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Люминесценция водного раствора фотосенсибилизатора Радахлорин

при возбуждении в полосах 405 и 605nm
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Получен и исследован полный спектр люминесценции водного раствора фотосенсибилизатора Радахло-

рин при возбуждении лазерным излучением с длиной волны 660 nm. Обнаружен пик фосфоресценции

синглетного кислорода с максимумом при 1274 nm. Проведено сравнение полученных результатов с

данными при возбуждении на длине волны 405 nm и показано единообразие происходящих в обоих случаях

процессов релаксации и люминесценции. Для обеих длин волн возбуждения определены эффективные

сечения поглощения, а также показано, что квантовый выход синглетного кислорода не зависит от

концентрации фотосенсибилизатора в растворе. Определено время жизни первого триплетного состояния

фотосенсибилизатора Радахлорин. Полученные результаты могут быть использованы для оптимизации

методов генерации и детектирования синглетного кислорода в растворах и биологических объектах.
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Введение

Для лечения онкологических заболеваний активно

используется метод фотодинамической терапии [1–3],
основанный на использовании генерации в тканях син-

глетного кислорода (СК) с помощью молекул-фотосен-

сибилизаторов (ФС). Сущность метода заключается в

том, что ФС способны поглощать лазерное излучение и

передавать полученную энергию молекулам кислорода с

образованием СК [4], который взаимодействует с патоло-

гическими клетками и вызывает их гибель посредством

некроза или апоптоза.

В настоящее время в медицинских целях широко

используют ФС второго поколения, в том числе син-

тезированные на основе хлорофилла α. Нами исследо-

вался один из таких ФС — Радахлоринr (РадаФарма),
основным компонентом которого является хлорин е6 с

добавлением пурпурина 5 и хлорина p6 [5]. Различные
свойства Радахлорина исследуются уже более 10 лет [6],
однако большинство этих исследований было посвящено

его клиническим испытаниям [7–10]. Радахлорин имеет

несколько полос поглощения, наиболее важными из

которых являются полосы с максимумами на 405 и

660 nm, положения которых незначительно изменяются

в зависимости от типа растворителя, pH среды и концен-

трации ФС [11,12]. Наибольший коэффициент поглоще-

ния ФС соответствует длине волны возбуждения 405 nm,

однако в клинической практике используется полоса

поглощения с максимумом на 660 nm из-за наличия окна

прозрачности тканей в этой области спектра. Процессы

фотовыцветания водного раствора Радахлорина исследо-

вались в работах [13–15]. В его спектре люминесценции

в видимой и ближней ИК областях имеется пик в

районе 665 nm с крылом, быстро спадающим в сторону

более длинных волн [12]. До настоящего времени спектр

люминесценции Радахлорина в ИК области был мало

исследован. В работе [16] был получен спектр люми-

несценции водного раствора этого ФС при возбуждении

в полосе поглощения 405 nm, на котором присутству-

ет пик люминесценции СК на длине волны 1274 nm.

В работе [17] была исследована нано- и микросекундная

кинетики люминесценции Радахлорина при возбуждении

в полосе поглощения 405 nm и определены времена

жизни возбужденных состояний.

В настоящей работе исследован спектр люминесцен-

ции Радахлорина в диапазоне 660−1350 nm при возбуж-

дении лазерным излучением с длиной волны 660 nm

и проведено сравнение с полученным ранее спектром

при возбуждении на длине волны 405 nm [16]. В обоих

случаях продемонстрирован вклад фосфоресценции СК

в общий сигнал люминесценции раствора. Определены

коэффициенты поглощения при возбуждении водного

раствора ФС и проведено сравнение интенсивности

фосфоресценции СК в зависимости от концентрации ФС

при возбуждении на длинах волн 405 и 660 nm. По-

лучены спектральные характеристики ФС с временным

разрешением при возбуждении на длине волны 660 nm,

на основе которых определено время жизни первого

триплетного состояния Радахлорина.

Методика эксперимента
и экспериментальная установка

Объектом исследования являлся водный раствор ФС

Радахлоринr, предназначенный для внутривенного вве-

дения. Перед каждой серией экспериментов приготавли-

вался новый раствор, в качестве растворителя исполь-
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Рис. 1. Схема установки: 1 — полупроводниковый лазер,

2 —кварцевая кювета с раствором ФС, 3 — фильтр ИКС-1,

4 — монохроматор, 5 — собирающая линза, 6 — ФЭУ/фото-

диод, 7 — счетчик фотонов/вольтметр, 8 — компьютер.

зовалась дистиллированная вода. В ходе эксперимента

по регистрации спектра через каждые 10 измерений

осуществлялась смена раствора во избежание фотовы-

цветания ФС.

Схема экспериментальной установки приведена на

рис. 1. Для возбуждения использовались два полупро-

водниковых лазера со следующими характеристика-

ми: (1) длина волны излучения 405 nm при плотно-

сти мощности 2mW/mm2, (2) длина волны излучения

660 nm при плотности мощности 2.7mW/mm2. Рас-

твор ФС помещался в кварцевую кювету сечением

1× 1 cm2, которая устанавливалась практически вплот-

ную к входной щели монохроматора. Возбуждение

раствора производилось параллельно его поверхности

вблизи стенки кюветы. В эксперименте использовал-

ся монохроматор МДР-12 с дифракционной решет-

кой 600 lines/mm и обратной дисперсией 4.8 nm/mm,

ширины входной и выходной щелей монохроматора

составляли 0.5mm. Для устранения вклада в сигнал

люминесценции рассеянного излучения лазера во вто-

ром порядке дифракции при регистрации спектра на

длинах волн более 1200 nm использовался отсекающий

фильтр ИКС-1. Регистрация интенсивности люминесцен-

ции производилась двумя фотодетекторами: в области

650−1000 nm — кремниевым фотодиодом SPD-10, а в

области 940−1350 nm — инфракрасным ФЭУ NIR-PMT

H10330B-45 (Hamamatsu). Сшивка полученных данных

производилась в общей полосе чувствительности фо-

тодетекторов в области 940−1000 nm. Исследование

спектральных характеристик с временны́м разрешением

производилось при возбуждении раствора импульсным

лазером с длиной волны 660 nm и длительностью им-

пульса 100 ns методом время-корреляционной спектро-

скопии в режиме счета фотонов (TCSPC) с использова-

нием измерительного модуля PicoHarp300 (PicoQuant).
При исследовании коэффициента поглощения раство-

ра производился контроль мощности лазерного пучка,

прошедшего через кювету, измерителем мощности Nova

P/N 7Z01500 (Ophir).

Полученные результаты
и их интерпретация

На рис. 2 представлен спектр люминесценции вод-

ного раствора Радахлорина, полученный при возбужде-

нии в полосе поглощения 660 nm. Для сравнения на

этом же рисунке представлен спектр люминесценции,

полученный при возбуждении в полосе поглощения

405 nm [16]. Концентрация ФС, использовавшаяся в

работе [16], составляла 8.8 · 1015 cm−3, а интенсивность

возбуждающего излучения — 2 mW/mm2, причем лазер-

ное излучение было направлено сверху на поверхность

раствора. В настоящем эксперименте использовался

раствор Радахлорина с концентрацией 3.2 · 1016 cm−3,

а возбуждение осуществлялось излучением с интен-

сивностью 2.7mW/mm2 на длине волны 660 nm. Как

видно из рис. 2, спектры люминесценции имеют в обоих

случаях одинаковый характер и содержат ряд общих

особенностей: плато в районе 700 и 950 nm, а также

пик фосфоресценции СК с максимумом на длине волны

1274 nm. Различие в интенсивностях двух спектров лю-

минесценции обусловлено разными значениями коэффи-

циентов поглощения и мощности лазерного излучения

при возбуждении в полосах 405 и 660 nm.

Участок спектра люминесценции, содержащий пик

СК, соответствующий переходу О2(a
11g) → О2(X

36−
g ),

представлен на рис. 3. Как видно из этого рисунка,

относительные вклады фосфоресценции СК в общий сиг-

нал в обоих случаях совпадали в пределах погрешности

измерений.

Полученные результаты свидетельствуют о том, что

процессы безызлучательной релаксации после возбужде-

ния в каждой из полос поглощения, а также излучение

люминесценции осуществляются похожим образом в

l, nm

0.01

1

0.1

1300700 900
0.001

10

100

I l
u
m

5
,
1
0

p
h
/s

1000

1100

Рис. 2. Спектры люминесценции водного раствора ФС при

возбуждении на длинах волн 405 (квадраты, [16]) и 660 nm

(кружки). Вертикальными линиями показаны характерные осо-

бенности обоих спектров.
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Рис. 3. Пик фосфоресценции СК при возбуждении на длинах

волн 405 (квадраты, [16]) и 660 nm (кружки). Штриховая

линия — уровень сигнала люминесценции ФС.
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Рис. 4. Коэффициент поглощения водного раствора ФС Рада-

хлорин в зависимости от концентрации ФС N при возбуждении

на длинах волн 405 (квадраты) и 660 nm (кружки).

рамках известной модели Яблонского [18]: непосред-

ственно после поглощения фотона лазерного излуче-

ния происходит быстрая релаксация с возбужденного

синглетного уровня энергии молекулы ФС на нижнее

колебательное состояние первого триплетного уровня

энергии, с последующим испусканием фотона люминес-

ценции.

Кроме того, была исследована зависимость коэф-

фициента поглощения раствора от концентрации ФС

при возбуждении на длинах волн 405 и 660 nm. При

этом интенсивность лазерного пучка, прошедшего через

кювету, с хорошей точностью следовала закону Бугера–
Ламберта–Бера:

I = I 0e
−αL, (1)

где α = Nσ — коэффициент поглощения раствора, N —

концентрация ФС в растворе, σ — эффективное сечение

поглощения, L — длина пути лазерного излучения в

растворе.

Полученные зависимости коэффициентов поглощения

от концентрации ФС приведены на рис. 4, откуда

были определены эффективные сечения поглощения,

оказавшиеся равными σ405 = (5.9± 0.3) · 10−17 cm3 и

σ660 = (5.9± 0.3) · 10−18 cm3.

На рис. 5 представлены зависимости сигнала фос-

форесценции СК от концентрации Радахлорина. Видно,

что при концентрации 6 · 1016 cm−3 при возбуждении

лазером 405 nm сигнал выходит на насыщение, в то

время как при возбуждении лазером 660 nm насыщение

не достигается даже при концентрации в два раза боль-

шей. Фитинг полученных зависимостей осуществлялся с

помощью выражения

I ph = C(1− e−βN), (2)

где множитель в круглых скобках пропорционален по-

глощению лазерного излучения раствором ФС в преде-

лах светящейся области, регистрируемой монохромато-

ром, β = σLeff, Leff — эффективная длина излучающей

области, коэффициент C = I 08η, где 8 — квантовый

выход СК, а η — формфактор, определяемый долей

полного излучения фосфоресценции, попадающей на

щель монохроматора.

Хорошее согласие между экспериментальными дан-

ными на рис. 5 и результатом фитинга по форму-

ле (2) позволяет сделать вывод о том, что коэф-

фициент C и, следовательно, квантовый выход обра-

зования СК не зависят от концентрации ФС. Этот

вывод должен учитываться при создании моделей ге-

нерации СК. Полученные на основе фитинга данных

эксперимента функцией (2) значения коэффициентов β

оказались следующими: β405 = (6.2 ± 0.6) · 10−16 cm3 и

β660 = (6.9± 1.0) · 10−17 cm3. В условиях нашего экспе-

римента Leff = 1mm, при этом оценки эффективных

сечений поглощения σ405 и σ660, получаемых на основе

этих значений β, хорошо согласуются с полученными на

основе измерения коэффициента поглощения (рис. 4).
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Рис. 5. Зависимость сигнала фосфоресценции СК на длине

волны 1274 nm от концентрации ФС N при возбуждении на

длинах волн 405 (квадраты) и 660 nm (кружки).
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Рис. 6. Затухание сигнала люминесценции на длине волны

1080 nm: экспериментальные данные (ромбы) и их аппрокси-

мация (сплошная кривая).

Определение времен жизни возбужденных триплет-

ных состояний ФС осуществлялось с помощью ис-

следования кинетики сигналов люминесценции на раз-

ных длинах волн с высоким временным разрешением

при возбуждении импульсным излучением лазера на

длине волны 660 nm. На рис. 6 представлена харак-

терная экспериментальная кривая затухания сигнала

люминесценции на длине волны 1080 nm. Подобные

кривые затухания были получены и на других дли-

нах волн люминесценции в диапазоне 940−1350 nm.

Выяснилось, что полученные экспериментальные сиг-

налы хорошо аппроксимируются двухэкспоненциальной

функцией

I = A1e
−t/τ1 + A2e

−t/τ2 + y0. (3)

Для всех длин волн, кроме области в районе пика СК,

характерные времена затухания оказались следующими:

τ1 = 0.32± 0.03µs и τ2 = 2.0± 0.3µs, что согласуется

с временами, полученными при возбуждении в полосе

405 nm в работе [17]. Характеристическое время τ2
может быть ассоциировано с временем жизни перво-

го триплетного состояния Радахлорина [17,19], а вре-

мя τ1 — с релаксационными процессами, проходящими

в многокомпонентной смеси этого ФС. На длинах волн в

районе 1270 nm характерное время τ1 оставалось таким

же, как и на других длинах волн, однако τ2 возрас-

тало, и на длине волны 1274 nm достигало значения

4.0± 0.5µs, что может свидетельствовать о наличии СК

в растворе.

Выводы

Таким образом, в настоящей работе получен и ис-

следован спектр люминесценции водного раствора ФС

Радахлорина при возбуждении лазерным излучением

на длине волны 660 nm. На фоне люминесценции ФС

обнаружен пик фосфоресценции СК с максимумом на

длине волны 1274 nm, а также определен его вклад

в общий сигнал. Проведено сравнение со спектром,

полученным ранее при возбуждении на длине волны

405 nm, и показано, что оба спектра имеют в целом оди-

наковый характер, что свидетельствует о единообразии

происходящих в обоих случаях процессов релаксации.

На основании зависимости коэффициента поглощения

от концентрации ФС определены эффективные сече-

ния поглощения для обеих длин волн возбуждения.

Показано, что квантовый выход образования СК не

зависит от концентрации ФС. Продемонстрировано, что

затухание сигнала люминесценции носит двухэкспонен-

циальный характер, и определены характерные време-

на затухания. Полученные в работе результаты могут

быть использованы для оптимизации методов генерации

и детектирования СК в растворах и биологических

объектах.
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