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Представлены результаты исследования спектральных характеристик люминесценции питательной среды

для культивирования клеток DMEM. Зарегистрирован спектр люминесценции среды в видимой и ближней

ИК областях вплоть до 1350 nm при возбуждении на длинах волн 405 и 660 nm. Определены времена жизни

возбужденных состояний питательной среды и продемонстрировано отсутствие фосфоресценции синглетного

кислорода в области вблизи 1270 nm.
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Введение

Клетки, культивируемые in vitro, широко исполь-

зуются в фундаментальных исследованиях по генети-

ке и физиологии, молекулярной биологии и цитоло-

гии [1]. Одним из важнейших методов исследования

биологических объектов является спектроскопия лю-

минесценции, позволяющая исследовать разнообразные

физико-химические процессы, а также получать люми-

несцентные изображения пространственных распределе-

ний различных маркеров: красителей, фотосенсибилиза-

торов [2], квантовых точек [3] и пр. в органеллах клеток

с высоким пространственным разрешением, в том числе

превышающим дифракционный предел [4]. Использова-

ние люминесцентных методов с разрешением во вре-

мени позволяет исследовать динамику внутриклеточных

процессов и изучать механизмы воздействия различных

агентов на внутриклеточные структуры. В частности,

флуоресцентная микроскопия позволяет изучать динами-

ку взаимодействия между белками, ДНК и РНК.

Для культивирования клеток in vitro используются

питательные среды, которые содержат комплекс ве-

ществ, необходимых для обеспечения жизнеспособно-

сти, нормального развития и пролиферации клеток. Как

правило, питательная среда содержит большой набор

аминокислот, минеральных солей, витаминов, глюкозу,

сыворотку в качестве источника факторов роста, гормо-

ны и факторы адгезии [5]. Кроме того, питательная среда
должна поддерживать необходимые значения pH и осмо-

ляльности. Одной из наиболее широко используемых

искусственных питательных сред для культивирования

клеток является среда DMEM (Dulbecco’s Modified

Eagle Medium), которая используется для культиви-

рования первичных и полуперевиваемых (диплоидных)
клеток [6–8] и часто применяется для клеточных линий

HeLa, 3Т3 клон А31, COS-7 и др. [5].
При проведении исследований клеточных структур

с применением люминесцентных методов необходимо

иметь возможность отделять фон, связанный с возбужде-

нием люминесценции питательной среды, в которой они

инкубируются, от люминесценции собственно клеток.

Поэтому спектральные и временные характеристики лю-

минесценции питательной среды представляют большой

интерес. В частности, данные о временах затухания

люминесценции среды важны при проведении иссле-

дований методом FLIM (Fluorescence lifetime imaging

microscopy), позволяющим строить изображения флу-

оресцентных меток в клеточных культурах на основе

пространственных распределений времен затухания их

флуоресценции [9].
В связи с активным развитием методов фотодина-

мической терапии, применяемых для лечения различ-

ных, в первую очередь онкологических заболеваний,

значительная часть исследований посвящена реакции

клеток in vitro на фотодинамическое воздействие с кон-

кретными фотосенсибилизаторами при различных режи-

мах воздействия. Обычно такие исследования ведутся

с применением методов конфокальной флуоресцентной

микроскопии [10], проточной цитофлуориметрии [11] и

цифровой голографической микроскопии [12], причем

для подтверждения гибели клеток исследуются измене-

ния их морфологических параметров и проводятся тесты

на целостность мембран.

Актуальной задачей является также определение

пространственных распределений и времен жизни фо-

тосенсибилизатора и синглетного кислорода в клетках,

причем распределение фотосенсибилизатора может

быть эффективно проконтролировано по сигналу его

флуоресценции в видимой области спектра. В то же

время единственным прямым методом детектирования

синглетного кислорода является регистрация его

фосфоресценции на длине волны около 1270 nm, воз-

никающей при переходе с синглетного возбужденного

на триплетный основной уровень молекулы кислорода.

Однако в силу запрещенности этого перехода сигнал

фосфоресценции очень слабый и его регистрация, в
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особенности на клеточном уровне, представляет собой

серьезную техническую задачу. Измерения проводятся
с помощью высокочувствительных ИК ФЭУ в режиме

счета фотонов с анализом по методу время-корреляци-

онной спектроскопии [13,14], либо с использованием

высокочувствительных в ИК области современных

матричных детекторов [15]. В этих измерениях необ-

ходимо иметь возможность надежно отделять сигнал

фосфоресценции синглетного кислорода от возможной

люминесценции других химических веществ в этом

спектральном диапазоне. В первую очередь это касается

излучения фосфоресценции фотосенсибилизатора, кото-

рое присутствует в широком спектральном диапазоне

в ИК области, в том числе и в полосе фосфоресценции

синглетного кислорода (см. например, [16,17]). Однако
в таких многокомпонентных системах, как клеточные

структуры in vitro, возможны и другие источники

излучения, например питательная среда.

Настоящая работа посвящена исследованию спек-

тральных характеристик питательной среды DMEM. За-

регистрирован спектр люминесценции среды в видимой

и ближней ИК областях вплоть до 1350 nm при возбуж-

дении на длинах волн 405 и 660 nm, соответствующих

основным полосам поглощения широко используемых в

фотодинамической терапии фотосенсибилизаторов хло-

ринового ряда. Определены характеристические времена

затухания люминесценции среды и продемонстрировано

отсутствие пика люминесценции в области фосфорес-
ценции синглетного кислорода вблизи 1270 nm.

Методика эксперимента
и экспериментальная установка

В экспериментах использовалась питательная среда

DMEM производства Биолот (Россия), представляющая

собой растворенную в очищенной воде смесь неор-

ганических солей, аминокислот, витаминов, глюкозы,
L-глютамина и фенолового красного [18]. В среду

добавлялось 10% эмбриональной телячьей сыворотки

(Биолот, Россия) и 0.1% гентамицина.

Спектр поглощения среды DMEM в области

220−800 nm измерялся с помощью спектрофлуориметра

Флюоратr-02-Панорама (Люмэкс, Россия). Для иссле-

дования спектра люминесценции использовалась экспе-

риментальная установка на базе монохроматора МДР-12

с дифракционной решеткой 600 lines/mm и обратной

дисперсией 4.8 nm/mm [16]; ширины входной и выходной

щелей монохроматора устанавливались равными 2mm.

Кварцевая кювета со средой помещалась вблизи входной

щели монохроматора. Возбуждение люминесценции сре-
ды осуществлялось непрерывными полупроводниковыми

лазерами на длинах волн 405 и 660 nm при плотностях

мощности 2 и 2.7mW/mm2 соответственно. Рассеянное

излучение лазера во втором порядке дифракции устра-

нялось посредством отрезающих фильтров. Регистрация

люминесценции в видимой и ближней ИК области

вплоть до 1000 nm осуществлялась с помощью кремни-

евого фотодиода SPD-10, а в области 940−1350 nm —

с помощью фотоэлектронного умножителя NIR-PMT

H10330B-45 (Hamamatsu, Япония). Сшивка данных, по-

лученных с помощью двух детекторов, проводилась по

контрольным точкам в области перекрытия их диапа-

зонов чувствительности. По полученным данным был

построен полный спектр люминесценции среды DMEM

в видимой и ближней ИК областях при возбуждении

на длине волны 405 nm и в ближней ИК области при

возбуждении на длине волны 660 nm. Измерение вре-

мен жизни возбужденных состояний компонентов среды

DMEM производилось при возбуждении среды импульс-

ными лазерами на длинах волн 405 и 660 nm с длитель-

ностью импульса 100 ns методом время-корреляционной

спектроскопии в режиме счета фотонов (TCSPC) с по-

мощью измерительного модуля PicoHarp300 (PicoQuant,
Германия). Во избежание фотовыцветания в каждой

серии измерений использовался свежий раствор.

Полученные результаты
и их интерпретация

На рис. 1 представлен спектр поглощения среды

DMEM в диапазоне 220−800 nm. Как видно из рис. 1,

в спектре присутствуют ярко выраженные полосы по-

глощения с максимумами на длинах волн 240 и 270 nm.

Поскольку в составе исследуемой среды содержится

смесь различных аминокислот [18], имеющих полосы

поглощения в диапазоне от 230 до 300 nm [19], можно
предположить, что эти пики поглощения в полученном

спектре среды DMEM обусловлены именно наличием

аминокислот. В спектре также наблюдается полоса по-

глощения с максимумом на длине волны 550 nm. Для

контроля pH в среде DMEM содержится индикатор —

краситель феноловый красный, который имеет два ос-

новных пика поглощения на длинах волн 420 и 550 nm.

Как известно, соотношение оптической плотности в этих

двух полосах поглощения зависит от значения pH раст-

вора. При значениях pH выше 7 пик на длине волны

550 nm значительно превалирует [20], при этом опти-

мальное значение рН для большинства клеток лежит в
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Рис. 1. Спектр поглощения питательной среды DMEM.
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Рис. 2. Полный спектр люминесценции среды DMEM при

возбуждении на длине волны 405 nm.
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Рис. 3. Спектр люминесценции среды DMEM в ближней ИК

области при возбуждении на длинах волн 405 и 660 nm.

пределах 7.2−7.4 [5]. Поскольку при измерении спектра

поглощения DMEM pH среды находился в данном

диапазоне, можно предположить, что пик поглощения

среды на длине волны 550 nm обусловлен наличием в

составе среды индикатора фенолового красного.

На рис. 2 представлен полный спектр люминесцен-

ции среды DMEM, полученный при возбуждении на

длине волны 405 nm. В спектре присутствуют неболь-

шой пик люминесценции с максимумом на длине волны

600 nm и ярко выраженный пик с максимумом на

длине волны 970 nm. Необходимо отметить, что этот

пик люминесценции среды DMEM находится вблизи от

полосы фосфоресценции фотосенсибилизаторов хлори-

нового ряда с максимумом на 940 nm [16]. На рис. 3

представлены спектры люминесценции в ближней ИК

области (970−1350 nm) при возбуждении на длинах

волн 405 и 660 nm. Как видно из рисунка, общий вид

спектров одинаков, разница в интенсивности сигналов

люминесценции обусловлена разницей в коэффициентах

Характерные времена затухания люминесценции среды

DMEM при возбуждении на длине волны 405mm

Длина волны τ1, τ2,

люминесценции, nm ns ns

940 0.85± 0.07 4.21± 0.19

1000 0.94± 0.08 4.34± 0.34

1100 0.79± 0.03 4.96± 0.62

1270 0.62± 0.03 10.0± 5.74

поглощения на этих длинах волн, а также разной мощ-
ностью возбуждающего излучения. В области полосы
фосфоресценции синглетного кислорода около 1270 nm
пиков люминесценции не обнаружено.
Исследование времен жизни возбужденных состояний

питательной среды DMEM проводилось посредством
анализа кинетики сигналов люминесценции на разных
длинах волн в ближней ИК области с высоким времен-

ным разрешением при возбуждении импульсным излу-
чением лазера на длинах волн 405 и 660 nm. На рис. 4
представлены экспериментальные кривые затухания сиг-
нала люминесценции на нескольких длинах волн в
диапазоне 940−1270 nm, полученные при возбуждении
на длине волны 405 nm. Как видно, ход кривых одинаков.
Экспериментальные кривые хорошо аппроксимируются
двухэкспоненциальной функцией вида

I = A1e
−t/τ1 + A2e

−t/τ2 + y0.

С помощью этой аппроксимации были определены ха-
рактерные времена затухания люминесценции (времена
жизни возбужденных состояний), полученные значения
приведены в таблице.
Как видно, времена затухания на разных длинах волн

оказались равными в пределах погрешности измерений.
На рис. 5 представлена кинетика затухания сигна-

ла люминесценции на длине волны 1270 nm при воз-
буждении на длине волны 660 nm. Из анализа дан-

ной кривой были получены значения времен жизни
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Рис. 4. Затухание сигнала люминесценции на длинах волн

940, 1000, 1100 и 1270 nm при возбуждении на длине волны

405 nm.
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Рис. 5. Затухание сигнала люминесценции на длине волны

1270 nm при возбуждении на длине волны 660 nm.

возбужденных состояний, равные τ1 = 1.38± 0.10 ns и

τ2 = 20.99± 3.91 ns. Полученные значения времен жиз-

ни возбужденных состояний среды DMEM находятся

в наносекундном диапазоне и соответствуют разре-

шенным оптическим переходам между энергетически-

ми уровнями молекул. Полученные значения являются

приблизительными, поскольку для исследования кине-

тики сигнала люминесценции использовался лазер с

длительностью импульса, существенно превышающей

полученные значения времени жизни. Небольшое увели-

чение времени жизни на длине волны 1270 nm в обоих

случаях можно объяснить большой ошибкой измерений

при низком уровне сигнала люминесценции. Важным

результатом является отсутствие долгоживущей люми-

несценции в области фосфоресценции синглетного кис-

лорода вблизи 1270 nm с характерной формой кинетики

в виде горба с нарастанием и затуханием в микросекунд-

ном диапазоне (см., например, [17]). Это подтверждает,

что в условиях наших экспериментов при облучении

среды DMEM не происходила генерация синглетного

кислорода.

Выводы

Таким образом, в настоящей работе получен и про-

анализирован спектр поглощения питательной среды

DMEM. Проведено исследование спектров люминесцен-

ции среды в видимой и ближней ИК областях при

возбуждении на длине волны 405 nm, и в ближней ИК

области при возбуждении на 660 nm. Зарегистрирован

пик люминесценции среды DMEM, находящийся вблизи

от полосы фосфоресценции фотосенсибилизаторов хло-

ринового ряда. Наличие люминесценции среды в этом

диапазоне необходимо учитывать при проведении иссле-

дований, основанных на регистрации фосфоресценции

фотосенсибилизаторов. Продемонстрировано отсутствие

максимума люминесценции на длине волны фосфорес-

ценции синглетного кислорода для обеих длин волн

возбуждения. Получены кинетики затухания сигнала

люминесценции на разных длинах волн для обоих режи-

мов возбуждения. Продемонстрировано, что затухание

сигнала люминесценции носит двухэкспоненциальный

характер и определены характерные времена затуха-

ния. Полученные в настоящей работе результаты могут

быть использованы при флуоресцентных исследованиях

клеток in vitro, культивированных в питательной среде

DMEM.
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