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�
Введение





В широких областях физики, химии, биологии и др. наук для обнаружения и изучения различных свойств объектов используются флуоресцентные методы (измерение затухания флуоресценции).


Это достаточно сложный процесс, так как эти величины обычно составляют (10 нс, поэтому требуется использование сверхбыстрых электронных устройств и детекторов. Однако из-за важности этих данных много усилий было затрачено на разработку надежных способов измерения времени затухания флуоресценции.


Для подтверждения предполагаемого закона затухания флуоресценции � EMBED Equation.2  ���, проводят расчеты величин � EMBED Equation.2  ���, сравнивают их с наблюдаемым затуханием и определяют среднеквадратичное отклонение, в которое входит статистический весовой фактор. Важно использовать подходящие статистические весовые факторы; в противном случае не избежать серьезных ошибок.


Точность подбора иллюстрируется близостью совпадения экспериментальных с расчетными данными. Сильное перекрывание этих кривых мешает визуальному анализу данных. Поэтому было разработано несколько методов, позволяющих исследователю идентифицировать различия между � EMBED Equation.2  ��� и � EMBED Equation.2  ���. Одним из методов является анализ разностей � EMBED Equation.2  ���. Для разности между рассчитанными  и экспериментальными значениями случайным образом распределены около нуля, что указывает на хорошее совпадение. Случайное распределение этих величин говорит о том, что экспериментальная кривая адекватно описывает предполагаемый закон затухания.


Цель работы является разработка алгоритмов (формул) формирования весовых факторов .


�
 Измерение времени затухания флуоресценции





Флуоресценция (флюоресценция) - люминесценция ( испускание фотонов из электронно-возбужденных состояний ), затухающая в течении короткого времени. По механизму преобразования энергии возбуждения флуоресценции, как правило, является спонтанной люминесценцией, поэтому ее длительность определяется временем жизни на возбужденном уровне энергии.


Время затухания флуоресценции вещества обычно представляет собой средний промежуток времени, в течении которого молекула остается в возбужденном состоянии, прежде чем вернуться в основное состояние. Во флуоресцентной спектроскопии очень часто приходится измерять время жизни, поскольку из таких данных можно найти: частоту столкновений с молекулами тушителей, скорость переноса энергии, скорость реакции в возбужденном состоянии; кроме того это необходимо при расчете времен вращательной корреляции из анизотропии флуоресценции.


Существует два широко используемых метода измерения затухания флуоресценции: импульсный и фазово-модуляционный (или гармонический). В импульсном методе образец освещают короткими импульсами света и измеряют зависимость интенсивности флуоресценции во времени. В гармоническом методе образец возбуждают синусоидально модулированным светом. Фазовый сдвиг и степень демодуляции испускания по отношению к падающему свету используют для расчета времени затухания. 





Импульсные измерения времени затухания флуоресценции.





Рассмотрим возбуждение флуорофора бесконечно коротким импульсом света, приводящее к первоначальной заселенности возбужденного состояния флуорофоров (� EMBED Equation.2  ���). Скорость гибели первоначально возбужденных молекул равна:


� EMBED Equation.2  ����
(1)�
�
где � EMBED Equation.2  ��� - число возбужденных молекул спустя время t после возбуждения; � EMBED Equation.2  ���- скорость испускания; � EMBED Equation.2  ���- константа скорости безизлучательной гибели.


Подставляя начальное значение � EMBED Equation.2  ��� при � EMBED Equation.2  ��� и интегрируя уравнение (1), получаем:


� EMBED Equation.2  ����
(2)�
�
где � EMBED Equation.2  ��� - время жизни возбужденного состояния.


Следовательно интенсивность флуоресценции � EMBED Equation.2  ���, которая пропорциональна заселенности возбужденного состояния � EMBED Equation.2  ���, затухает экспоненциально (рис.1,а). Время флуоресценции обычно приравнивается к времени, необходимому для уменьшения интенсивности в � EMBED Equation.2  ��� раз, по отношению к первоначальной величине, и оно равно � EMBED Equation.2  ���. Иначе говоря, время жизни можно определить из наклона зависимости � EMBED Equation.2  ��� от � EMBED Equation.2  ��� (рис.1,б).


Время жизни можно также рассматривать как средний промежуток времени, в течении которого молекула находится в возбужденном состоянии. Такая средняя величина определяется выражением:


� EMBED Equation.2  ����
(3)�
�
Видно что знаменатель равен � EMBED Equation.2  ���. Интегрируя числитель по частям, находим, что он равен � EMBED Equation.2  ���.


�


Рис.1. Графическое изображение зависимостей в импульсных методах измерения времени жизни.





Следовательно, для экспоненциальной гибели среднее время, в течении которого флуорофор находится в возбужденном состоянии, равно его времени жизни:


� EMBED Equation.2  ����
(5)�
�
Важно отметить, что уравнение (5) несправедливо для более сложных законов затухания, в частности для много- или неэкспоненциального распада. Среднее время жизни всегда можно рассчитать на основе наблюдаемого закона затухания, используя уравнение (4). Однако среднее время жизни может быть сложной функцией параметров, описывающих действительный закон затухания.


При измерении времен затухания флуоресценции импульсным методом необходимо количественно измерять затухания интенсивности флуоресценции с временным разрешением. Такие измерения трудны по нескольким причинам. Во-первых, доступные источники света дают импульсы длительностью в несколько наносекунд, поэтому простую теорию, описываемую уравнениями (1) и (2), применять нельзя. Вместо этого наблюдаемое затухание флуоресценции необходимо исправлять на длительность импульса лампы. Такую же процедуру обычно называют сверткой, но реально используют метод итерационной свертки. Трудности, вызванные конечной длительностью импульса, могут быть сведены к минимуму при использовании пикосекундных импульсных лазеров. Однако такое оборудование технически сложно и дорогостояще и поэтому не столь широко доступно. К счастью, благодаря использованию операции обратной свертки можно измерять время жизни в 1 нс при длительности вспышки лампы 2 нс, при условии постоянства формы вспышки для большого числа импульсов.


Вторая трудность при измерении времен затухания импульсным методом вызвана сложностью измерения полной кинетики затухания при использовании только одного возбуждающего импульса. Такие измерения потребовали бы системы регистрации с большим коэффициентом усиления и с субнаносекундным временным разрешением. Чтобы обойти эту трудность, образец обычно возбуждают повторяющимися импульсами. Естественно, что при этом время между импульсами должно быть примерно в пять раз больше времени затухания для того, чтобы сигналы флуоресценции от двух последовательных импульсов не накладывались. При периодически повторяющихся импульсах затухание флуоресценции регистрируют либо стробоскопическим методом, либо методом счета фотонов. Применение таких методов позволяет обойтись без системы, необходимой для измерения полной кривой затухания при возбуждении единственным импульсом.


В стробоскопическом методе фотоумножитель периодически включается на короткое время в течении затухания флуоресценции. Использование пульсирующего напряжения увеличивает коэффициент усиления ФЭУ на короткий период времени, когда происходит затухание флуоресценции (обычно 0,2(1 нс). Время подачи этого анализирующего импульса постепенно смещается таким образом, что после каждого последовательного импульса регистрируются различные участки кривой затухания. Если интенсивность и форма возбуждающего импульса постоянны, при большом числе стробирующих импульсов, каждый из которых регистрируют через разные промежутки времени после возбуждения, можно получить полную кривую затухания флуоресценции во времени.


Метод счета фотонов используют более широко, чем описанный выше метод стробирования. Образец также возбуждают световым импульсом, но регистрирующая система измеряет время между этим импульсом и приходом первого фотона. Интенсивность света можно подобрать таким образом, чтобы на каждые 20 импульсов наблюдался лишь один фотон. Такая низкая скорость счета нужна для того, чтобы быть уверенными, что на каждый импульс, для которого фотон подсчитывают, приходится только один фотон. Если число фотонов на импульс больше, закон затухания искусственно сдвигается в сторону более коротких времен. Это происходит по тому, что подсчитывается лишь первый из пришедших фотонов. Когда приходит только один фотон, время его прихода отражает действительный закон затухания. Если же приходит много фотонов, в целом закон затухания сохраняется, но кривая затухания представляет собой распределение времен прихода, так как первый фотон приходит раньше, чем средний. Время между возбуждающим импульсом и приходом первого фотона измеряют для большого числа фотонов, обычно около 106.


Целью описанных выше измерений является выявление изменения интенсивности флуоресценции во времени � EMBED Equation.2  ���. Для единственного флуорофора, затухание которого происходит по экспоненциальному закону, находят, что:


� EMBED Equation.2  ����
(6)�
�
где � EMBED Equation.2  ��� - интенсивность флуоресценции в момент времени � EMBED Equation.2  ���.


Часто кривые затухания нельзя описать единственной экспонентой. В этих случаях наблюдаемую кинетику обычно можно представить в виде суммы экспонент:


� EMBED Equation.2  ����
(7)�
�
где � EMBED Equation.2  ��� - предэкспоненциальный коэффициент, определяющий относительный вклад в кривую затухания компоненты с временем затухания � EMBED Equation.2  ���.


Необходимо понимать, что в зависимости от природы исследуемого образца величины � EMBED Equation.2  ��� и � EMBED Equation.2  ��� могут иметь физический смысл, а могут и не иметь его. Например, затухание флуоресценции может быть не экспоненциальным, т.е. его нельзя правильно описывать суммой экспонент. Не экспоненциальные законы затухания ожидают и часто наблюдают для флуорофоров, когда происходит либо тушение по механизму переноса энергии, либо процесс релаксации растворителя. Всегда можно подобрать для измеренного затухания уравнение, аналогичное (7), и при этом для описания экспериментального наблюдаемой кривой обычно достаточно двух или трех компонент. В этих случаях подобранные параметры (� EMBED Equation.2  ��� и � EMBED Equation.2  ���) не обязательно соответствуют какому-либо из спектральных свойств исследуемой молекулы или образца. Не следует предполагать, что величины � EMBED Equation.2  ��� и � EMBED Equation.2  ��� представляют собой единственные компоненты для образца, если нет других факторов, подтверждающих такую интерпретацию.





Анализ кривых затухания флуоресценции





Кривые затухания флуоресценции измеряют для того, чтобы определить импульсную функцию отклика � EMBED Equation.2  ���. Это то затухание, которое наблюдалось бы для бесконечно короткого возбуждающего импульса, либо импульса, имеющего длительность, намного меньшую времени затухания флуоресценции образца. К сожалению, часто длительности импульсов сравнимы с временем затухания, что показано на рис.2 для случая фосфолипидных везикул, помеченных зондом 2-толуидинил-6-нафталинсуль-фоновой кислоты (TNS). Из-за конечной длительности лампы вспышки не определяется нулевой момент времени, и поэтому для определения времени затухания нельзя просто оценить интенсивность на уровне � EMBED Equation.2  ���. Далее испускание данного образца нельзя представить с помощью одно-экспоненциального закона затухания, что опять ограничивает возможность определения интенсивности на уровне � EMBED Equation.2  ���, а также возможности подсчета наклона зависимости � EMBED Equation.2  ��� от � EMBED Equation.2  ���.


Зависимость интенсивности вспышки от времени � EMBED Equation.2  ��� обычно определяют в отдельном эксперименте. Поскольку форма вспышки меняется со временем, измерения необходимо проводить непосредственно до или после измерения затухания флуоресценции. Обычно � EMBED Equation.2  ��� измеряют, используя раствор, рассеивающий свет. 


Пусть � EMBED Equation.2  ��� - наблюдаемое затухание флуоресценции и нам необходимо определить из данных � EMBED Equation.2  ��� и � EMBED Equation.2  ��� функцию отклика � EMBED Equation.2  ���. Известно, что � EMBED Equation.2  ��� определяется сверткой вспышки с функцией отклика образца, а именно:


� EMBED Equation.2  ����
(8)�
�
Импульс лампы можно рассматривать как большое число коротких импульсов, приходящих во время � EMBED Equation.2  ��� и имеющих равную длительность � EMBED Equation.2  ��� (причем � EMBED Equation.2  ��� гораздо меньше времени затухания флуоресценции образца). Каждый такой импульс вызывает импульсный отклик образца:


� EMBED Equation.2  ��� � EMBED Equation.2  ����
(9)�
�
Член � EMBED Equation.2  ��� появляется потому, что затухание флуоресценции необходимо рассматривать по отношению к моменту возбуждения, которое в данном случае равно � EMBED Equation.2  ���. Ясно, что для � EMBED Equation.2  ��� � EMBED Equation.2  ���. Измеряемое затухание является суммой этих индивидуальных импульсов:


� EMBED Equation.2  ����
(10)�
�



�


Рис.2. Графическое выражение закона затухания флуоресценции фосфолипидных везикул.


1 - измеренная форма вспышки лампы; 2- затухание флуоресценции образца. Кривая 3 полностью совпадающая с кривой 2, - рассчитанная величина � EMBED Equation.2  ���, полученная с использованием трехкомпонентного анализа. Кривая 4 - отклонение в процентах � EMBED Equation.2  ���. На вставке изображена автокорреляционная функция разностей � EMBED Equation.2  ���, с помощью которой регистрируют систематическое отклонение � EMBED Equation.2  ��� от � EMBED Equation.2  ���.





Когда � EMBED Equation.2  ��� приближается к нулю, уравнение (10) преобразуется в интеграл свертки, описываемый уравнением (8). Для удобства выбираем переменную таким образом, чтобы в функцию отклика не входил член � EMBED Equation.2  ���. Используя замену переменной � EMBED Equation.2  ���, получаем из уравнения (8):


� EMBED Equation.2  ����
(11)�
�
Задача состоит в определении импульсной функции отклика из данных свертки.





Анализ затухания флуоресценции методом наименьших квадратов.





Было предложено множество методов расчета импульсной функции отклика � EMBED Equation.2  ��� из измеренных кривых затухания � EMBED Equation.2  ��� и профиля вспышки � EMBED Equation.2  ���. Для большинства целей, вероятно, наиболее надежные результаты можно получить с помощью метода наименьших квадратов, используемого и в имеющихся в продаже устройствах для обработки данных. До настоящего времени этот способ наиболее широко применяли для данных, полученных методом счета единичных фотонов.


Основу метода наименьших квадратов составляет расчет ожидаемой величины � EMBED Equation.2  ��� из подобранных значений � EMBED Equation.2  ��� и � EMBED Equation.2  ��� [уравнение (7)]. В частности, рассчитывая интеграл свертки (11), используя предполагаемые значения � EMBED Equation.2  ���,� EMBED Equation.2  ��� и измеренный профиль вспышки лампы. Рассчитанные величины � EMBED Equation.2  ��� сравнивают с наблюдаемыми � EMBED Equation.2  ���. Значения � EMBED Equation.2  ��� и � EMBED Equation.2  ��� варьируют до получения наилучшего совпадения расчетных и экспериментальных кривых. Среднеквадратичное отклонение � EMBED Equation.2  ��� находят по формуле:


� EMBED Equation.2  ����
(12)�
�
, где � EMBED Equation.2  ����
(13)�
�
� EMBED Equation.2  ��� - представляет собой статистический весовой фактор для учета ожидаемых погрешностей для каждого значения � EMBED Equation.2  ���.


Если для метода счета единичных фотонов принять Пуассоновский шум, как априорный, тогда дисперсия � EMBED Equation.2  ��� может быть вычислена следующим образом:


� EMBED Equation.2  ����
�
�
Важно использовать подходящие весовые факторы; в противном случае не избежать серьезных ошибок. Минимальное значение � EMBED Equation.2  ��� указывает на наилучшее совпадение. Если � EMBED Equation.2  ���, говорят о плохом совпадении, при � EMBED Equation.2  ��� - о хорошем.


Этот способ часто называют обратной сверткой, что является неточным. В действительности предполагаемый закон затухания подвергают свертке с � EMBED Equation.2  ���, а результат сравнивают с � EMBED Equation.2  ���. Таким образом, он представляет собой одну из итерационных повторяющихся сверток. Безусловно, необходимо использовать компьютер, поскольку требуется проводить множество вычислений.


Данные по затуханию флуоресценции для 9-цианоантрацена показаны на рис.3. Слева изображена кривая затухания и наилучшим образом подобранная одноэкспоненциальная кривая (11,8 нс). Они перекрываются практически полностью. Точность подбора иллюстрируется близостью совпадения � EMBED Equation.2  ��� с расчетными данными. Сильное перекрывание этих кривых мешает визуальному анализу данных. Поэтому было разработано несколько методов, позволяющих исследователю идентифицировать различия между � EMBED Equation.2  ��� и � EMBED Equation.2  ���. Одним из методов является анализ разностей � EMBED Equation.2  ���. Для 9-цианоантрацена разности между рассчитанными (одна экспонента, � EMBED Equation.2  ���=11,8 нс) и экспериментальными значениями случайным образом распределены около нуля, что указывает на хорошее совпадение. Такое случайное распределение также иллюстрируется автокорреляционной функцией разностей, которая изображена на вставке. Случайное распределение этих величин говорит о том, что � EMBED Equation.2  ��� адекватно описывает предполагаемый закон затухания.





�


Рис.3. Затухания флуоресценции 9-цианоантрацена в этаноле.


Разности и автокорреляционная функция (приведена на вставке) рассчитаны для одноэкспоненциального затухания с временем жизни 11,8 нс (левая часть рисунка). Справа приведены данные, полученные в предложении двухэкспоненциального закона затухания.





В правой части рис.3 приведены аналогичные данные, но закон затухания предполагается двухэкспоненциальным:


� EMBED Equation.2  ����
(14)�
�
С помощью вычислительной техники рассчитывают интеграл:


� EMBED Equation.2  ����
(15)�
�
 и рассчитывают его с � EMBED Equation.2  ���. Затем варьируют величины � EMBED Equation.2  ���,� EMBED Equation.2  ���,� EMBED Equation.2  ��� и � EMBED Equation.2  ��� до тех пор, пока � EMBED Equation.2  ��� не достигнет минимума. Для 9-цианоантрацена (рис.3) при усложнении вида предполагаемого закона затухания совпадение не улучшилось, что видно из аналогичных значений разностей и автокорреляционной функции. Это говорит о том, что затухание 9-цианоантрацена адекватно описывается одной экспонентой.





Метод преобразования Лапласа.





Для анализа кривых затухания данный метод имеет преимущество перед методом свертки. Преобразование Лапласа функции � EMBED Equation.2  ��� определяется выражением:


� EMBED Equation.2  ����
(16)�
�
где � EMBED Equation.2  ��� - произвольно выбранная переменная.


Предположим, что две функции связаны с помощью свертки в данном интервале времени. Теорема свертки утверждает, что функции связаны в виде произведения в пространстве Лапласа. Применение этой теоремы к уравнению (11) дает:


� EMBED Equation.2  ����
(17)�
�
Преобразование Лапласа истинного закона затухания получают делением � EMBED Equation.2  ��� на � EMBED Equation.2  ���. Трудно провести обратное преобразование Лапласа � EMBED Equation.2  ���, для того чтобы получить � EMBED Equation.2  ���. Вместо этого данные анализируются в пространстве преобразования Лапласа. Преобразования Лапласа многоэкспоненциальной функции затухания определяется выражением:


� EMBED Equation.2  ����
(18)�
�
Используя этот метод, рассчитывают � EMBED Equation.2  ��� для � EMBED Equation.2  ��� значений � EMBED Equation.2  ���. Для двухэкспоненциального затухания используют четыре значения � EMBED Equation.2  ���. Получают ряд линейных уравнений [уравнение (8)], которое решают относительно � EMBED Equation.2  ��� и � EMBED Equation.2  ���.





Вычисление дисперсии сигнала в корреляционном анализе флуоресцентной спектроскопии.





Наиболее эффективно временная зависимость флуктуаций интенсивности характеризуется ее автокорреляционной функцией:


� EMBED Equation.2  ����
(19)�
�
где � EMBED Equation.2  ��� - количество подсчитанных фотонов за время � EMBED Equation.2  ���.


«Сигнал», в данном эксперименте, априорно имеет уровень корреляции выше , чем случайный корреляционный шум:


� EMBED Equation.2  ����
(20)�
�
отношение сигнал-шум вычисляется:


� EMBED Equation.2  ����
(21)�
�
где � EMBED Equation.2  ��� - экспериментальная оценка � EMBED Equation.2  ���,а � EMBED Equation.2  ��� - ее дисперсия.


Интервал времени � EMBED Equation.2  ��� разбивается на � EMBED Equation.2  ��� одинаковых каналов. Мы принимаем (предполагаем) что время � EMBED Equation.2  ��� должно быть намного меньше времени корреляции. А � EMBED Equation.2  ���-й канал центрирован на � EMBED Equation.2  ��� и характеризуется количеством фотонов � EMBED Equation.2  ���. Тогда можно подсчитать экспериментальную оценку � EMBED Equation.2  ���:


� EMBED Equation.2  ����
(22)�
�
для серий с разными задержками времени � EMBED Equation.2  ���. Существует несколько разных способов определения � EMBED Equation.2  ���. Далее рассмотрим три случая:


� EMBED Equation.2  ���   � EMBED Equation.2  ����
(23)�
�
В данном случае � EMBED Equation.2  ��� тогда � EMBED Equation.2  ���. В то же время, если � EMBED Equation.2  ���:


� EMBED Equation.2  ���   � EMBED Equation.2  ����
(24)�
�
где


� EMBED Equation.2  ����
(25)�
�
это экспериментальная оценка � EMBED Equation.2  ���.


� EMBED Equation.2  ���  � EMBED Equation.2  ����
(26)�
�
Дисперсия формулы � EMBED Equation.2  ��� - наиболее точно определяет соответствующе рассеивание точек в измеренной корреляционной функции. В то время как другие, показывают насколько точно определены данные. Формуле � EMBED Equation.2  ��� требуется дополнительно определить значение � EMBED Equation.2  ���. Это дает, как можно заметить, уменьшение дисперсии сигнала. Можно измерить � EMBED Equation.2  ���, а не � EMBED Equation.2  ���, но формула � EMBED Equation.2  ��� использует последнее. Можно подумать, что если взять точное значение � EMBED Equation.2  ���, то из выражение � EMBED Equation.2  ��� получатся лучшие результаты. Это вовсе не так. Для статистической интенсивности, дисперсия � EMBED Equation.2  ��� в некоторых случаях может иметь величину намного большую чем � EMBED Equation.2  ��� и � EMBED Equation.2  ���


Три основных шага для расчета дисперсии � EMBED Equation.2  ���:


� EMBED Equation.2  ��� записывают для корреляционной функции подсчитанных фотонов.


Эту корреляционную функцию записывают для корреляционной функции интенсивности света.


Окончательно: эту корреляционную функцию интенсивности оценивают с практически полученными данными.


Для каждого из трех случаев � EMBED Equation.2  ���, статистическое отклонение � EMBED Equation.2  ��� можно определить преобразованием дисперсии в формулу:


� EMBED Equation.2  ����
(27)�
�
Далее:


� EMBED Equation.2  ���


� EMBED Equation.2  ����
(28)�
�
для � EMBED Equation.2  ��� и � EMBED Equation.2  ���, можно получить:


� EMBED Equation.2  ����
(29)�
�
а также:


� EMBED Equation.2  ����
(30)�
�
и


� EMBED Equation.2  ����
(31)�
�
а также:


� EMBED Equation.2  ����
(32)�
�
Для случая � EMBED Equation.2  ���, возвращаясь к первоначальному виду � EMBED Equation.2  ���


� EMBED Equation.2  ����
(33)�
�
а также:


� EMBED Equation.2  ����
(34)�
�
Окончательно, комбинируя (10)и(12) получаем:


� EMBED Equation.2  ��


�� EMBED Equation.2  ���


� EMBED Equation.2  ���


� EMBED Equation.2  ����
(35)�
�



Весовые факторы в анализе анизотропии флуоресценции методом наименьших квадратов.





Для определение анизотропии затухания флюоресценции требуются измерения основных компонент поляризации флюоресценции: � EMBED Equation.2  ��� и � EMBED Equation.2  ���, соответственно вертикальной и горизонтальной. По этим составляющим вычисляются основные экспериментальные функции:


� EMBED Equation.2  ����
(36)�
�
� EMBED Equation.2  ����
(37)�
�
где � EMBED Equation.2  ��� - коэффициент коррекции:


� EMBED Equation.2  ����
�
�
где � EMBED Equation.2  ��� и � EMBED Equation.2  ��� средние значения интенсивности флуоресценции, соответственно, вертикально и горизонтально поляризованного испускания.


Для исключения ошибок, кривые � EMBED Equation.2  ��� и � EMBED Equation.2  ��� рассматриваются как свертка:


� EMBED Equation.2  ����
(38)�
�
� EMBED Equation.2  ����
(39)�
�
где � EMBED Equation.2  ��� и � EMBED Equation.2  ��� - затухание флуоресценции (отклик) после возбуждающего импульса, а � EMBED Equation.2  ��� - функция описывающая параметры аппаратуры (лампы вспышки), измеряется экспериментально. � EMBED Equation.2  ���  - представляет собой сумму экспонент [по аналогии с формулой (7)]:





� EMBED Equation.2  ����
(40)�
�
где � EMBED Equation.2  ��� - компонента затухания флуоресценции.


Значения параметров � EMBED Equation.2  ��� и � EMBED Equation.2  ��� - могут быть определены обратной сверткой из � EMBED Equation.2  ��� и � EMBED Equation.2  ���.


Для определения � EMBED Equation.2  ��� можно записать:


� EMBED Equation.2  ����
(41)�
�
где � EMBED Equation.2  ��� - затухание анизотропии:


� EMBED Equation.2  ����
(42)�
�
где � EMBED Equation.2  ��� - характеристическое корреляционное время.


Используя уравнения (40),(41),(42) можно записать:


� EMBED Equation.2  ����
(43)�
�
где


� EMBED Equation.2  ���, � EMBED Equation.2  ����
(44)�
�
Кривые � EMBED Equation.2  ���,� EMBED Equation.2  ��� и � EMBED Equation.2  ��� измеряются импульсным методом. Эти кривые содержат информацию о � EMBED Equation.2  ���,� EMBED Equation.2  ���,� EMBED Equation.2  ���, где � EMBED Equation.2  ��� - номер канала


Таким образом можно посчитать следующие значения:


� EMBED Equation.2  ���


� EMBED Equation.2  ����



(45)�
�
Величины � EMBED Equation.2  ��� и � EMBED Equation.2  ��� имеют распределение Пуассона. Тогда можно записать:


� EMBED Equation.2  ���


� EMBED Equation.2  ����
(46)�
�
где � EMBED Equation.2  ��� - дисперсия случайной величины � EMBED Equation.2  ���.


А � EMBED Equation.2  ��� и � EMBED Equation.2  ��� - имеют не пуассоновское распределение. Тогда:


� EMBED Equation.2  ����
(47а)�
�
� EMBED Equation.2  ����
(47б)�
�
� EMBED Equation.2  ����
(47в)�
�
где � EMBED Equation.2  ��� - ковариационная функция от � EMBED Equation.2  ���.


Используя экспериментальные значения из формулы (45) вычисляем:


� EMBED Equation.2  ���,�
(48)�
�
� EMBED Equation.2  ����
(49)�
�
где � EMBED Equation.2  ��� и � EMBED Equation.2  ��� - интервалы времени,


Параметры � EMBED Equation.2  ��� и � EMBED Equation.2  ��� из � EMBED Equation.2  ��� определяются из отношений расчетных:


� EMBED Equation.2  ����
(50)�
�
с экспериментальными:


� EMBED Equation.2  ����
(51)�
�
Используя (13)и(14),(15) можно записать:


� EMBED Equation.2  ����
(52)�
�
В данной формуле � EMBED Equation.2  ��� - известно, т.к. � EMBED Equation.2  ��� и � EMBED Equation.2  ��� тоже известны.


Используя метод наименьших квадратов, можно найти � EMBED Equation.2  ��� и � EMBED Equation.2  ��� минимизируя сумму:


� EMBED Equation.2  ����
(53)�
�
где � EMBED Equation.2  ��� - число точек (общее количество каналов) на экспериментальной кривой, а � EMBED Equation.2  ��� - оценочная дисперсия случайной величины представленной в � EMBED Equation.2  ��� (т.е. статистический весовой фактор).


Подставляя в выражения (10) и (11), и минимизируя ошибки, применяем к (16), получаем:


� EMBED Equation.2  ����
(54)�
�



�
ЗАКЛЮЧЕНИЕ





В выполненной работе были проанализированы работы различных ученых в данном направлении.


Данные по затуханию флуоресценции для 9-цианоантрацена показаны на рис.3. Слева изображена кривая затухания и наилучшим образом подобранная одноэкспоненциальная кривая (11,8 нс). Они перекрываются практически полностью. Точность подбора весовых факторов иллюстрируется близостью совпадения � EMBED Equation.2  ��� с расчетными данными. Сильное перекрывание этих кривых мешает визуальному анализу данных. Поэтому было разработано несколько методов, позволяющих исследователю идентифицировать различия между � EMBED Equation.2  ��� и � EMBED Equation.2  ���. Одним из методов явл
