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Исследована динамика потребления кислорода при фотодинамических процессах и последующее вос-

становление его содержания в злокачественных опухолях и здоровых тканях мышей in vitro по кинетике

длительной люминесценции ксантеновых красителей. Показано, что для оценки изменения концентрации

кислорода в тканях можно использовать замедленную флуоресценцию, обусловленную синглет-триплетной

аннигиляцией синглетного кислорода и сенсибилизатора в триплетном состоянии. В опухолях при

импульсно-периодическом возбуждении сенсибилизаторов обнаружено обратимое тушение замедленной

флуоресценции, которое связано с уменьшением количества кислорода в тканях в ходе фотодинамических

процессов. Предложен способ наглядной визуализации восстановления исходного содержания кислорода в

тканях.
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Введение

Информация о содержании кислорода в живых тканях

важна для диагностики состояния организма, распозна-

вания патологических процессов и прогноза их развития.

Сведения о количестве кислорода в тканях используются

для своевременного решения проблем их оксигенации,

регулирования эффективности транспорта кислорода

при различных заболеваниях, напряженной мышечной

работе или снижении парциального давления кислорода

в воздухе. От количества кислорода в тканях зависит

эффективность неинвазивного метода лечения — фо-

тодинамической терапии (ФДТ, PDT — photodynamic

therapy). В клинических условиях сведения об уровне

кислорода в тканях желательно получать в режиме

реального времени, чтобы в случае необходимости

корректировать параметры лечения. Среди известных

методов быстрого и удобного мониторинга содержания

кислорода в тканях выделяют оптические методы, в

том числе основанные на измерении люминесценции

молекулярных зондов [1–7].
Динамику изменения концентрации тканевого кисло-

рода при фотодинамических процессах можно иссле-

довать по кинетике замедленной люминесценции эн-

догенных или экзогенных фотосенсибилизаторов (ФС,

PS). В качестве экзогенных ФС часто используют

порфирины или другие органические красители [3–5].
Замедленная люминесценция таких зондов возникает

в результате излучательной релаксации возбужденных

триплетных T1-состояний молекул. Интенсивность и

длительность свечения зависят от микроокружения ФС.

Наличие в среде тушителей T1-состояний молекул ФС

существенно влияет на параметры их люминесценции.

Эффективным тушителем триплетных состояний ФС

является молекулярный кислород 3O2. В результате вза-

имодействия кислорода 3O2 с молекулой ФС в триплет-

ном состоянии образуется синглетный кислород 1O2:

T1 + 3O2 → S0 + 1O2 (рис. 1). Синглетный кислород 1O2

является непосредственным участником фотодинамиче-

ских процессов в облучаемых тканях [1–3]. Некоторые

методы оценки уровня кислорода в тканях и эффектив-

ности генерации 1O2 в различных средах обсуждаются в

работах [7–29].
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Рис. 1. Схема генерации АЗФ при аннигиляции возбужденных

состояний 1O2 и T1 . Синглетный кислород образуется в ходе

переноса энергии с сенсибилизатора A на молекулярный

кислород (слева). Затем молекула 1O2 образует комплекс с

другим ФС в T1-состоянии, в результате сенсибилизатор B

переходит в S1-состояние с излучением кванта АЗФ (справа).
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Количественная оценка содержания 1O2 в биологиче-

ских тканях возможна различными люминесцентными

способами. Наиболее очевидным является измерение

его ИК люминесценции: 1O2 →
3O2 + hνi r , однако ста-

бильный сигнал 1O2 в биологических системах обнару-

жить крайне сложно из-за интенсивного тушения 1O2 и

низкой чувствительности детекторов в данной области

спектра [9–13]. Многочисленные косвенные методы ос-

нованы на регистрации люминесценции зондов, так или

иначе изменяющейся в присутствии кислорода. Напри-

мер, предлагаются специальные молекулярные зондовые

индикаторы [14–18]. Люминесцентные свойства таких

индикаторов изменяются в ходе химических реакций с
1O2. Излучение зонда значительно удобнее регистриро-

вать, поскольку оно, как правило, происходит в видимом

диапазоне спектра. Однако локализация зонда в клетке

может не совпасть с локализацией ФС — основного

источника 1O2. Кроме того, химические реакции зондов

с 1O2 исключают некоторую часть кислорода и молекул

ФС из целевого процесса.

Об относительном изменении количества кислорода в

ткани можно судить по тушению кислородом люминес-

ценции ФС, возникающей в результате излучательной

релаксации их T1-состояний [19–23]. Можно наблюдать

как фосфоресценцию: T1 → S0 + hνP, так и замедлен-

ную флуоресценцию (ЗФ, DF — delayed fluorescence),
обусловленную обратной интеркомбинационной конвер-

сией: T1 → S1 → S0 + hνd f . Такая ЗФ известна как ЗФ

”
типа E“ или

”
термоактивационная замедленная флуо-

ресценция“ (ТЗФ) [24]. С ростом концентрации кисло-

рода в среде квантовый выход фосфоресценции и ТЗФ

уменьшается. Однако некоторые молекулы ФС могут

быть недоступны для тушения, и их люминесценция

может давать посторонний вклад в регистрируемый

сигнал.

Если молекулы кислорода в среде подвижны, при

определенных условиях реализуется другой механизм

генерации ЗФ. В ходе взаимодействия 1O2 с T1-моле-
кулой ФС существует конечная вероятность образова-

ния S1-состояния ФС в реакции: T1 + 1O2 → S1 + 3O2,

а излучательная релаксация S1-состояния ФС дает до-

полнительный вклад в ЗФ [25,26] (рис. 1). Длительную
люминесценцию, возникающую в результате аннигиля-

ции возбужденных состояний (T1 + 1O2) будем называть

далее
”
аннигиляционной“ (АЗФ).

Стоит отметить, что возможен другой
”
аннигиляци-

онный“ механизм возникновения ЗФ, обусловленный

взаимной аннигиляцией двух триплетных возбуждений

ФС: T1 + T1 → S0 + S1 → S0 + S0 + hνd f . Однако в био-

логических системах подвижность молекул красителей

ограничена [21,22], и вкладом процесса T1 + T1 в наблю-

даемую ЗФ можно пренебречь.

Особенности АЗФ различных ФС достаточно по-

дробно изучены для небиологических систем [25–29],
однако в живых клетках и тканях такой тип длительной

люминесценции исследован очень фрагментарно [30–
32]. Использование АЗФ имеет ряд преимуществ. АЗФ

наблюдается в видимой части спектра и непосредствен-

но зависит от фотодинамической активности 1O2, тогда

как другие типы длительной люминесценции — фос-

форесценция и ТЗФ позволяют оценить лишь тушение

кислородом 3O2 триплетных состояний ФС. Если кон-

станта скорости процесса (T1 + 1O2) достаточно велика,

то посредством АЗФ возможен мониторинг изменения

концентрации кислорода в тканях. В настоящей работе

продемонстрированы возможности использования АЗФ

экзогенных красителей для мониторинга фотодинамиче-

ского потребления 1O2 в живых тканях и применение

такого свечения для визуализации восстановления окси-

генации тканей после фотодинамического воздействия.

Материалы и методы

Объектами исследования служили интактные ткани

мышей линии BYRB-Rb (8/17)1Lem (Институт биоор-

ганической химии РАН им. М.М. Шемякина и Ю.А. Ов-

чинникова). У самок мышей этой линии на определен-

ном этапе их жизни спонтанно формируются злокаче-

ственные опухоли молочных желез [33]. В настоящей

работе представлены результаты исследования тканей

50 больных и 15 здоровых мышей. Фрагменты тканей

были отобраны хирургическим путем. Время между

началом операции и завершением всех экспериментов

не превышало 1 h.

В качестве ФС использовались ксантеновые красите-

ли: эритрозин B, эозин Y, эозин B и бенгальский розо-

вый. Красители данного типа используются в гистологии

для визуализации компонентов цитоплазмы клеток и

связываются преимущественно с белками [3,34]. Они

имеют высокий квантовый выход в триплетное состоя-

ние в водных растворах, интенсивную ЗФ с максимумом

в полосе 560−570 nm и фосфоресценцию с максимумом

в полосе 670−690 nm. Спектры поглощения красителей

в водных растворах представлены на рис. 2.
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Рис. 2. Спектры поглощения водных растворов эозина (1),
эритрозина (2), бенгальского розового (3) с концентрацией

10−5 М.
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Окрашивание образцов проводили путем погружения

фрагментов ткани в водный раствор красителя с кон-

центрацией 1mM на 2 min с последующей промывкой

в 0.9% физрастворе. Затем образцы окрашенных тка-

ней помещали в термостатируемую камеру, что поз-

воляло сохранять физиологическую температуру 37◦C.

Для регулирования количества кислорода в тканях к

камере подключался баллон с газообразным азотом. При

продувании камеры азотом можно добиться снижения

содержания кислорода в образцах без их повреждения.

Для экспериментов in vivo животное обездвижива-

лось, далее под наркозом обнажался фрагмент ткани на

уровне молочной железы. Затем открытая ткань промы-

валась и окрашивалась несколькими каплями раствора

эритрозина 1mM, после чего закрывалась покровным

стеклом для исключения доступа атмосферного воздуха.

Кинетика длительной люминесценции ФС исследо-

вана методом флеш-фотолиза. В качестве импульсно-

го источника света использовалась вторая гармоника

YAG :Nd3+-лазера. Параметры возбуждения: длина вол-

ны 532 nm, длительность импульса ∼ 15 ns, плотность

мощности возбуждения ∼ 0.5MW · cm−2, доза облуче-

ния 1−2mJ · сm−2 за один импульс. Возбуждение произ-

водилось как одиночными импульсами, так и сериями

до 10 лазерных импульсов с частотой в диапазоне

0.1−10Hz. Длительная люминесценция регистрирова-

лась через монохроматор МДР-41 с помощью ФЭУ-84 с

управляющим электродом, который позволял регулиро-

вать чувствительность приемника. При записи спектров

длительной люминесценции ФС в тканях интенсивность

каждой точки определялась по площади под соответству-

ющей кинетической кривой.

Результаты и обсуждение

На рис. 3, a показаны кинетические кривые ЗФ эритро-

зина в злокачественной опухоли молочной железы мыши

в обычной атмосфере (на воздухе) и в атмосфере азота.

Видно, что при длительном выдерживании образцов в

атмосфере азота (кривая 2 на рис. 3, a) на начальном

участке кривой затухания ЗФ в интервале времени

0−10µs интенсивность свечения отчетливо снижается.

При этом форма кинетической кривой ЗФ приближается

к моноэкспоненциальной. При обратной подаче воздуха

в камеру с образцами форма кривой и интенсивность ЗФ

красителя восстанавливаются, т. е. изменения кинетиче-

ской кривой затухания ЗФ обратимы.

Практически весь наблюдаемый сигнал ЗФ краси-

телей в живых тканях формируется только из двух

компонент: ТЗФ и АЗФ [31,32]. Генерация АЗФ —

диффузионно-контролируемый процесс, сильно завися-

щий от плотности T1-состояний ФС и времени жизни
1O2. После окончания импульсного возбуждения (при
наличии подвижных молекул кислорода в среде) ко-

личество T1-состояний быстро уменьшается, посколь-

ку одновременно идут реакции их тушения молеку-

Относительные интегральные интенсивности ЗФ I n/I 1 и про-

должительность ЗФ τ эритрозина в опухоли молочной железы

мыши при импульсно-периодическом возбуждении

№
Частота следования возбуждающих импульсов

импульса 5 Hz 10 Hz

возбуж-
I n/I 1 t,µs I n/I 1 t,µsдения

1 1.00± 0.03 2.54± 0.08 1.00± 0.04 2.50± 0.06

2 0.85± 0.02 2.62± 0.06 0.72± 0.04 2.98± 0.08

3 0.78± 0.03 2.76± 0.07 0.68± 0.03 3.11± 0.07

7 0.70± 0.03 2.99± 0.08 0.61± 0.04 3.17± 0.09

10 0.67± 0.04 3.10± 0.10 0.60± 0.04 3.20± 0.08

лярным кислородом, а также реакции генерации АЗФ

(T1 + 1O2). Из экспериментальных кривых видно, что

АЗФ доминирует в диапазоне 0−10 µs. На более поздних

временах скорость затухания ЗФ сильно замедляется и

приближается к моноэкспоненциальной (рис. 3, a), т. е.
представлена главным образом ТЗФ, образующейся в

результате собственного распада T1-состояний. На этой

стадии процесса плотность T1-состояний ФС уже сни-

жается настолько, что вероятность вновь образованной

молекулы 1O2 найти пару для (T1 + 1O2) аннигиляции

очень мала.

При облучении тканей экспериментальных животных

в импульсно-периодическом режиме с фиксированной

частотой выше 1Hz в некоторых образцах происходит

уменьшение интенсивности ЗФ. Наблюдаемый эффект

будем называть
”
световым тушением замедленной флу-

оресценции“ (СТЗФ) [31]. Для иллюстрации эффекта

СТЗФ на рис. 3, b показаны кинетические кривые зату-

хания ЗФ эритрозина в опухоли молочной железы мыши

при частоте возбуждения 5Hz после первого и седьмого

импульсов возбуждения. СТЗФ тем более выражено, чем

меньше время между возбуждающими импульсами и

больше энергия возбуждения. Если временной интервал

между возбуждающими импульсами превышает 3−5 s,

эффект СТЗФ не наблюдается, а кинетические кривые

затухания ЗФ не изменяются от импульса к импульсу.

Тушение интегральной интенсивности ЗФ в интервале

времени 1−5µs при разных частотах следования воз-

буждающих импульсов показано во врезке рис. 3, b. Ана-

логичные результаты получены для всех исследованных

красителей.

Одновременно с тушением ЗФ увеличивается дли-

тельность свечения. В таблице представлены относи-

тельные интегральные интенсивности ЗФ в интерва-

ле времени 1−5µs и длительность ЗФ эритрозина в

опухоли молочной железы мыши при импульсно-перио-

дическом возбуждении с частотами 5 и 10Hz.

Отметим, что начальные участки кривых на рис. 3

не аппроксимируются одной или двумя экспонента-

ми. Это свидетельствует об одновременном вкладе в
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Рис. 3. Кинетика затухания длительной люминесценции эритрозина в злокачественной опухоли молочной железы мыши: (a) ЗФ

(λ = 560 nm) при нормальных условиях (1) и в атмосфере азота (2). Во врезке те же кривые в полулогарифмических координатах;

(b) ЗФ (λ = 560 nm) при импульсно-периодическом возбуждении с частотой 5Hz при нормальных условиях (показаны кривые

после 1-го и 7-го импульсов). Во врезке — изменение интегральной интенсивности ЗФ в интервале времени (1−10)µs при строб-

возбуждении с периодом 0.1; 0.2 и 2 s, соответственно; (c) фосфоресценция (λ = 680 nm) при тех же условиях, что и для рис. 2, b

(показаны кривые после 1-го и 7-го импульсов) и в атмосфере азота (кривая N).

наблюдаемую ЗФ различных процессов, которые про-

текают с разной скоростью. Поэтому термин
”
время

жизни“ в строгом смысле (время, в течение которого

начальная интенсивность уменьшается в e раз) некор-

ректен, и использован термин
”
продолжительность“

свечения.

По мере тушения АЗФ одновременно наблюдает-

ся незначительное увеличение интенсивностей ТЗФ и

фосфоресценции. Кинетика фосфоресценции после 1-го

и 7-го импульсов возбуждения ФС представлена на

рис. 3, c. При этом начальная интенсивность фосфо-

ресценции (которая пропорциональна концентрации T1-
состояний после окончания лазерного возбуждения)
остается неизменной. На рис. 4 показано изменение

спектров длительной люминесценции эозина в опухоли

молочной железы мыши после первого и седьмого им-

пульсов возбуждения в серии. Относительное изменение

интегральной интенсивности ЗФ (полоса 550−600 nm)
намного больше, чем изменение фосфоресценции (поло-
са 650−720 nm).

СТЗФ не связано с обратимыми фотохимическими

реакциями или необратимым фотообесцвечиванием ФС.

Об этом свидетельствуют по крайней мере три фак-

та. Во-первых, параметры кинетических кривых ЗФ

не меняются при низких частотах (ниже 1Hz) строб-

возбуждения. При фотообесцвечивании красителя СТЗФ

регистрировалось бы при любой частоте. Во-вторых, в

окрашенных тканях в широком диапазоне не обнаружено

новых полос в спектрах возбуждения флуоресценции

красителей или свечения каких-либо возможных про-

дуктов фотореакций. В-третьих, начальная интенсив-

ность фосфоресценции после каждого возбуждающего

импульса не изменяется, что указывает на постоянство

исходной концентрации ФС. В атмосфере азота эффект

СТЗФ не наблюдается.

На основании представленных экспериментальных

данных можно утверждать, что причина СТЗФ заклю-

чается в кратковременном снижении количества кисло-

рода в облучаемых биотканях. Как видно на рис. 3, a,

удаление кислорода из тканей приводит к значительно-
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Рис. 4. Спектры длительной люминесценции эозина в опухоли

молочной железы мыши после 1-го (1) и 7-го (2) импульсов

возбуждения, следовавших с фиксированной частотой 5Hz в

обычной атмосфере; тот же образец в атмосфере азота (3).

му (и обратимому) уменьшению интенсивности ЗФ в

диапазоне времени 0−10 µs. На этом участке кинетиче-

ской кривой основной вклад в свечение дает процесс

(T1 + 1O2). Лазерное облучение молекул ФС в тканях

инициирует генерацию активных форм кислорода, в том

числе синглетного кислорода 1O2, который является

сильным окислителем биотканей [1–3]. Известными ми-

шенями для 1O2 в тканях являются белки, ненасыщен-

ные липиды и другие молекулы [1–3,35–39]. Однако чем

больше молекул 1O2 будет связываться с компонентами

тканей (химическое тушение 1O2), тем меньше в среде

будет оставаться свободных молекул кислорода.

Химическое тушение 1O2 конкурирует с реакцией

(T1 + 1O2), так как оба этих процесса связаны с мигра-

цией в биоткани молекул 1O2 в течение его времени

жизни (от нескольких десятков до нескольких сотен

наносекунд [4,10,11]). Однако после реакции (T1 + 1O2)
количество кислорода в ткани не изменяется в отличие

от химического тушения 1O2. Другие каналы релакса-

ции 1O2 (внутренняя безызлучательная конверсия или

ИК фосфоресценция) также не уменьшают содержания

кислорода в тканях.

При снижении концентрации кислорода в ткани уве-

личивается скорость диффузии свободных молекул кис-

лорода из атмосферы в область облучения. Для образцов

in vitro в отличие от условий in vivo атмосфера является

единственным резервуаром кислорода. Когда образцы

находятся на открытом воздухе, молекулы кислорода

проникают в ткани и поддерживают в них определенную

концентрацию кислорода. СТЗФ наблюдается тогда, ко-

гда скорость дезоксигенации ткани превышает скорость

оксигенации.

Таким образом, СТЗФ основано на химическом свя-

зывании 1O2 с тканевыми компонентами. После каж-

дого импульса возбуждения часть 1O2 потребляется в

ткани. За время между последовательными импульса-

ми возбуждения потери кислорода в ткани частично

компенсируются за счет диффузии из атмосферы. Но

если время между возбуждающими импульсами мало,

то процесс диффузии не может обеспечить полное

восстановление исходной концентрации кислорода. Для

наблюдения СТЗФ одновременно необходимо соблюде-

ние следующих условий:

− наличие достаточного количества кислорода и ФС;

− высокая восприимчивость тканей к окислению;

− скорость потребления кислорода в ткани больше,

чем скорость оксигенации.

По-видимому, не во всех тканях одновременно выпол-

няются эти условия, поэтому СТЗФ регистрировалось

только в определенных исследованных образцах. При ча-

стоте возбуждения выше 1Hz СТЗФ наблюдалось у 90%

образцов злокачественных опухолей мышей и только у

10% образцов тканей здоровых животных. Установлено,

что наиболее отчетливо СТЗФ фиксируется в рыхлых

опухолях. Вероятно, такие опухоли содержат много

воды и могут накапливать больше водорастворимого ФС.

Кроме того, СТЗФ регистрировалось и в других органах

мышей (почки и печень) с обнаруженными визуально и

подтвержденными гистологически патологиями, но у нас

пока недостаточно статистики, чтобы представить на-

дежные количественные данные. Возможно, различный

характер СТЗФ в опухолях и здоровых тканях обуслов-

лен тем, что в целом в опухолях накапливается больше

ФС, чем в нормальных тканях, что обеспечивает более

интенсивные фотодинамические реакции генерации и

потребления 1O2 [36–38]. Вероятно, интенсивно деля-

щиеся раковые клетки содержат больше потенциальных

мишеней для 1O2. Так, например, устойчивость повре-

жденных белков, которые могут находиться в опухолях,

к окислительному действию 1O2 снижена [35].
Так как интегральная интенсивность ЗФ на началь-

ном участке с хорошей точностью пропорциональна

количеству образуемого 1O2 в ткани, а СТЗФ является

обратимым, можно отследить не только уменьшение

генерации 1O2, но и процесс восстановления исходного

содержания кислорода до облучения. На рис. 5, a показан

способ определения времени восстановления интенсив-

ности и продолжительности ЗФ после СТЗФ с помощью

одиночного тестового импульса.

Тестовый импульс (test pulse) подается с регулируе-

мой задержкой (delay) относительно времени последне-

го импульса в основной серии возбуждения (excitation).
Определяя интегральную интенсивность ЗФ после те-

стовых импульсов с различной временной задержкой,

можно видеть, что с увеличением задержки тестового

импульса интенсивность ЗФ (т. е. количество образу-

емого 1O2) возвращается к изначальной. В качестве

иллюстрации на рис. 5, а показаны кинетические кривые

затухания ЗФ эритрозина в опухоли молочной железы

мыши после 1-го импульса, после 7-го импульса в

серии из 7 импульсов, следующих с частотой 10Hz,
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Рис. 5. (a) Схема эксперимента по определению времени

восстановления интенсивности ЗФ после СТЗФ с помощью

дополнительного (тестового) импульса. (b) Кривая восста-

новления интенсивности ЗФ эритрозина в опухоли молочной

железы мыши после СТЗФ для образцов in vivo (квадраты,
штриховая линия) и in vitro (круги, сплошная линия).

и кривая ЗФ после тестового импульса. На рис. 5, b

представлена кривая восстановления интенсивности ЗФ

эритрозина в опухоли молочной железы мыши после

СТЗФ. Каждая точка на графике соответствует площади

под кинетической кривой при различной задержке тесто-

вого импульса.

Аппроксимирующие кривые для точек на рис. 5, b

соответствуют простейшей модели восстановления ин-

тенсивности АЗФ, когда скорость восстановления про-

порциональна отклонению от равновесного значения

I = I 0

(

1− Aexp

{

−

T
θ

})

,

где A ≈ 0.2, θ ≈ 4.5 s для случая in vitro и 2.5 s для

случая in vivo. Восстановление содержания кислорода в

тканях in vivo происходит быстрее, вероятно, в условиях

естественной оксигенации тканей через систему крово-

обращения.

Отметим, что возбуждение красителей в тканях может

быть различным, в том числе и непрерывным. Ключевым

в данном подходе является необходимость с помощью

одиночного импульса сначала зафиксировать исходную

интенсивность ЗФ, а затем с помощью аналогичных

импульсов отслеживать поведение интенсивности ЗФ

во времени. Такая методика может найти практическое

применение. Так, в ходе сеанса ФДТ один и тот же

ФС можно использовать как фотодинамический агент

и как маркер эффективности производимого действия.

Это позволит сравнивать относительное содержание

кислорода (или восприимчивость тканей к окислению)
в разных областях и определять возможные зоны пато-

логии.

Заключение

Тушение АЗФ при лазерном импульсно-периодичес-

ком возбуждении ФС в тканях наглядно показывает,

что содержание кислорода в тканях может существенно

снижаться, если скорость оксигенации невысока. Это

следует учитывать в сеансах ФДТ, либо обеспечивая

облучаемые ткани кислородом дополнительно, либо

используя импульсные источники возбуждения вместо

непрерывных [38,39].

Изменение содержания кислорода в тканях удобно

регистрировать по кинетике АЗФ. Преимущества АЗФ

перед другими типами длительной люминесценции со-

стоят в высокой чувствительности к содержанию кис-

лорода и относительно несложной системе регистрации

сигналов. В этом случае требуются ФС, отличающиеся

фотостабильностью и высоким квантовым выходом АЗФ.
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