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Флуоресцентная спектроскопия, использующая сканирование длин волн возбуждения,
представляет собой мощный химический, биологический и медицинский диагностический
инструмент, позволяющий охарактеризовать распределение флуорофоров в образцах раз-
личной природы. Однако, когда флуорофоры изначально неизвестны, интерпретация боль-
ших наборов спектров флуоресценции, зависящих от длины волны возбуждения, значи-
тельно затрудняется, особенно если в измеренных матрицах возбуждения-эмиссии при-
сутствуют потери данных вследствие случайных причин или систематических факторов.
Предлагается использование метода главных компонент для восстановления повреждён-
ных участков спектра, который, благодаря независимости спектров флуоресценции от-
дельных флуорофоров от длины волны возбуждающего излучения, позволяет делать это
без потери данных.
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Введение. Метод лазерно-индуцированной флуоресценции (ЛИФ) основан на испус-
кании фотонов молекулами, возбуждаемыми лазерным излучением. В конденсированном
веществе невозможно идентифицировать отдельные спектральные линии из-за перекры-
тия энергетических уровней, в результате чего спектры флуоресценции непрерывны.
ЛИФ-спектроскопия применяется при исследовании газовых потоков и пламени [1], а так-
же в различных химических [2] и медицинских приложениях [3, 4]. В большинстве случаев
авторы публикаций ограничиваются наблюдением различий между спектрами отдельных

образцов. Часто сравнение результатов работ разных авторов затруднено, поскольку в их
экспериментах использовались различные длины волн возбуждения.

Зависимость спектра флуоресценции от длины волны возбуждения (матрица
возбуждения-эмиссии) позволяет получить больше спектральной информации, которую
можно использовать для последующего анализа состава образца, поскольку каждый флуо-
рофор имеет свои собственные уникальные спектры возбуждения и флуоресценции. В боль-
шинстве работ авторы проводят только визуальный анализ наблюдаемых спектров для

описания состава образца и динамики флуоресценции, который обычно основан на инфор-
мации о максимумах флуоресценции хорошо известных флуорофоров. Спектр образца ча-
сто представляется как сумма спектров известных флуорофоров с использованием различ-
ных моделей распространения излучения [5]. Однако такой анализ не всегда возможен, так
как некоторые флуорофоры могут изменять свой спектр из-за взаимодействия с окружаю-
щей средой, а в образце могут присутствовать изначально неизвестные флуорофоры. Су-
ществуют различные способы анализа, основанные на статистических различиях матриц,
полученных от разных образцов: метод главных компонент (ГК) [6], анализ многомерных
кривых [7], параллельный факторный анализ [8]. Все они не требуют наличия априорной
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информации о спектрах чистых флуорофоров. Однако в матрицах возбуждения-эмиссии
могут присутствовать артефакты, не имеющие отношения к флуоресценции, такие как
сигналы от источника возбуждающего излучения, комбинационного рассеяния, случайные
засветки. Без информации о присутствующих в образце флуорофорах отделить полезный
сигнал от паразитного становится проблематично.

Одним из способов очистки данных для разных приложений является использование

метода главных компонент в различных вариациях, но, как правило, в таких случаях речь
идёт о восстановлении данных с потерями [9].

Цель работы — представить способ очистки матриц возбуждения-эмиссии флуорес-
ценции, основанный на том, что они представляют собой набор коррелирующих кривых,
поскольку в большинстве случаев формы спектров флуоресценции отдельных флуорофо-
ров не зависят от длины волны возбуждающего излучения. Таким образом, можно заме-
стить повреждённые участки спектров подходящей линейной комбинацией главных ком-
понент без потери значимой информации.

Материалы и методы.
Метод главных компонент. В сложных многокомпонентных образцах матрицы

возбуждения-эмиссии могут быть описаны следующим образом [5]. Пусть образец осве-

щается лазерным излучением с длиной волны λ(ex), а на длине волны λ(fl) регистриру-
ется интенсивность его флуоресценции F (λ(ex), λ(fl)). Существует широкий круг задач в
биологии, медицине, анализе материалов, когда флуорофоры в образце находятся в твёр-
дом или жидкостном окружении или в составе большой молекулы (полимера). В этом

случае из-за взаимодействия с окружением и, как следствие, быстрой колебательной ре-
лаксации возбуждённого электронного состояния для отдельного флуорофора номер i его
нормированный спектр флуоресценции fi(λ

(fl)) не зависит от длины волны возбуждающе-
го излучения и определяется только электронно-колебательной структурой уровней. Эф-
фективность возбуждения флуорофора зависит от его структуры, а также особенностей
распространения и поглощения лазерного излучения в веществе образца и в результате

от длины волны возбуждения ei(λ
(ex)). Соответственно, вклад флуорофора номер i в ито-

говый сигнал будет выражаться произведением ei(λ
(ex))fi(λ

(fl)). Без учёта нелинейных
эффектов, таких как реабсорбция флуоресценции, полную интенсивность можно предста-
вить как сумму вкладов всех N флуорофоров. При этом следует учитывать, что в реаль-
ном эксперименте всегда присутствуют шумы, которые для каждого измерения со своими
λ(ex) и λ(fl) внесут случайную добавку X(λ(ex), λ(fl)). Таким образом, зарегистрированная
интенсивность будет равна

F (λ(ex), λ(fl)) =
N∑
i=1

ei(λ
(ex))fi(λ

(fl)) +X(λ(ex), λ(fl)).

Если в процессе эксперимента длина волны возбуждения сканируется и принима-

ет одно из M значений λ
(ex)
j , а спектрометр измеряет интенсивность флуоресценции на

длинах волн λ
(fl)
k , полученные значения можно представить в виде матрицы данных

Fjk = F (λ
(ex)
j , λ

(fl)
k ), для которой действительно разложение

Fjk =
N∑
i=1

eijfik +Xjk, (1)

где eij = ei(λ
(ex)
j ), fik = fi(λ

(fl)
k ) и Xjk = X(λ

(ex)
j , λ

(fl)
k ). Как уже было отмечено выше,

часто спектры отдельных флуорофоров нельзя считать заранее известными, при этом они
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Рис. 1. Схема измерения спектров флуоресценции (a) и пример матрицы

возбуждения-эмиссии (b)
могут существенно накладываться друг на друга. Поэтому приходится искать разложе-
ния вида (1) без априорной информации о флуорофорах. Хотя спектр каждого отдельного
флуорофора не зависит от длины волны возбуждающего излучения, у всех флуорофо-
ров разные зависимости эффективности возбуждения. Таким образом, суммарный спектр
будет варьироваться при изменениях длины волны возбуждающего излучения, которые
могут быть проанализированы статистическими методами. В отсутствие шумов задача
сводится к поиску сингулярного разложения матрицы Fjk. При их наличии выполняется
поиск наилучшего приближения, минимизирующего вклад шумов, — евклидовой нормы

матрицы Xjk. К сожалению, однозначного разложения не существует, и оно определено
с точностью до смены базиса векторов fi. В зависимости от типа задачи применяются

различные подходы. Самый простой из них — метод ГК (МГК), в котором последова-
тельно осуществляется поиск ортогональных векторов fi по мере уменьшения их вкладов
в результирующую матрицу. Наиболее часто для этого используется нелинейный итера-
тивный метод наименьших квадратов (NIPALS), последовательно находящий наилучшее
приближение матрицы остатков [10]. Из-за ортогональности ГК их затруднительно свя-
зать со спектрами реальных флуорофоров, а ввиду неоднозначности разложения точное их
определение представляет собой нетривиальную задачу [11]. Однако для нас важно, что с
помощью МГК возможно с хорошей точностью найти разложение вида (1) и оценить ко-
личество ГК N , т. е. получить такое их число, чтобы матрица шумов была с достаточной
для исследователя точностью мала. Если при этом окажется, чтоM > N , т. е. количество
флуорофоров меньше количества измеренных спектров, это будет означать, что спектр,
полученный при использовании любой длины волны возбуждения, можно представить в
виде линейной комбинации главных компонент, вычисленных без его участия, чем мы

воспользуемся для замещения повреждённых участков спектров.
Измерение спектров. Принципиальная схема экспериментальной установки представ-

лена на рис. 1, a. В качестве источника возбуждения использовалась лазерная система

VIBRANT (HE) 355 II + UV (OPOTEK, Inc., США) с оптическим параметрическим ге-
нератором (OPO). Лазерный пучок оптически фильтровался с применением двух сфери-
ческих зеркал и диафрагмы для отсечения рассеянного света от системы OPO. Делитель
оптического пучка направлял лазерное излучение на образец и фотодиод для измерения

энергии импульса. Исследуемый образец помещали в плоскую кювету из нержавеющей

стали. Размер лазерного пятна на поверхности образца составлял 5× 10 мм. Сферическое
зеркало направляло флуоресцентный сигнал на спектрометр Acton SpectraPro SP2300 с
ПЗС-матрицей Pixis 256 (Princeton Instruments, США) для регистрации спектра образ-
ца. Фильтр высоких частот с пределом коротковолнового диапазона 300 нм расположен
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перед входной щелью спектрометра для отсечения лазерного излучения с целью защиты

спектрометра. Всё оборудование помещено в тёмный ящик и защищено от рассеянного
света.

Длины волн возбуждения сканировали в диапазоне от 210 до 290 нм с шагом 10 нм.
Спектры флуоресценции регистрировали с разрешением 0,5 нм для каждой длины волны
возбуждения. В результате для всех исследованных образцов регистрировали спектраль-
ные данные в виде матриц возбуждения-эмиссии (рис. 1, b). Матрицы нормировали на

максимум интенсивности и представляли в виде каскадной диаграммы, в которой дли-
на волны флуоресценции находится на горизонтальной оси, интенсивность излучения —
на вертикальной, а зависимость от длины волны возбуждения представлена диагональ-
ным сдвигом, где каждый спектр соответствует длине волны возбуждающего излучения
от 210 до 290 нм.

Для демонстрации возможных артефактов измерений использовали наиболее удобные

для этой цели образцы: пластик (неокрашенный полипропилен) и гомогенизированную
ткань аорты коровы, разведённую физиологическим раствором в соотношении 1 : 1000.
Как можно видеть (см. рис. 1, b), спектры действительно состоят из множества широ-
ких спектральных полос, которые накладываются друг на друга. При изменении длины
волны возбуждающего излучения спектр ЛИФ меняется, что говорит о том, что в его фор-
мировании участвуют несколько флуорофоров, но из-за взаимного перекрытия их спектров
визуально разделить их не представляется возможным.

Результаты.
Примеры артефактов измерений. К нарушению целостности данных матриц

возбуждения-эмиссии флуоресценции могут приводить разнообразные причины. Это мо-
гут быть случайные, вовремя необнаруженные эффекты, такие как солнечная активность
и воздействие космических частиц на матрицу фотодетектора, случайные засветки. В то
же время возможны систематические ошибки, последствия которых нельзя устранить по-
вторными измерениями. Авторам данной работы приходилось сталкиваться с описанными
ниже эффектами.

Возможность перестраивать длину волны лазерного излучения в ультрафиолетовом

диапазоне в описанной выше установке приводит к своим ограничениям. Поскольку уль-
трафиолетовое излучение генерируется в ней путём удвоения частоты излучения, полу-
ченного с помощью оптопараметрического преобразования, на выходе присутствуют два
пучка: один с искомой длиной волны, другой— с излучением накачки с удвоенной длиной

волны и на порядок большей интенсивностью. Так как длина волны обоих пучков меняется
при перестройке, отделить один пучок от другого пассивным фильтром во всём диапазоне
длин волн не представляется возможным. Для этой цели в конструкции лазера на выхо-
де предусмотрен монохроматор, разделяющий пучки с помощью призмы. Однако высокая
интенсивность исходного пучка приводит к тому, что рассеянное на элементах монохро-
матора излучение накачки распространяется в направлении рабочего пучка. Оптическая
фильтрация (см. рис. 1) частично помогает решить эту проблему. Тем не менее, хотя
интенсивность прошедшего излучения накачки в результате принятых мер существенно

уменьшается, при регистрации слабых сигналов флуоресценции она может вносить суще-
ственный вклад в спектр (рис. 2). Здесь представлены примеры спектров полипропилена,
полученные с использованием длин волн возбуждающего излучения 270 и 280 нм. Излуче-
ние накачки присутствует в виде пиков с максимумами на длинах волн 540 и 560 нм со-
ответственно. Высокая интенсивность этих пиков приводит к тому, что значимый сигнал
флуоресценции сравним по интенсивности с широким основанием пика, определяющимся
аппаратной функцией дифракционной решётки.

Описанную выше проблему можно было бы решить подбором индивидуального филь-
тра для каждой длины волны возбуждающего излучения, однако для коротковолнового
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Рис. 2. Примеры влияния излучения накачки на регистрируемые спектры флу-
оресценции: a — исходный спектр полностью, b — увеличенный фрагмент
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Рис. 3. Примеры влияния рассеяния на регистрируемые спектры

ультрафиолетового излучения это проблематично. Кроме того, возможны другие явления,
от которых невозможно избавиться правильной подготовкой возбуждающего излучения.

При регистрации слабых сигналов на спектры флуоресценции могут также накла-
дываться пики комбинационного рассеяния лазерного излучения. На рис. 3 представлены
спектры суспензии гомогенизированной ткани аорты коровы. При возбуждении флуорес-
ценции излучением с длинами волн 280 и 290 нм в регистрируемых спектрах, помимо
сигнала флуоресценции, присутствуют пики комбинационного рассеяния на длинах волн
306 и 320 нм соответственно. В этом случае отделить один сигнал от другого оптическими
методами невозможно.
Коррекция ошибок. Как показывает опыт, в измеренных матрицах возбуждения-

эмиссии могут присутствовать артефакты различной природы, однако общим для них
является зависимость их спектра от длины волны возбуждающего излучения. Замену по-
вреждённых участков спектра можно проводить, используя аппроксимацию удобной функ-
цией, например полиномом подходящей степени. Недочётом таких методов является появ-
ление ошибок, связанных с недостаточно точным описанием реальных спектров выбранной
функцией. Особенно такие ошибки возникают при наличии точек перегиба на повреждён-
ном участке.
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Однако, как было отмечено выше, с учётом природы флуоресценции возможно пол-
ное восстановление данных из повреждённых участков спектра, поскольку матрицы

возбуждения-эмиссии являются набором коррелирующих данных. Каждый спектр для
каждой длины волны возбуждающего излучения представляет собой линейную комбина-
цию спектров отдельных флуорофоров, присутствующих в образце. При этом, благодаря
быстрой колебательной релаксации, спектр каждого из флуорофоров не зависит от длины
волны возбуждающего излучения. Вместе с тем эффективность возбуждения каждого из
них меняется с изменением длины волны возбуждающего излучения, чем и обусловлено
изменение при этом общего суммарного спектра. Таким образом, независимо от длины
волны возбуждения отдельного образца спектр будет представлять собой линейную ком-
бинацию из одних и тех же компонент (1). Точное определение спектров чистых флуоро-
форов представляет собой нетривиальную задачу [11], однако определение описывающего
все различия набора спектров может быть получено МГК. Оказалось, что общее количе-
ство компонент в исследованных матрицах, как правило, не превышает четырёх. При этом
в диапазоне длин волн излучения, возбуждающего флуоресценцию этих компонент, воз-
можно проведение измерений в большем количестве, чем количество компонент (в нашем
случае — девяти, лазерное излучение изменяли в диапазоне 210–290 нм с шагом 10 нм).
Таким образом, поведение спектра на повреждённом участке возможно восстановить, ис-
пользуя спектры, полученные с помощью других длин волн возбуждающего излучения,
где эти участки не повреждены.

Процедура восстановления заключается в следующем.
1. Определяется участок, который необходимо заменить. В нашем случае он заранее

известен — это пики излучения накачки и рассеяния. В общем случае исследователь дол-
жен определить его после установления природы появления ошибок в спектрах. Для этого
может быть эффективен МГК. Общим для всех артефактов измерения является их возник-
новение только на единственном спектре в матрице возбуждения-эмиссии. Таким образом,
если значимых ГК больше, чем можно обоснованно предполагать, и среди них присутству-
ет такая, вклад которой существенно выше на единственной длине волны возбуждения,
чем на любой другой, значит, спектр, полученный с использованием этой длины волны,
нуждается в коррекции в области, где ГК принимает экстремальные значения.

2. Для этого участка и его дополнительной окрестности находятся ГК, с необходимой
точностью описывающие все прочие спектры, кроме восстанавливаемого. Поскольку для
других длин волн возбуждения данные на этом участке спектра не повреждены, найденные
ГК будут без ошибок, с точностью до шумов экспериментальной установки, описывать и
восстанавливаемый спектр.

3. Проводится сшивка путём нахождения методом наименьших квадратов линейной
комбинации ГК, наилучшим образом описывающей дополнительную окрестность.

4. На выбранном участке данные заменяются определённой в п. 3 линейной комбина-
цией.

На рис. 4, a представлен результат подобного восстановления данных в спектре по-
липропилена, полученного с помощью излучения с длиной волны 270 нм. Спектр нуж-
дался в коррекции в диапазоне длин волн 500–550 нм. Для сшивки применялись окрест-
ности 450–500 и 550–600 нм и четыре главные компоненты, вычисленные нелинейным
итерационным методом наименьших квадратов для области 450–600 нм по восьми спек-
трам, полученным с использованием длин волн возбуждающего излучения 210–260 и
280–290 нм. Видно, что результат хорошо согласуется со спектром, полученным с при-
менением дополнительной фильтрации возбуждающего излучения абсорбционным филь-
тром УФС1, пропускающим основное излучение и существенно ослабляющим излучение
накачки. Как уже упоминалось, из-за широкого диапазона изменения длины волны ультра-
фиолетового излучения подобное решение затруднительно провести для всех длин волн,
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Рис. 4. Сравнение спектров: исходного и восстановленного (a), исходного и спектра
с применением дополнительной фильтрации возбуждающего излучения (b)
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Рис. 5. Сравнение исходного и скорректированных спектров при влиянии рас-
сеяния на регистрируемые спектры при возбуждении 280 (a) и 290 нм (b)

особенно в коротковолновом диапазоне. Причём при использовании фильтра уровень шу-
мов возрастает, поскольку он заметно ослабляет и лазерное излучение.

Кроме того, возможны ситуации, когда от паразитного сигнала нельзя избавиться
оптическими методами. В отличие от внешнего излучения накачки (в примере с рассе-
янием он возникает непосредственно в образце), его пики накладываются на сигнал от
флуоресценции. В результате эти пики не могут быть убраны фильтрами и существен-
но осложняют анализ непосредственно флуоресценции. Тем не менее предлагаемый метод
позволяет восстановить повреждённые участки спектра. Так, на рис. 5 представлены вос-
становленные спектры флуоресценции суспензии гомогенизированной ткани аорты коровы

при использовании длин волн возбуждения 280 и 290 нм, в которых полностью отсутству-
ют сигналы рассеяния.

Заключение. Предложен способ очистки данных матриц возбуждения-эмиссии флуо-
ресценции от случайных и систематических артефактов измерения, основанный на методе
главных компонент. Способ опирается на такое свойство флуоресценции, как независи-
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мость спектров отдельных флуорофоров от длины волны возбуждающего излучения. Бла-
годаря этому он даёт результаты, сравнимые со специальными техническими решениями,
однако, отличается универсальностью и не зависит от природы появляющихся артефак-
тов.
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