное состояние донора не влияет на выражение для эффективности FRET, но порождает off-интервалы

в треке флуоресценции как донора, так и акцептора. Триплетное состояние акцептора сильно влияет на

выражение для эффективности FRET, делая невозможной полную передачу энергии и порождая off-интервалы

в треке флуоресценции акцептора. Показано, что если свет может возбуждать не только синглетный переход

в доноре, но и полосу триплет-триплетного поглощения, то в off-интервалах появляется слабое свечение,

которое на порядки слабее свечения в on-интервалах.
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1. Введение

Передача электронной энергии от молекул донора

(D) молекулам акцептора (A) является предметом изу-

чения в ансамблях D−A-пар уже несколько десятков

лет [1,2]. Поскольку передача электронной энергии

в D−A-паре, т.е. ферстеровский резонансный перенос

энергии (FRET), зависит от расстояния R между мо-

лекулами, составляющими D−A-пару, то осуществляя

эксперименты с множеством D−A-пар, мы могли по-

лучить информацию, характеризующую лишь среднее

расстояние R между D- и A-молекулами.
Ситуация кардинально изменилась с появлением на

рубеже 1980−90-х методов детектирования спектров и

изображений одиночных молекул в конденсированных

средах [3,4]. Спектромикроскопия одиночных молекул,

проявив себя в исследованиях структуры и динамики

твердых сред при криогенных температурах [5], к началу

2000-х была реализована и в исследованиях при комнат-

ной температуре, что привело к лавинообразному росту

интереса к развиваемым методикам со стороны наук о

жизни [6]. Следует отметить, что в исследованиях при

комнатной температуре принципиальную роль начинают

играть методы анализа статистики фотонов мерцающей

люминесценции одиночных квантовых излучателей [7,8].
Появление новой техники позволило исследовать на

качественно новом уровне и вопросы переноса энергии

в единичных D−A-парах [9–13]. В одиночной D−A-паре
расстояние R — это расстояние между молекулами,

составляющими данную пару. Возникла идея использо-

вать одиночные D−A-пары, прикрепленные к макромо-

лекуле, в качестве нанолинейки, позволяющей измерять

конформационные изменения этой макромолекулы [14].
Измерения показывают, что в паре точечных излу-

чателей расстояние может быть определено метода-

ми флуоресцентной наноскопии с точностью, которая

существенно превышает дифракционный предел и со-

ставляет единицы нанометров [15]. При этом, так же

как и в криогенной наноскопии [16], принципиальной

становится задача поиска подходящих люминофоров для

создания эффективных D−A-пар с заданными параметра-

ми [17], знание которых и позволит с высокой точностью

определять расстояния между точечными излучателями

в D−A-парах. Все перечисленные обстоятельства и ста-

ли причиной значительного интереса к использованию

одиночных D−A-пар в качестве инструмента для иссле-

дования конформационной динамики макромолекул.

При исследовании флуоресценции одиночных

D−A-пар выяснилось, что хотя FRET осуществляется по

синглетным уровням молекул D−A-пары, тем не менее

триплетные состояния молекул красителя, составляю-

щих D−A-пару, все же могут оказывать существенное

влияние на эффективность FRET [18–20]. Однако вли-

яние триплетных состояний на флуоресценцию одиноч-

ных D−A-пар рассматривалось в модели, когда возбуж-

дение этой пары осуществляется только через синглет-

синглетный переход в D-молекуле. В настоящей работе

мы рассмотрим, какую роль в FRET может сыграть до-

полнительное триплет-триплетное (T−T∗) поглощение

света молекулами D−A-пары, которое становится акту-
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альным, если частота возбуждающего света попадает в

полосу T−T∗-поглощения молекул D−A-пары.

2. Флуоресценция 3D−2A-пары
без T−T∗-поглощения

Рассмотрим D−A-пару, молекула донора в которой

имеет триплетное состояние, т. е. 3D−2A-пару. Энер-

гетическая схема такой 3D−2A-пары представлена на

рис. 1.

Когда D-молекула попадает в триплетное состояние,

прекращается вся флуоресценция, так как ни D-, ни

A-молекула не может быть возбуждена, т. е. наступает

пауза. Влиянием состояния (DTA∗) на паузу можно

пренебречь потому, что вляние состояния с возбуж-

денным акцептром будет намного слабее, чем влияние

состояния (DTA) с акцептором в основном состоянии,

учтенного на схеме. Влиянием состояния (D∗A∗) на флу-
оресценцию можно пренебречь из-за слабого заселения

этого состояния. Динамика системы, представленной на

рис. 1, описывается следующей системой скоростных

уравнений:

ρ̇0 = −kρ0 + ŴDρ1 + ŴAρ2 + gρ3,

ρ̇1 = kρ0 − (ŴD + G + F)ρ1,

ρ̇2 = Fρ1 − ŴAρ2,

ρ̇3 = Gρ1 − gρ3. (1)

Решая систему уравнений (1) методом Монте-Карло,

мы найдем флуктуирующие интенсивности I D(t), I A(t)
донорной и акцепторной флуоресценции и флуктуиру-

ющую эффективность

E(t) = I A(t)/[I A(t) + I D(t)] (2)

передачи энергии. В системе (1) флуктуации интенсив-

ности и, следовательно, эффективность передачи энер-

гии обусловлены переходами в синглет-триплетной си-

стеме акцептора. Если время измерения эффективности

существенно превосходит все времена релаксации, обу-

словленные релаксационными константами системы (1),
т. е. фактически при t = ∞, то мы можем положить нулю

все производные в системе (1). Тогда с учетом третьего

уравнения в системе (1) формула (2) принимает сле-

дующий вид:

E = 1/[1 + I D(∞)/I A(∞)] = 1/[1 + ŴDρ1(∞)/ŴAρ2(∞)]

= 1/[1 + ŴD/F(R)].
(3)

Подставляя в формулу (3) ферстеровскую скорость в

виде F(R) = C/R6, преобразуем формулу (3) к следую-

щему виду:

E(R) = 1/[1 + (R/RF)6], (4)

где RF = (C/ŴD)1/6 есть радиус Ферстера. Это выра-

жение не зависит от триплетного состояния молекулы

донора.
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Рис. 1. Энергетическая схема 3D−2A-пары. Константы G и g
описывают скорости переходов между синглетными состояни-

ями и триплетным состоянием 3.
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Рис. 2. Временные моменты испускания 3D−2A-парой
фотонов D-флуоресценции (голубые) и A-флуоресценции
(красные), рассчитанные при k = 105 s−1, ŴD = 2 · 108 s−1,

ŴA = 108 s−1, G = 106 s−1, g = 103 s−1 и F = 108 s−1 .

Применяя метод Монте-Карло, мы можем рассчитать

с помощью системы уравнений (1) случайные вре-

менные моменты испускания фотонов флуоресценции

одиночной 3D−2A-парой при непрерывном ее возбуж-

дении светом внешнего источника, происходящего со

скоростью k. Эти моменты времени представлены на

рис. 2.

Триплетное состояние молекулы донора проявляет

себя только в паузах D- и A-флуоресценциии, которые
конечно не влияют на эффективность передачи энергии.

3. Флуоресценция 2D−3A-пары
без T−T∗-поглощения

Рассмотрим теперь D−A-пару, молекула акцептора в

которой имеет триплетное состояние, т. е. 2D−3A-пару.
Энергетическая схема такой 2D−3A-пары представлена

на рис. 3.

Уровень 3 описывает триплетное состояние молеку-

лы акцептора, а физический смысл всех скоростных

констант ясен из рисунка. Ферстеровская скорость

F(R) = C/R6, которая зависит от расстояния R между

молекулой донора и акцептора, определяет скорость

безызлучательного перехода энергии от донора к акцеп-

тору.

В 2D−3A-паре имеется 2× 3 = 6 состояний. В схеме

на рис. 3 представлены только пять состояний. Шестое

состояние (D∗A∗) отброшено потому, что при слабой

накачке состояние с двумя возбужденными синглетными
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Рис. 3. Энергетическая схема и переходы в 2D−3A-паре.

состояниями будет слабо заселено, и поэтому оно будет

слабо влиять на динамику системы.

Схеме, представленной на рис. 3, соответствует следу-

ющая система скоростных уравнений для населенностей

пяти уровней:

ρ̇0 = −kρ0 + ŴDρ1 + ŴAρ2 + gρ3,

ρ̇1 = kρ0 − [F(R) + ŴD]ρ1 + gρA,

ρ̇2 = F(R)ρ1 − (G + ŴA)ρ2,

ρ̇3 = Gρ2 − (k + g)ρ3 + ŴDρ4,

ρ̇4 = kρ3 − (g + ŴD)ρ4. (5)

Решая систему (5) методом Монте-Карло, мы найдем

флуктуирующие интенсивности I D(t), I A(t) донорной и

акцепторной флуоресценции и флуктуирующую эффек-

тивность передачи энергии (2). Если время измерения

эффективности существенно превосходит все времена

релаксации, обусловленные релаксационными констан-

тами системы (5), т. е. фактически при t = ∞, то мы

можем положить нулю все производные в системе (5), и
тогда средняя эффективность FRET выражается следую-

щей формулой:

E(∞) = I A(∞)/[I A(∞) + I D(∞)] =
1

1 + I D(∞)/I A(∞)

=
1

1 + ŴD
ŴA

ρ1(∞)+ρ4(∞)
ρ2(∞)

=
1

1 + ŴD
ŴA

ŴA+G
F(R) + ŴD

ŴA

ρ4(∞)
ρ2(∞)

.

(6)
Вычисляя с помощью стационарной системы (5) отно-

шение населенностей, приходим к следующей формуле

для эффективности FRET:

E(R) =

[

1 +
ŴD

ŴA

ŴA + G
F(R)

+
ŴD

ŴA

kG
g(ŴD + g + k)

]

−1

. (7)

При ŴD,A ≫ G, k, g мы можем формулу (7) предста-

вить в следующем виде:

E(R) ∼=
1

1 + Gk
ŴAg + ŴD

F(R)

∼=
1

1 + τoff
τon

+
(

R
RF

)6
. (8)

Здесь τoff/τon = Gk/ŴAg есть отношение средних дли-

тельностей off- и on-интервалов в флуоресценции оди-

ночной молекулы акцептора. Формула (8) кардинально

отличается от формулы (4), используемой во многих

работах. Эта формула описывает связь между расстоя-

нием R в D−A-паре и эффективностью E(R) передачи

энергии. Она позволяет найти распределение расстоя-

ний R, если в опыте измерено распределение эффек-

тивностей E. Из формулы (8) следует, что триплетный

уровень в молекуле акцептора препятствует полной

передаче энергии даже при R = 0.

Двум жирным синим стрелкам, изображающим

D-флуоресценцию на рис. 3, соответствует два ти-

па D-флуоресценции, соответствующие переходам 1−0

и 4−3. Наличие двойной D-флуоресценции кардинально

отличает 2D−3A-пару от 3D−2A-пары, в которой суще-

ствует только одна D-флуоресценция.

Применяя метод Монте-Карло, мы можем рассчитать

с помощью системы уравнений (5) случайные вре-

менные моменты испускания фотонов флуоресценции

одиночной 2D−3A-парой при непрерывном ее возбуж-

дении светом внешнего источника, происходящего со

скоростью k. Эти моменты времени представлены на

рис. 4.

Мы имеем два типа D-флуоресценции: яркую и уме-

ренную. Эти два типа D-флуоресценции отчетливо вид-

ны на рис. 4. Яркая D-флуоресценция, представленная

на рис. 4, излучается в то время, когда A-молекула
оккупирует триплетное состояние 3, и поэтому пере-

дача ей электронной энергии донора невозможна. Эта

яркая D-флуоресценция соответствует переходу 4−3,

показанному на рис. 3. Более тусклая D-флуоресценция

излучается в то время, когда A-молекула находится в

синглетном состоянии, и поэтому возможна передача

энергии A-молекуле. Эта флуоресценция соответствует

переходу 1−0. Используя короткое время накопления

сигнала в 1ms, мы можем построить флуктуирующие

треки I D,A(t) флуоресценции D- и A-молекул, и с по-

мощью этих треков найти флуктуирующую эффектив-

ность FRET.

4. Роль T−T∗-поглощения в D−A-паре

В предыдущих двух разделах мы игнорирова-

ли наличие возбужденных триплетных состояний в
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Рис. 4. Временные моменты испускания фотонов флуо-

ресценции 2D−3A-парой при k = 105 s−1, ŴD = 2 · 108 s−1,

ŴA = 108 s−1, G = 106 s−1, g = 500 s−1 и F = 109 s−1.
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D−A-парах. Это несомненно можно делать, если ча-

стота света, возбуждающего D-молекулу, не попа-

дает в полосу T−T∗-поглощения. Поскольку полоса

T−T∗-поглощения обычно весьма широка, то в ряде

случаев свет внешнего источника может возбуждать не

только D-молекулу, но и T−T∗-переходы в молекулах

D−A-пары. В таком случае рис. 1 и 3 нужно заменить

на более сложные рисунки.

T−T∗-поглощение в D-молекуле. Рассмотрим сначала

D−A-пару, в которой D-молекула имеет триплетные

состояния, и свет источника, возбуждающий синглет-

ное состояние D-молекулы, может возбуждать также

и T−T∗-полосу D-молекулы. В этом случае вместо

энергетической схемы, представленной на рис. 1, мы

будем иметь схему, представленную на рис. 5.

В этой D−A-паре кроме состояния (DTA), в кото-

ром D-молекула пребывает в нижайшем триплетном

состоянии, имеется и состояние (D∗

TA), в котором

D-молекула пребывает в возбужденном триплетном со-

стоянии. Оно обведено рамкой. Здесь k̄ описывает ско-

рость T−T∗-поглощения в D-молекуле. При k̄ = 0 рис. 5

переходит в рис. 1, так как состояние (D∗

TA), обведенное
рамкой, тогда не заселяется. Это состояние порождает

эффекты, обусловленные T−T∗-поглощением в молеку-

ле донора.

Известно, что люминесценция из возбужденного три-

плетного состояния отсутствует. Это означает, что

безызлучательные переходы из состояния происходят

существенно быстрее излучательных. Поэтому эти пе-

реходы, описываемые константой ŴD∗ , изображены на

рис. 5 толстой синей стрелкой.

Вероятность перехода из состояния (D∗

TA) в состояние
(DTA∗), отмеченного тонкой штриховой стрелкой на

рис. 5, описывается следующей формулой:

f DA =
2π

~
wD∗

T A | < D∗

TA|VDA|DTA∗ > |21(ED∗

T A − EDTA∗).

(9)
Здесь VDA есть диполь-дипольное взаимодействие меж-

ду D- и A-молекулами, функция 1 описывает плотность

начальных и конечных состояний, а wD∗

T A есть веро-

ятность обнаружить D−A-пару в исходном состоянии

(D∗

TA). Матричный элемент в формуле (9) не имеет

синглет-триплетного запрета, т. е. его величина того

же порядка, как и у синглет-синглетного электронно-

колебательного матричного элемента, ответственного

за передачу энергии в теории Ферстера. Однако из-за

быстрой безызлучательной релаксации по триплетным

уровням, показанной жирной синей стрелкой, вероят-

ность обнаружить D−A-пару в состоянии (D∗

TA) будет

на пару порядков меньше вероятности wD∗A обнаружить

систему в состоянии (D∗A), из которого совершается

переход с ферстеровской скоростью F . Поэтому переход

f DA будет на пару порядков меньше ферстеровского

перехода F .

Из состояний (D∗

TA) и (DTA∗), заселяющихся при

T−T∗-поглощении, возможны переходы γ∗

D и γD , по-

( )D A*
T

( )DA*

( )D AT

( )DA

GD

G

g
GA

k

gD
( )D A*

( )D AT
*

GA

fDA

g
D
* –

k
F

GD*

Рис. 5. Энергетическая схема D−A-пары, в которой существу-

ет T−T∗-поглощение.

казанные на рис. 5 тонкими стрелками. Эти переходы

описываются следующими формулами:

γ∗

D =
2π

~
wD∗

T A| < D∗

TA|VDA|D
∗A > |21(ED∗

T A − ED∗A),

(10)

γD =
2π

~
wDTA∗ | < DTA∗|VDA|DA∗ > |21(EDTA∗ − EDA∗).

(11)
Эти вероятности описывают переходы из состояния, в

котором донор находится в триплетном состоянии, и по-

этому, согласно рис. 2, мы имели бы off-состояние флу-

оресценции, если бы отсутствовало T−T∗-поглощение.

Однако благодаря этим вероятностям заселяются син-

глетные возбужденные состояния донора и акцептора,

с которых возможна флуоресценция D- и A-молекул.
Однако эта флуоресценция будет иметь малую ин-

тенсивность. Во-первых, потому что матричные эле-

менты в этих вероятностях переходов малы, так как

они описывают синглет-триплетный переход. Во-вторых,

безызлучательный переход из состояния (D∗

TA), показан-
ный жирной синей стрелкой, является очень быстрым,

и поэтому время жизни состояния (D∗

TA) составляет

пикосекунды, а начальное состояние (DTA∗) тоже слабо

заселено из-за малой скорости перехода f DA, описыва-

емой формулой (9). Следовательно, хотя при наличии

T−T∗-перехода в D-молекуле в паузах, представленных

на рис. 2, и возникнет флуоресценция, но она на порядки

будет слабее свечения в on-интервалах.

T−T∗-поглощение в A-молекуле. Рассмотрим те-

перь случай, когда триплетные состояния суще-

ствуют в A-молекуле. Рассмотрим, как возможное

T−T∗-поглощение в A-молекуле повлияет на флуорес-

ценцию такой D−A-пары. Энергетическая схема такой

D−A пары представлена на рис. 6.

Согласно рис. 4 при отсутствии T−T∗-поглощения

мы имеем двойную D-флуоресценцию, описываемую

двумя синими жирными стрелками: с умеренной ин-

тенсивностью и яркую флуоресценцию. При умеренной

D-флуоресценции светит и A-молекула за счет энер-

гии, передаваемой от D-молекулы, а во время яркой

D-флуоресценции передача энергии отсутствует, и по-

этому A-флуоресценция отсутствует. Такую двойную

D-флуоресценцию мы имеем и согласно рис. 6.

Оптика и спектроскопия, 2019, том 127, вып. 1



Передача электронной энергии в одиночной донор-акцепторной паре с триплет-триплетным... 11

( )D A* T

( )DA*

( )DA

GD

G

g

k

( )D A*

( )DA*
T

GA*

FDA

–
k

k

g GA

GD

F
gA

( )DAT

Рис. 6. Энергетическая схема D−A-пары с T−T∗-поглоще-

нием в молекуле акцептора.

Состояние (DA∗

T), содержащее возбужденное триплет-

ное состояние молекулы акцептора и показанное на

рис. 6 в рамке, заселяется с помощью перехода FDA,

описываемого формулой

FDA =
2π

~
wD∗AT | < D∗AT |VDA|DA∗

T > |21(ED∗AT − EDA∗

T
).

(12)

Матричный элемент в этой вероятности не содержит

синглет-триплетного запрета, а вероятность WD∗AT тоже

не является малой, т. е. эта скорость сравнима с фер-

стеровской скоростью F . Кроме того, состояние (DA∗

T)
заселяется накачкой k̄. Однако населенность состояния

(DA∗

T) будет все-таки малой, потому что безызлучатель-

ные переходы Ŵ∗

A, показанные на рис. 6 жирной красной

стрелкой, происходят за пикосекунды. Поэтому вероят-

ность перехода между состоянием (DA∗

T), обведенным

рамкой, и люминесцирующим состоянием (DA∗), описы-
ваемая выражением

γA =
2π

~
wDA∗

T
| < DA∗

T |VDA|DA∗ > |21(EDA∗

T
− EDA∗),

(13)
будет мала, во-первых, из-за малости вероятности wDA∗

T

обнаружить состояние (DA∗

T) и, во-вторых, потому что

матричный элемент в формуле (13) описывает переход,

не сохраняющий триплетное состояние. Но именно

вероятность перехода, описываемого формулой (13),
определяет интенсивность A-флуоресценции во время

паузы, показанной на рис. 4. Следовательно, свечение

A-флуоресценции во время паузы будет заметно слабее

свечения в on-интервале.

5. Заключение

В работе была рассмотрена флуоресценция одиночной

D−A-пары, молекулы которой имеют как синглетные,

так и триплетные состояния. Рассмотрено два случая.

В первом случае возбуждение одиночной D−A-пары
осуществляется только через синглетную полосу по-

глощения донора. В этом случае в флуоресценции

D−A-пары появляются off-интервалы без свечения.

Во втором случае учитывается также наличие допол-

нительного поглощения, которое может появиться, если

свет возбуждения попадает в полосу T−T∗-поглощения

либо молекулы донора, либо молекулы акцептора.

Показано, что вовлечение в динамические про-

цессы возбужденных триплетных состояний через

T−T∗-поглощение приводит к дополнительной веро-

ятности переходов между синглетным и триплетными

состояниями молекул D−A-пары. Однако вследствие

малого времени жизни возбужденного триплетного со-

стояния эти дополнительные вероятности приведут к

слабому свечению в off-интервалах, которое существен-

но меньше интенсивности свечения в оn-интервалах.
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