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Флуоресцентная спектроскопия биологических тканей и жидкостей активно применяется в задачах биомедицинской диагностики, благодаря высокой скорости и неинвазивному характеру измерения. В частности, неоднократно была продемонстрирована возможность применения флуоресцентной спектроскопии плазмы крови для диагностики нейродегенеративных и онкологических заболеваний, диабета [2, 3, 6]. Действительно, протекание патологических процессов в организме зачастую сопровождается конформационными изменения белков плазмы крови [4], которые можно зарегистрировать с помощью флуоресцентной спектроскопии. Большинство предложенных диагностических методик основано на флуоресценции плазмы крови при возбуждении в ультрафиолетовом спектральном диапазоне, так как в данном спектральном диапазоне флуоресцентные свойства плазмы крови известны, также определены основные флуорофоры. Однако механизм формирования флуоресцентного сигнала плазмы крови в видимом спектральном диапазоне в настоящее время остается не полностью изученным. Кроме того, наибольшее внимание было уделено изучению стационарной флуоресцентной спектроскопии плазмы крови, тогда как ее флуоресцентный отклик на субпикосекундном временном масштабе ранее не рассматривался. В связи с этим в данной работе был исследован механизм формирования стационарного и сверхбыстрого флуоресцентного сигнала плазмы крови в видимом спектральном диапазоне, а также была проверена гипотеза о возможности применения сверхбыстрой флуоресцентной спектроскопии для обнаружения патологических процессов, связанных с конформационными изменениями белков плазмы крови.
 
Было установлено, что основной вклад в формирование стационарного флуоресцентного сигнала плазмы крови вносят продукты окисления и гликирования белков, а также билирубин, желчный пигмент, содержащийся в плазме крови в комплексе с альбумином, белком, который среди всех белков содержится в плазме крови в наибольшей концентрации. С помощью измерения кинетики анизотропии флуоресценции плазмы крови и гликированного альбумина на наносекундном временном масштабе при возбуждении на 405 нм было установлено, что радиусы гирации данных флуорофоров достаточно близки – 5.4 и 5.6 нм. Следовательно, основной вклад в формирование сигнала флуоресценции в видимом спектральном диапазоне могут вносить продукты окисления и гликирования альбумина, и локализованный на нем флуорофор-лиганд - билирубин.
Известно, что молекула билирубина является бихромофором - состоит из двух субъединиц, между которыми в процессе поглощения излучения возникает диполь-дипольное взаимодействие [1]. Диполь-дипольное взаимодействие приводит к расщеплению энергетического уровня возбужденного состояния билирубина и образованию делокализованного возбужденного состояния, называемого экситоном, локализация которого происходит на масштабах 100 фс [7]. Кроме того, при облучении билирубина в диапазоне 400 - 500 нм в результате поворота вокруг двойной связи происходит образование его изомеров, данный процесс может происходить на масштабе 10 - 100 пс [5]. Так как сверхбыстрый флуоресцентный сигнал плазмы крови определяется вкладом билирубина, указанные особенности фотофизики билирубина влияют на формирование кинетики затухания плазмы крови на пикосекундном и субпикосекундном масштабах. В силу того, что в плазме крови билирубин содержится в связанном с альбумином состоянии, была сформулирована гипотеза о возможности обнаружения изменений конформации альбумина в плазме крови при патологических процессах на основе сверхбыстрого флуоресцентного сигнала билирубина. Для проверки данной гипотезы были измерены кинетики затухания флуоресценции плазмы крови на субпикосекундном масштабе для 50 пациентов двух возрастных групп -  моложе 34 и старше 65 лет. В результате были обнаружены статистически значимые различия между параметрами аппроксимации субпикосекундных кинетик затухания флуоресценции плазмы крови двух возрастных групп.
Таким образом, в данной работе были определены основные флуорофоры плазмы крови в видимом диапазоне, предложено описание механизма образования сверхбыстрого флуоресцентного сигнала, а также была исследована возможность применения сверхбыстрой флуоресцентной спектроскопии плазмы крови для диагностики патологических процессов, связанных с конформационными изменениями альбумина.
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