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Возможно введения метки для исследования любого биологического процесса –

экспрессия репортёрного гена люциферазы в отдельных клетках или глубоко в 

тканях всего организма лабораторных животных.

 Количество света пропорционально количеству клеток, продуцирующих свет

 Возможные области применения - онкологические исследования, инфекционные 

заболевания, визуализация трансгенных животных, исследования  стволовых 

клеток.

Неинвазивный метод

 Может применяться для исследований на живых животных.

Простое оборудование и технология получения результатов

Почему оптическая визуализация удобна для проведения исследований in vivo?



Настройки камеры и объектива аналогичны параметрам, используемым при 
фотографической съемке

Область просмотра (FOV) зависит от 

расстояния между  линзами объектива и 

образцом

CCD камера является коллектором  

света или счетчиком фотонов. Общий 

собранный

свет пропорционален ISO × диафрагма

× выдержка

Относительное отверстие объектива —

оптическая мера светопропускания объектива.

Апертура (ƒ/стоп) характеристика оптического 

прибора, описывающая его способность 

собирать свет и противостоять дифракционному 

размытию деталей изображения.

Цифровая возможность объедения пикселей на 

ПЗС матрице (бининг) - возможность ввода 

изображения с объединением пикселей, что 

позволяет увеличить чувствительность камеры. 

Увеличение чувствительности прямо 

пропорционально количеству объединённых 

пикселей. Возможно объединение 2*2 и 4*4 

пикселей. При этом пропорционально 

уменьшается разрешение камеры.

Апертура (f/стоп)

Затвор камеры

Камера с ПЗС матрицей

Область просмотра

Фильтры эмиссии



Основные реагенты для оптической визуализации - Репортерные молекулы

Генетические маркеры Меченные клетки Меченные бактерии Меченные белки

Квантовые точки 

и наночастицы

Люцифираза
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Флуоресцентные 

белки

Трансфекция Мечение клеток/белков

Флуоресцентные 

красители



Живая ткань не является прозрачной для пропускания света - Поглощение 
света зависит от длины волны
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Проникновение 

света

через ткань 

толщиной 1 см

λ нм

излучения оптического диапазона  



Живая ткань не является прозрачной для пропускания света - Поглощение 
света зависит от длины волны

λ нм
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Проникновение 

света через ткань 

толщиной 1 см

Люцифераза из мягкого 

коралла Renilla muelleri

Люцифераза из 

светящихся бактерий 

NADH

Люцифераза из 

светящихся светлячков

Спектр эмиссии люциферазы и степень пропускания света через живую ткань



Принцип образования сигнала биолюминесценции

Механизм реакции окисления люциферина, катализируемой люциферазой светлячка



Спектр биолюминесценции и распространение света в живой ткани



Схема возникновения флуоресценции

Флуорофор

основное 

состояние

Свет от источника 
возбуждения с 
большей энергией

Свет с более 

длинной длиной волны и 

меньшей энергией

возбужденное 

состояние



Спектр флуоресценции и распространение света в живой ткани

окно прозрачности 

биологических тканей

*Значения, нормализованные на интенсивность сигнала светлячковой люциферазы



Спектр флуорофора и аутофлуоресценция

*Значения, нормализованные на интенсивность сигнала светлячковой люциферазы



Биолюминесцентная визуализация - единицы измерения

Откалиброванные измерения  

представляются I Интенсивности 

свечения (количестве фотонов)

фотон/сек/cm2/стерадиан



Флуоресцентная визуализация (Epi-освещение) – единицы измерения

В настояций момент в системах 

визуализации применяется 

дополнительный параметр измерения 

флуоресценции для изображения –

эффективность излучения света

Стандартное значение 

эффективности (Em/Ex) также 

используется при измерении

= EM эффективность излучения света

/ EX удельную мощность (на единицу 

площади)



Фотоны поглощаются и рассеиваются 
живой тканью

Оптический сигнал с поверхности зависит 
от глубины расположения в тканях 

Живая ткань одновременно имеет 
аутолюминесценцию и аутофлуоресценцию

Оптический сигнал аутофлуоресценции
гораздо более сильный, чем сигнал 
аутолюминесценции.

аутолюминесценция

Источник сигнала 
люминесценции 
или флуоресценции

Сложности при проведении флуоресцентной визуализации

ПЗС матрица камеры

Оптическая часть 
системы визуализации

аутофлуоресценция
поверхности ткани 



Сложности при проведении флуоресцентной визуализации

ПЗС камера 

Оптика

Источник флуоресценции

Источник света

Epi-флуоресценции

Свет, проходящий через ткани, многократно 

рассеивается, создавая "нечеткую" картину 

рассеяния на поверхности животного

Камера системы визуализации детектирует на 

поверхности объекта  свет проходящий сквозь 

ткани, который создает "нечеткую" картину 

рассеяния 

Свет не может проникать через ткани животного 

на 100% и детектироваться камерой –

происходит поглощение света при выходе на 

поверхность из тканей животного

Для источника флуоресцентного сигнала 

необходимо иметь источник возбуждения

“Диффузное пятно” светового излучения на 

поверхности животного от флуоресцентного 

источника налагается на аутофлюоресцентный

сигнал от кожи животного



Фотоны при прохождении через живую ткань рассеиваются – на поверхности 
объекта детектируется световое пятно

Свет, проходящий через ткани, многократно 

рассеивается, создавая "нечеткую" картину 

рассеяния на поверхности животного

Камера системы визуализации детектирует на 

поверхности объекта свет проходящий сквозь 

ткани

Свет не может проникать через ткани животного 

на 100% и детектироваться камерой –

происходит поглощение света при выходе на 

поверхность из тканей животного

ПЗС камеры

Оптические

компоненты

системы

Источник

биолюминесцентного сигнала



Чувствительность - это функция отношения сигнала к шуму

Люминесцентный источник:
Яркость свечения, как правило, 
ниже, чем от флуоресцентных 
источников.
Более высокая чувствительность 
благодаря низкому уровню 
шума: присутствует 
аутолюминесценция от прибора 
и животного

Флуоресцентный источник:
Флуоресцентный оптический сигнал, 
как правило, ярче, чем сигнал от 
люминесцентного источника

Низкая чувствительность из-за 
высокого уровня шума:
аутофлуоресценция и засветки 
прибора

Засветка 
прибора

аутофлуоресценция
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