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Анотація. У  статті описано реалізацію методу низькоенергетичної індукованої 

флуоресцентної мікроскопії з використанням в якості джерела випромінювання лазера з 
довжиною хвилі 635 нм та методу спектрофотометрії для аналізу спектрів поглинання 
флуоресцентних зондів. Представлено результати теоретичних та експериментальних 
досліджень клітин крові здорових людей та із захворюванням хронічний мієлолейкоз 
методом флуоресцентної мікроскопії.  

Ключові слова: флуоресценція, флуоресцентний зонд, низькоенергетична індукована 
флуоресцентна мікроскопія, спектрофотометрія, зразки крові, мієлолейкоз. 
 

 
 

 
 1. Вступ  

Важливе значення на сьогодні в різних галузях біомедичних досліджень, а особливо 
в онкології мають квантові низькоенергетичні технології на основі яких базуються 
методи флуоресцентної діагностики.  Ці методи мають ряд переваг, зокрема для 
діагностики біологічних рідин, володіють високою інформативністю завдяки існуючим 
взаємозв'язком між особливостями їх спектральних характеристик і функціональним 
станом  окремих клітинних структур; дають можливість отримати інформацію про стан 
живих систем, не пошкоджуючи їх, і не потребують великої кількості біологічного 
матеріалу [1]. 

Квантові технології застосовуються в поєднанні методів флуоресцентної 
діагностики та фотодинамічної терапії. При фотодинамічній нетоксичний 
фотосенсибілізуючий засіб, такий як фотофрин, вводять внутрішньовенно за 48 годин до 
транспапілярного або черезшкірного опромінення світлом певної довжини хвилі. 
Внаслідок накопичення в неопластичній тканині фотосенсибілізуючий агент генерує 
активні кисневі радикали після поглинання світла, що призводить до руйнування 
пухлинних клітин [2]. 
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На сьогодні значно розширилась ідея про функціональну систему крові. Відомо, що 
розвиток злоякісних утворень, хвороби печінки та інші патологічні процеси викликають 
в плазмі і сироватці крові ряд відхилень від норми. Для виявлення захворювань крові 
використовують методи флуоресцентної діагностики [3; 4].  

Для спостереження флуоресценції еритроцитів використовують флуоресцентні 
зонди (флуорофори), тобто речовини, молекули яких поглинаються клітинами крові і 
випромінюють люмінесцентний спектр при збудженні електромагнітним 
випромінюванням певного спектрального діапазону. 

Для конкретного прикладного застосування розроблено певні флуорофори, зокрема 
фотосенс,  радохлорин, фотолон та інші [5; 6].  

Спектр випромінювання флуоресценції І(λ) специфічний для кожного флуорофора 
і тому містить докладну інформацію про флуоресціюючі  молекули, їх конформації, 
зв'язки і взаємодії в клітинах і тканинах [7].  

З використанням лазерних джерел світла можливості флуоресцентної діагностики 
значно розширились, серед таких методів варто виділити лазерну мікро-флуориметрію і 
лазерну скануючу мікроскопію [8; 9]. 
 

2. Постановка проблеми 
Багато флуорофорів характеризуються близькими областями поглинання і 

флуоресценції, які перекриваються, в результаті випромінювання, яке виходить з тканини 
має складний спектральний склад. Тому виникає необхідність вибору довжини хвилі 
збудження і довжини хвилі флуоресценції для кожного конкретного флуоресцентного 
зонда. 

Для діагностики хвороб крові пропонується в якості флуоресцентного зонда 
використати methylenum coeruleum.  

Мета статті: виконати експериментальні дослідження зразків крові методом 
низькоінтенсивної  індукованої флуоресцентної мікроскопії та обґрунтувати можливість 
використання методу для діагностики захворювань крові та прикладі захворювання 
хронічний мієлолейкоз. 

 
3. Результати досліджень 

Розглянемо фізичний механізм флуоресценції. 
Флуоресценція виникає після поглинання світла і пов’язана з електронним 

переходом із збудженого стану молекули в основний стан. Її інтенсивність виражається: 
(ߣ)ிܫ = ிߟఒܿ௔௕݀ߝ−଴݈݊10ܫ

ఆ
ସగ

.     (1) 
Інтенсивність флуоресценції пропорційна концентрації і квантовому виходу 

флуоресценції поглинаючих молекул. Енергії електронних станів молекули є складними 
функціями між’ядерних відстаней, зазвичай утворюють «потенціальні ямі», як показано 
на рис. 1 а для основного (ܵ଴) і першого збудженого ( ଵܵ) стану. Кожна «потенціальна 
яма» містить велику кількість коливальних рівнів енергії ߥі, кожен з яких розщеплений 
на численні обертальні підрівні. Електронний перехід між енергетичними рівнями 
відбувається по «вертикалі», так як за короткий проміжок часу такого переходу 
положення ядер не встигає змінитись. Електронні переходи зазвичай відбуваються з 
основних вібро-станів (для збудження ܵ଴ і ߥ଴, для флуоресценції ଵܵ і ߥ଴). Імовірність 
кожного переходу пропорційна квадрату дипольного моменту переходу і визначається 
перекриванням відповідних коливальних хвильових функцій в основному і збудженому 
електронному стані молекули. Таким чином, спектри поглинання і флуоресценції 



Dumenko V. Methods of low-energy induced fluorescence and spectrophotometry 
 

131 
 

виходять в результаті накладення декількох переходів, що часто призводить до утворення 
широких спектральних смуг. Так званий 0-0-перехід між найнижчими коливальними 
рівнями лише злегка виражений, оскільки перекривання відповідних хвильових функцій 
мале. З цієї причини спектр флуоресценції завжди зміщується в бік більш низьких 
енергій ΔW, що відповідає великим довжинах хвилі ߣ = ∆ௐ

௛௖
, в порівнянні зі спектром 

поглинання, або збудження.  

 
Рис. 1. Формування спектрів флуоресценції: діаграма потенціалів електронних станів 

ܵ଴, ଵܵ  і коливальних рівнів ߥ௜; показані коливальні хвильові функції і оптичні переходи 
(збудження: ܵ଴ߥ଴ → ଵܵߥ௡ ; флуоресценція: ଵܵߥ଴ →ܵ଴ߥ௡). 

В якості флуоресцентного зонда запропоновано використати  Methylenum 
coeruleum (methylthioninium chloridе) С16Н18ClN3S-3H2O - органічний барвник,  відомий 
як ефективний фотогенератор синглетного кисню, органічний барвник групи тіозінових 
барвників.  

 

Рис.2. Хімічна формула флуоресцентного маркера "Methylenum coeruleum" 

Діаграма енергетичних рівнів Methylenum coeruleum зображена на рис. 3. 
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Рис. 3. Діаграма енергетичних рівнів флуоресцентного маркера "Methylenum coeruleum" 

При використанні флуоресцентних зондів важливим є дослідження спектрів 
поглинання і вибір відповідної довжини лазерного джерела. Спектри поглинання  (рис.4) 
досліджувались за допомогою спектрофотометра. 

Рис. 4. Залежність коефіцієнта поглинання від довжини флуоресцентного зонда 

Було отримано і проведено порівняльний аналіз флуоресцентних зображень  крові 
здорових людей ( рис. 5) та із захворюванням хронічний мієлолейкоз (рис.6). 
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Рис. 5. Флуоресцентне зображення зразків крові здорової людини 

 

a) 

 

b) 
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c) 

        

d) 

Рис.6. Флуоресцентні зображення зразків крові із захворюванням хронічний 
мієлолейкоз з додаванням флуоресцентного зонда 

 

Проаналізувавши залежність інтенсивності спектрів флуоресценції клітин крові 
здорових людей та із захворюванням мієлолейкоз  (рис.7) було виявлено, що 
інтенсивність флуоресценції суттєво зростає при патології. 
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Рис. 7. Спектри флуоресценції клітин крові 

Висновки. Порівнюючи люмінесцентні зображення клітин крові здорових людей 
та із захворюванням хронічний мієлолейкоз, було виявлено, що інтенсивність 
флуоресценції збільшується в 10 разів при захворюванні, що пов’язано зі збільшенням 
порфіринів у гемоглобіні крові.  Метод флуоресцентної мікроскопії має ряд переваг: 
висока інформативність при невеликій кількості зразка, не вимагає використання дорого 
вартісного обладнання, ефективність методу зростає при використанні флуоресцентного 
зонда, який має максимум поглинання на довжині хвилі лазерного джерела 
випромінювання, може бути використаний для діагностики захворювань крові на ранніх 
стадіях. 

Конфлікт інтересів і етика. Автор заявляє про відсутність конфліктів інтересів і 
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Methods of low-energy induced fluorescence and spectrophotometry for the 
researching of blood cells 

 
Victoria Dumenko 

Abstract. The article describes the implementation of the method of low-energy induced fluorescence 
microscopy using a laser with a wavelength of 635 nm as a source of radiation and the spectrophotometry 
method for analyzing the absorption spectra of fluorescent probes. The results of theoretical and experimental 
studies of blood cells of healthy people and chronic myelogenous leukemia by fluorescence microscopy are 
presented. 
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