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Αρχές Φθορισµού

• Φωταύγεια (Luminescence)
• Εκποµπή φωτονίων από διεγερµένες ηλεκτρονικές 
καταστάσεις (excited states)

• ∆ύο είδη φωταύγειας:
• Αποδιέγερση από µονήρη (singlet) διεγερµένη 
κατάσταση

• Αποδιέγερεση από τριπλή (triplet) διεγερµένη κατάσταση
• Μονήρεις και Τριπλές Καταστάσεις

• Θεµελιώδης κατάσταση (Ground state) – δύο ηλεκτρόνια 
ανά τροχιακό (orbital) µε αντίθετο σπιν σε ζεύγος

• Μονήρης διεγερµένη κατάσταση
• Το ηλεκτρόνιο στη ψηλότερη ενεργειακή κατάσταση έχει την 
αντίθετη κατεύθυνση σπιν από το ηλεκτρόνιο στο κατώτερο 
τροχιακό

• Τριπλή διεγερµένη κατάσταση
• Το διεγερµένο ηλεκτρόνιο µπορεί  αυτόµατα να αντιστρέψει το 
σπιν του. Αυτή η διαδικασία ονοµάζεται διασυστηµατική
διέλευση (intersystem crossing.) Τα ηλεκτρόνια και στα δύο 
τροχιακά έχουν τώρα την ίδια κατεύθυνση σπιν. 
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Αρχές Φθορισµού

• Τύποι εκποµπής
• Φθορισµός

• Επιστροφή από µονήρη 
διεγερµένη κατάσταση στη 
βασική κατάσταση (ground 
state) � δεν απαιτεί αλλαγή 
στον προσανατολισµό του 
σπιν (πιο συχνή από 
αποδιέγερση (relaxation))

• Φωσφορισµός
• Επιστροφή από τριπλή 
διεγερµένη κατάσταση στη 
βασική κατάσταση (ground 
state) � απαιτεί αλλαγή στον 
προσανατολισµό του σπιν

• Ο ρυθµός εκποµπής του 
φθορισµού είναι αρκετές 
τάξεις µεγέθους πιο γρήγορος 
από ότι του φωσφορισµού

• ∆ιάγραµµα ενεργειακών επιπέδων 
(∆ιάγραµµα Jablonski)
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Αρχές Φθορισµού

• Πληθυσµός των ενεργειακών 
καταστάσεων

• Η αναλογία των µορίων σε άνω 
και κάτω ενεργειακό επίπεδο

( )kT
E

n

n
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upper ∆−= exp

k=1.38*10-23 JK-1 (σταθερά Boltzmann)
∆E = Ενεργειακή διαφορά µεταξύ επιπέδων

So
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nupper

n lower
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Αρχές Φθορισµού

• ∆ιέγερση
• Φως απορροφάται
• Για αραιό δείγµα, ισχύει ο νόµος Beer-

Lambert
• Το µέγεθος του ε αντανακλά την πιθανότητα 
απορρόφησης

• Η εξάρτηση του ε ως προς το µήκος κύµατος 
αντιστοιχεί στο φάσµα απορρόφησης

• Αρχή Franck-Condon
• Η διεργασία απορρόφησης λαµβάνει 
χώρα σε µια χρονική κλίµακα (10-15 s) 
πολύ ταχύτερα από εκείνη της µοριακής 
δόνησης

( )A CLε λ=
ε = συντελεστή µοριακής απορρόφησης (molar 

absorption coefficient) - (M-1 cm-1)
C = συγκέντρωση (concentration) (Μ)
L  = µήκος διαδροµής (pathlength) (cm)

So

S1
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Αρχές Φθορισµού

• Μη εκπέµπουσα µετάβαση (non-
radiative relaxation)

• Το ηλεκτρόνιο προωθείται σε 
υψηλότερο επίπεδο δόνησης στην 
κατάσταση S1 από το επίπεδο 
δόνησης που ήταν στη βασική 
κατάσταση S0

• ∆ονητική απενεργοποίηση 
πραγµατοποιείται µέσω 
διαµοριακών συγκρούσεων

• Χρονική κλίµακα 10-12 s 
(γρηγορότερα από ότι η διαδικασία 
του φθορισµού)

So

S1
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Αρχές Φθορισµού

• Εκποµπή
• Το µόριο µεταβαίνει από το χαµηλότερο 
δονητικό ενεργειακό επίπεδο της 
διεγερµένης κατάστασης (S1) σε κάποιο 
δονητικό ενεργειακό επίπεδο της βασικής 
κατάστασης (10-9 s)

• Η ενέργεια του φωτονίου που εκπέµπεται 
είναι µικρότερη από εκείνη των 
προσπιπτόντων φωτονίων

• Φάσµα εκποµπής
• Για ένα δεδοµένο µήκος κύµατος διέγερσης, η 
µετάβαση των εκποµπών κατανέµεται µεταξύ 
διαφόρων δονητικών ενεργειακών επίπεδων 
του S0

• Για ένα µόνο µήκος κύµατος διέγερσης, 
παρουσιάζεται ένα φάσµα εκποµπής 
φθορισµού

So

S1
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Αρχές Φθορισµού

• Εκποµπή
• Μετατόπιση Stokes

• Φως φθορισµού µε µεγαλύτερο µήκος κύµατος 
σε σχέση µε το φως που απορροφάται (φως 
διέγερσης)

• Εσωτερική µετατροπή (Internal conversion) 
επηρεάζει µετατόπιση Stokes

• Ο διαλύτης και η σχέση των διεγερµένων 
καταστάσεων µπορεί επίσης να επηρεάσουν 
το µέγεθος της µετατόπιση Stokes

• Το µήκος κύµατος εκποµπής είναι 
ανεξάρτητο από το µήκος κύµατος 
διέγερσης

• Μετάβαση στο χαµηλότερο δονητικό 
ενεργειακό επίπεδο της S1

• Για ένα µόριο, το ίδιο µήκος κύµατος εκποµπής 
φθορισµού παρατηρείται, ανεξάρτητα από το 
µήκος κύµατος διέγερσης

So

S1
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Αρχές Φθορισµού

• Αρχή των αντιστρόφων (mirror image) 
φασµάτων

• Τα δονητικά επίπεδα των 
διεγερµένων και των βασικών 
καταστάσεων είναι παρόµοια

• Το φάσµα απορρόφησης 
αντικατοπτρίζει τα δονητικά επίπεδα 
της διεγερµένης κατάστασης

• Το φάσµα εκποµπής αντανακλά τα 
δονητικά επίπεδα της βασικής 
κατάστασης

• Το φάσµα εκποµπής φθορισµού είναι 
αντίστροφο του φάσµατος 
απορρόφησης

S0

S1

v=0

v=5

v’=0

v’=5
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Αρχές Φθορισµού

• Εσωτερική µετατροπή (Internal conversion) 
ή εκποµπή φθορισµού

• Σε ανώτερες ενεργειακές καταστάσεις τα 
επίπεδα ενέργειας έχουν πιο πυκνή 
διάταξη

• Επικάλυψη µεταξύ των ψηλών δονητικών 
ενεργειακών επίπεδων της Sn-1 και των 
χαµηλών ενεργειακών επίπεδων της Sn είναι 
πιο πιθανή

• Αυτή η επικάλυψη κάνει τη µετάβαση µεταξύ 
των επιπέδων πολύ πιθανή

• Εσωτερική µετατροπή: µια µετάβαση 
µεταξύ καταστάσεων της ίδιας 
πολλαπλότητας

• Χρονική κλίµακα 10-12 s (γρηγορότερα από ότι 
η διαδικασία του φθορισµού)

• Σηµαντικά µεγάλο ενεργειακό χάσµα 
µεταξύ S1 και S0

• Χρόνος ζωής (lifetime) της S1 ζωής είναι 
µεγαλύτερος � η διαδικασία εκποµπής 
ακτινοβολίας µπορεί να ανταγωνιστεί 
αποτελεσµατικά τις διαδικασίες µη-εκποµπής 
ακτινοβολίας
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Αρχές Φθορισµού

• Εσωτερική µετατροπή (Internal conversion) ή εκποµπή φθορισµού
• Η αρχή της αντιστροφής του φάσµατος ισχύει µόνο όταν έχουµε µόνο 
µετάβαση S0 � S1

• Παρατηρούνται αποκλίσεις από την αρχή όταν έχουµε µεταβάσεις S0
� S2 ή ακόµα και σε ψηλότερες καταστάσεις
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Αρχές Φθορισµού

• ∆ιασυστηµατική διάβαση 
(Intersystem crossing)

• ∆ιασυστηµατικής διάβαση αναφέρεται 
σε µη-εκπέµπουσα µετάβαση µεταξύ 
καταστάσεων διαφορετικής 
πολλαπλότητας (multiplicity)

• Αυτό συµβαίνει µε αντιστροφή του 
σπιν του διεγερµένου ηλεκτρονίου µε 
αποτέλεσµα δύο ασύζευκτα
ηλεκτρόνια µε τον ίδιο 
προσανατολισµό σπιν� µια τριπλή 
κατάσταση (triplet state)

• Μεταβάσεις µεταξύ ενεργειακών 
καταστάσεων διαφορετικής 
πολλαπλότητας κανονικά δεν γίνονται

• Μηχανισµοί ζεύξης σπιν-τροχιάς και 
δονητικοί (vibronic) µειώνουν τον 
«καθαρό» χαρακτήρα των αρχικών και 
τελικών καταστάσεων, καθιστώντας 
πιθανή την διάβαση

• Η µετάβαση T1 � S0 είναι επίσης 
απαγορευµένη

• Η διάρκεια ζωής της Τ1 είναι σηµαντικά 
µεγαλύτερη από τη διάρκεια ζωής της 
S1 (10-3-102 s)
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Κβαντική Απόδοση και ∆ιάρκεια Ζωής

• Η κβαντική απόδοση (quantum yield) του φθορισµού, Φf, 
ορίζεται ως:

• Ένας άλλος ορισµός για το ΦΦΦΦf είναι

• Όπου kr είναι η σταθερά ρυθµού εκποµπής και Σk είναι το άθροισµα των 
σταθερών ρυθµού για όλες τις διαδικασίες που µειώνουν τον πληθυσµό 
της κατάστασης S1.

• Αν δεν υπάρχουν άλλες µεταβάσεις, Φf=1
• Χαρακτηριστικά της κβαντικής απόδοσης

• Η κβαντική απόδοση του φθορισµού εξαρτάται από το βιολογικό 
περιβάλλον

• Π.χ. το φάσµα διέγερσης της χρωστική ουσίας φθορισµού Fura 2 και το 
φάσµα εκποµπής της Indo-1 και η κβαντική απόδοση τους αλλάζουν 
όταν δηµιουργούν δεσµούς µε Ca2+

∑
=Φ

k

kr
f

number of photons emitted

number of photons absorbedfΦ =
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Κβαντική Απόδοση και ∆ιάρκεια Ζωής

• Η διάρκεια ζωής της εκποµπής (radiative lifetime), τr, 
σχετίζεται µε τον kr

• Η διάρκεια ζωής του παρατηρούµενου φθορισµού 
(fluorescence lifetime), είναι ο µέσος χρόνος που το µόριο 
παραµένει στη διεγερµένη κατάσταση:

• Χαρακτηριστικά της διάρκειας ζωής (lifetime)
• Προσδίδουν ακόµα µια παράµετρο πληροφορίας, που λείπει 
από φασµατικές µετρήσεις που γίνονται χρονο-ολοκληροµένα
σε σταθερή κατάσταση 

• Είναι ευαίσθητη στο βιοχηµικό µικρο-περιβάλλον, 
συµπεριλαµβανοµένου και των pH, οξυγόνωσης, και δεσµών

• ∆εν επηρεάζεται από διαφορές στην ένταση διέγερσης, 
συγκέντρωση, ή οπτικές απώλειες

• Μπορεί να γίνει και σε ζώντες οργανισµούς  (in vivo)

r
r k

1
=τ

∑
=

kf

1
τ



15

Κβαντική Απόδοση και ∆ιάρκεια Ζωής

• Μέθοδοι διάρκειας 
ζωής φθορισµού 
(Fluorescence life-
time methods)

• ∆ιέγερση µε σύντοµο 
παλµό και ακολούθως 
µέτρηση του 
φθορισµού σαν 
συνάρτηση του χρόνου

• ∆ιαµορφωµένη 
διέγερση και 
ακολούθως µέτρηση 
του φθορισµού σαν 
συνάρτηση του χρόνου
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Ένταση Φθορισµού

• Απορρόφηση από αραιό διάλυµα
• Λίγη απορροφητικότητα (absorbance)
• Από τον νόµο Beer-Lambert 

• Εκποµπή
• Ισοτροπική

• Ένταση Φθορισµού

• όπου,
• Io – ένταση της προσπίπτουσας ακτινοβολίας
• ε – συντελεστή µοριακής απορρόφησης 
• Φ – κβαντική απόδοση
• C – συγκέντρωση 
• L – µήκος διαδροµής
• Z – παράγοντας συστήµατος (π.χ. γωνία συλλογής)

( ) ( ) ( ), ( ) 2.303x m A m o x mF I Z I CL Zλ λ λ ε λ λ= Φ = Φ  
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Ένταση Φθορισµού

• Φάσµα Εκποµπής (Emission)
• Για ένα σταθερό µήκος κύµατος 
διέγερσης µετρούµε το φάσµα

• Μας δίνει το φάσµα του φθορισµού
• Αντικατοπτρίζει και την κβαντική 
απόδοση, Φk(λm)

• Φάσµα διέγερσης (Excitation)
• Για διαφορετικά µήκη κύµατος 
διέγερσης µετρούµε την ένταση 
φθορισµού σε ένα µήκος κύµατος 
εκποµπής

• Μας δίνει το φάσµα απορρόφησης
• Αντικατοπτρίζει τον συντελεστή 
µοριακής απορρόφησης, ε(λx)

• Πίνακας ∆ιέγερσης-Εκποµπής 
(Excitation-Emission Matrix 
(EEM))

• Συνδυασµός των δύο
• Καλή αναπαράσταση για φθορισµό 
από πολλαπλά µόρια
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Απόσβεση, Φωτολεύκανση & Κορεσµός

• Απόσβεση (Quenching)
• ∆ιεγερµένα µόρια 
αποδιεγείρονται (relax) µέσω 
µη-εκπέµπουσων οδών 
αποφεύγοντας τον φθορισµό 
(δονήσεις, συγκρούσεις, 
διασυστηµατική διάβαση)

• Το µοριακό οξυγόνο προκαλεί 
απόσβεση αυξάνοντας την 
πιθανότητα διασυστηµατικής
µετάβασης

• Πολικοί διαλύτες (όπως το 
νερό) γενικά προκαλούν 
απόσβεση λόγω κατανοµής 
τους γύρω από τα διεγερµένα 
δίπολα.
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Απόσβεση, Φωτολεύκανση & Κορεσµός

• Φωτολέυκανση (Photobleaching)
• Ορίζεται ως η µη αναστρέψιµη καταστροφή ενός διεγερµένου 
φθοροφόρου

• Η φωτολεύκανση δεν είναι ένα µεγάλο πρόβληµα, εφόσον ο 
χρόνος διέγερσης είναι πολύ µικρός (µερικές εκατοντάδες ms)

• Κορεσµός ∆ιέγερσης (Excitation Saturation)
• Ο ρυθµός εκποµπής εξαρτάται από τον χρόνο που το µόριο 
παραµένει στην κατάσταση διέγερσης (η διάρκεια ζωής της 
διεγερµένης κατάσταση τf)

• Οπτικός κορεσµός παρουσιάζεται όταν ο ρυθµός της διέγερσης 
υπερβαίνει το αντίστροφο τf

• Τα µόρια που παραµένουν στην ακτίνα διέγερσης για µεγάλα 
χρονικά διαστήµατα έχουν και µεγαλύτερη πιθανότητα 
διασυστηµατικής διάβασης και άρα φωσφορισµού
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Μεταφορά Ενέργειας Συντονισµού
Φθορισµού (FRET)

• Μη-εκπέµουσα µεταφορά ενέργειας - µια κβαντική µηχανική διαδικασία συντονισµού µεταξύ 
µεταβατικών δίπολων

• Αποτελεσµατική µεταξύ 10-100 Å µόνο
• Τα φάσµατα εκποµπής (του δότη) και διέγερσης (του δέκτη) πρέπει να συµπίπτουν σε 
µεγάλο βαθµό

• Ο δότης µεταφέρει χωρίς εκποµπή στον δέκτη
• Η FRET είναι πολύ ευαίσθητη στην απόσταση µεταξύ δότη και δέκτης και είναι εποµένως, ένα 
εξαιρετικά χρήσιµο εργαλείο για τη µελέτη µοριακής δυναµικής
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Ανάκτηση Φθορισµού µετά από 
Φωτολεύκανση (FRAP)

• Χρήσιµη τεχνική για τη µελέτη των 
ιδιοτήτων µεταφοράς µέσα σε ένα κύτταρο, 
ειδικά τη διαµεµβρανική διάχυση 
πρωτεϊνών

• Μπορεί να χρησιµοποιηθεί για να 
εκτιµηθεί ο ρυθµός της διάχυσης, και ο 
λόγος των µορίων που είναι κινητά / 
ακίνητα

• Μπορεί επίσης να χρησιµοποιηθεί για τη 
διάκριση µεταξύ ενεργού µεταφοράς και 
διάχυσης

• ∆ιαδικασία
• Σήµανση του µορίου µε ένα φθοροφόρο
• Φωτολευκαντση ((καταστροφή) το 
φθοροφόρου σε µια καλά καθορισµένη 
περιοχή µε ένα λέιζερ υψηλής έντασης

• Χρήση µιας ασθενέστερης ακτίνας για 
εξέταση της ανάκτησης του φθορισµού 
ως συνάρτηση του χρόνου

Nature Cell Biology 3, E145 - E147 (2001) 
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Βιολογικές Φθορίζουσες Χρωστικές 
(Fluorophores)

•Ενδογενή Φθοροφόρα
• Αµινοξέα
• ∆οµικές πρωτεΐνες
• Ένζυµα και συνένζυµα
• Βιταµίνες
• Λιπίδια
• Πορφυρίνες

•Εξωγενή Φθοροφόρα
• Χρωστικές κυανίνης
• Φωτοευαισθητοποιητές
• Μοριακοί δείκτες - GFP, 
κλπ.
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Βιολογικές Φθορίζουσες Χρωστικές 
(Fluorophores)
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Εξοπλισµός Φθορισµού

• Ο φθορισµός είναι µία άκρως 
ευαίσθητη µέθοδο (µπορεί να 
µετρήσει συγκέντρωσης αναλύτη
από 10-8 Μ)

• Σηµαντική η  ελαχιστοποίηση των 
παρεµβολών από:

• Φθορισµό από διαλύτες
• ∆ιαρροές φωτός στον εξοπλισµό 
• Παράσιτη ακτινοβολία (stray light) στον 
εξοπλισµό ή από ουσίες µε ψηλό δείκτη 
σκέδασης

• Τα όργανα δεν αποδίδουν ιδανικό 
φάσµατα:

• Μη οµοιόµορφη φασµατική απόδοση της 
φωτεινής πηγής

• Η απόκριση του ανιχνευτή και των 
οπτικών στοιχείων έχουν διαφορετική 
απόκριση ως προς το µήκος κύµατος
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Εξοπλισµός Φθορισµού

• Κυριότερα µέρη εξοπλισµού 
φασµατοσκοπίας φθορισµού

• Πηγή φωτός
• Ευρύ φάσµα (Xe lamp)
• Μονοχρωµατική (LED, laser)

• Μεταφορά του φωτός στο 
δείγµα

• Φακοί/Κάτοπτρα
• Οπτικές Ίνες

• ∆ιαχωρισµός µηκών κύµατος 
(πιθανών και για τη διέγερση κα 
για την εκποµπή)

• Φίλτρα (Filters)
• Μονοχρωµάτορας

(Monochromator)
• Φασµατογράφο (Spectrograph)

• Ανιχνευτής 
• Φωτοπολλαπλασιαστής (PMT)
• Κάµερα CCD

Light 
Source

CCD

Excitation Emission
Control

Mono
chromator

Fiber 
Optic 
Probe

Imaging
Spectrograph
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Εφαρµογές

Ευαισθησία (Sensitivity)=A/(A+C)
Ειδικότητα  (Specificity) =D/(B+D)

Positive predictive value=A/(A+B)
Negative predictive value=D/(C+D)

•Αποτελέσµατα ∆ιαγνωστικής Εξέτασης

Has disease Does not have 
disease

Tests positive (A)
True positive

(B)
False positive

(A+B)
Total # who test 
positive

Tests negative (C)
False negative

(D)
True negative

(C+D)
Total # who test 
negative

(A+C)
Total # who have 
disease

(B+D)
Total # who do not 
have disease
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Εφαρµογές

•∆ιάγνωση προ-καρκινικών 
βλαβών στον τράχηλο της 
µήτρας

ectocervix

endocervix

0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5

350 450 550 650

Wavelength (nm)

0
0.2
0.4
0.6
0.8

1
1.2

350 450 550 650

Wavelength (nm)

-0.4
-0.2

0
0.2
0.4

350 450 550 650

Wavelength (nm)

Data

Pre-Processing Step 1

Pre-Processing Step 2

Normal squamous
Low-grade
High-grade
Normal columnar
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Εφαρµογές

•∆ιάγνωση προ-καρκινικών βλαβών στον τράχηλο 
της µήτρας

SILs vs. NON SILs HG SIL vs. Non HG SIL
Classification Sensitivity Specificity Sensitivity Specificity

Pap Smear Screening 62% ±23 68%±21 N/A N/A

Colposcopy in Expert Hands 94%±6 48%±23 79%±23 76%±13

Full Parameter
Composite Algorithm

82%±1.4 68%±0.0 79%±2 78%±6

Reduced-Parameter 
Composite  Algorithm

84%±1.5 65%±2 78%±0.7 74%±2

SIL = Squamous Intraepithelial Lesion (Πλακώδης ενδοεπιθηλιακή βλάβη)
HG = High Grade (Ψηλού βαθµού)
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Εφαρµογές

• Επιτόπια (in situ) ανίχνευση καρκίνου του πνεύµονα µε 
το σύστηµα απεικόνισης LIFE

Courtesy of Xillix Technologies (www.xillix.com)

White light bronchoscopy Autofluorescence ratio
image

Carcinoma in situ
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Εφαρµογές

• Επιτόπια (in situ) ανίχνευση καρκίνου του πνεύµονα µε 
το σύστηµα απεικόνισης LIFE 

• Ο αυτοφθορισµός βελτιώνει την ικανότητα να εντοπιστούν 
µικρές προ-καρκινικές αλλοιώσεις

Severe dysplasia/Worse Intraepithelial Neoplasia
WLB WLB+LIFE WLB WLB+LIFE

Sensitivity 0.25 0.67 0.09 0.56

Positive predictive value 0.39 0.33 0.14 0.23

Negative predictive value 0.83 0.89 0.84 0.89

False positive rate 0.10 0.34 0.10 0.34

Relative sensitivity 2.71 6.3

S Lam et al. Chest 113: 696-702, 1998
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Εφαρµογές

•Μετρήσεις διάρκειας 
ζωής (lifetime) φθορισµού

• Μετρήσεις διάρκειας 
ζωής αυτοφθορισµού
από ζων (in vivo) παχύ 
έντερο (colon)

• Ανάλυση 
• Μοντέλο µε διπλή 
εκθετική µείωση (decay

M.-A. Mycek et al. GI Endoscopy 48:390-4, 1998
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Εφαρµογές

• Μετρήσεις διάρκειας 
ζωής (lifetime)
φθορισµού

• Οι τιµές της διάρκειας 
ζωής µπορούν αν 
χρησιµοποιηθούν για 
διαχωρισµό των 
αδενοµατώδεις από µη-
αδενοµατώδεις
πολύποδες 

M.-A. Mycek et al. GI Endoscopy 48:390-4, 1998


