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Биолюминесценция и флуоресценция – хорошо изученные типы люминесценции, различ- 

ные по своему механизму. При биолюминесценции излучение света происходит за счёт выделения 

энергии в виде фотонов при протекании химической реакции между молекулами фермента и суб- 

страта (люциферина). В то время как при флуоресценции молекулы не могут сами произвести фо- 

тоны – сначала должно произойти поглощение агентом внешнего света с меньшей длиной волны 

(переход в возбуждённое состояние). Явления флуоресценции и биолюминесценции широко при- 

меняются в сфере биовизуализации, так как позволяют создавать световые маркеры для картирова- 

ния расположения заданных клеток, для определения наличия и концентрации заданных веществ. 

Они незаменимы для таких анализов, как, например, биовизуализация раковых опухолей [1]. Тем 

не менее, каждое из упомянутых явлений при использовании имеет как ряд достоинств, так и ряд 

ограничений. 

При любом люминесцентном анализе биологического образца присутствует фоновый сиг- 

нал, который исходит от рассматриваемого образца. В случае флуоресценции, этот сигнал появля- 

ется из-за воздействия внешнего волнового возбуждения не только на введённые флуоресцирующие 

агенты, но и на флуоресцирующие вещества (например, флавины, липофусцин), которые в норме 

встречаются в биологических образцах. Серьёзным преимуществом биолюминесценции с исполь- 

зованием системы фермент-люциферин является слабый фоновый сигнал [2], так как при таком ана- 

лизе не требуется внешнее волновое возбуждение. По этой причине, нижний предел измерений при 

использовании биолюминесценции ниже, чем при использовании флуоресценции, и, следовательно, 

биолюминесцентная визуализация позволяет регистрировать меньшие концентрации люминесци- 

рующих агентов. 

Недостатком биолюминесцентной визуализации является то, что системы фермент-люци- 

ферин излучают свет, лежащий в видимой области спектра, который может быть поглощён хромо- 

форами (например, гемоглобином, меланином) в составе биологических образцов [3]. Спектр по- 

глощения органов и тканей смещён в коротковолновую область, поэтому при измерениях in vivo 

или образцов с большой толщиной, световые волны от биолюминесценции могут затухать до мо- 

мента достижения поверхности, и вероятность их зарегистрировать понижается. С другой стороны, 

при флуоресцентной визуализации данная проблема может быть легко решена, так как многие флу- 

оресцирующие агенты, такие как флуоресцентные красители, белки или квантовые точки могут 

иметь пик излучения в ближней инфракрасной области, где большинство биологических объектов 

являются оптически прозрачными. 

Чтобы собрать воедино преимущества двух подходов к биовизуализации, был рассмотрен 

биолюминесцентный резонансный перенос энергии (BRET), являющийся своеобразным объедине- 

нием явлений биолюминесценции и флуоресценции [4]. При BRET происходит взаимодействие лю- 

циферина со структурой фермент-флуоресцирующий агент. Энергия, излучаемая в процессе био- 

люминесценции, остаётся в системе и переносится на флуоресцирующий агент, вызывая протекание 

флуоресценции. Такая схема анализа даёт слабый фоновый сигнал, а излучаемые световые волны 
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смещены в длинноволновую область и не подвергаются сильному затуханию в образце. В качестве 

флуоресцирующего агента в такой системе широко распространено применение квантовых точек – 

группы наночастиц, движение носителей зарядов в которых ограничено по всем трём измерениям. 

Их преимущество состоит в высоком квантовом выходе и широких возможностях для модификации 

поверхности [5]. 

Однако, несмотря на успешность использования BRET, в литературных источниках мало 

данных об оптимальных условиях построения и применения системы из люциферина и конъюгата 

люциферазы с квантовой точкой. В данной работе была проведена оптимизация реакции конъюга- 

ции квантовых точек с люциферазой NanoLuc [6]. Были использованы квантовые точки, различаю- 

щиеся по размеру и свойствам, с целью распространения применения данной реакции. Высокая 

устойчивость люциферазы NanoLuc, по сравнению с другими существующими люциферазами, поз- 

волила провести сравнение эффективности (с точки зрения интенсивности BRET) конъюгации в 

широком диапазоне условий взаимодействия. Люцифераза NanoLuc излучает световые волны дли- 

ной 450 нм в процессе реакции с субстратом (коэлентеразином h). В то время как с помощью систем, 

полученных в данной работе, был произведён переход к волнам длиной около 680 нм. Особенно 

перспективные результаты показали 2 пары люциферазы с квантовыми точками. 

Полученные конъюгаты открывают новые возможности для менее инвазивной оптической 

биовизуализации in vivo, например, при определении наличия и расположения онкологических но- 

вообразований. В дальнейшем планируется изучение in vivo безопасности полученных коньюгатов 

и рассмотрение вариантов применения разработанной системы с BRET, путём добавления сторон- 

них молекул в путь переноса энергии между люциферазой и квантовой точкой, с целью использо- 

вать полученные агенты в области in vitro и in vivo биосенсорики. 
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