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Уменьшение размера QDs

Длина волны, нм

1 – спектр
поглощения;
2 – спектр 
люминесценции
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Таргетные QDs

Стрептавидин

Биотин
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QD-стрептавидин-биотин-
EGF

EGF – Epidermal Growth Factor
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(CD63?) Ранние эндосомы Поздние эндосомы лизосомы

Внутрипросветные
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ESCRT
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LysoTracker
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 pump V0/V1

Изучение процесса эндоцитоза
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𝐼 𝑡 =,
(
𝐴(𝑒

)*+!

где Ai – компоненты амплитуды, а τi – компоненты времени
жизни люминесценции наноструктур, например, в случае
трехэкспоненциальной зависимости i = 1; 2; 3.

< 𝜏 >	=
∑(𝐴(𝜏(%

∑(𝐴(𝜏(
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Среднее время жизни люминесценции QDs

Мультиэкспоненциальная зависимость 
затухания люминесценции QDs, описываемой 
функцией Колрауша-Уильямса-Ватта

Кинетика затухания QDs

ЗП

ВЗ
Молекула-
Акцептор 𝑒"

Молекула-
Донор 𝑒"

• Воздействие внешнего 
окружения

• Формирование “ловушечных” 
состояний

ЗП

ВЗ

Идеальная система: Реальная система:
Поверхностные 
ловушечные 
состояния

Безызлучательная
рекомбинация

ЗП

ВЗ

𝜑 =
𝑘,

𝑘, +𝑘-,
τ =

1
𝑘, +𝑘-,
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Litvinov, I.K., Belyaeva, T.N., 
Salova, A.V. et al. Cell Tiss. Biol. 
2018, 12, 135–145

Litvinov, I. et al. 
Int. J. Mol. Sci. 
2023, 24, 2699

Matiushkina, A.; Litvinov, I. et al. 
Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 4061.

FRET между QDs в 
кластерах

4 h 24 h 48 h

Влияние внешнего окружения на QDs

Litvinov, I. et al. 
Int. J. Mol. Sci. 
2023, 24, 2699
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Цель работы: исследовать свойства эндолизосомных компартментов клеток с
помощью изучения τ интернализованных QD-EGF (τQDs).
τQDs определяли по кинетике затухания их люминесценции, полученной в
результате обработки данных FLIM.

Fluorescence lifetime imaging microscopy, FLIM:

SPCImage NG Data Analysis Software,
Becker & Hickl GmbH

QD-EGF
15 min
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pH 4,0                          pH 5,2 pH 6,2 pH 7,4

Зависимость времени жизни люминесценции QDs от pH 

1,5 ns

15 ns

FLIM-визуализация CdSe/ZnS QDs-EGF в клетках HeLa
при действии нигерицина: 

Box-plot: распределение 
времени жизни 



Бафиломицин А1
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Связывание APX-115A
с доменом gp91phox/Nox2 

Специфический ингибитор 
НАДФН-оксидаз - APX-115A

Снижение уровня H2O2

Увеличение уровня pH



Control + BafA1 + APX115A
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Влияние внутриклеточных условий на время жизни 
люминесценции QDs 

FLIM-визуализация: 

1,5 ns

10 ns

Box-plot: распределение 
времени жизни 

Гистограмма распределения
времени жизни 



𝐼 𝑡 =,
(
𝐴(𝑒

)*+!

где G – действительная часть, S –
мнимая часть, I(t) интенсивность на 
момент времени t. Частота 
определяется как ω = 2π/Tp, где Tp –
время между импульсами 
возбуждения

𝑀 = 𝐺% +𝑆%

𝜑 = arctan ⁄𝑆 𝐺

Magnitude

Phase

Преобразование в полярные координаты на 
комплексной плоскости

Phasor plot
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𝐺 𝜔 + 𝑖𝑆 𝜔 = C𝐼(𝑡) # 𝑒)(.*𝑑𝑡 ,

𝐺 𝜔 =
∫!
/ 𝐼 𝑡 cos 𝜔𝑡 𝑑𝑡
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,

Преобразование Фурье:

Мультиэкспоненциальная
зависимость затухания 
люминесценции QDs:
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Пример обработки времяразрешенного изображения люминесценции 
QDs с помощью Phasor plot и плагина FIJI StarDist

55,71 %

41,62 %

2,67 %
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Влияние изменения внутриклеточных условий на распределение вклада 
популяций QDs с разными временами жизни в общую люминесценцию

+ BafA1 + APX115A 

15 min 60 min 15 min 60 min
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Соотношение популяций QDs с разными временами жизни в зависимости от 
внутриклеточных условий 



Выводы
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Уровень pH в эндосомах возможно не является ключевым фактором в
определении времени жизни люминесценции QDs.

Можно предположить, что такие факторы, как ионные потоки,
концентрация кислорода, взаимодействие с макромолекулами, близость
мембраны и небольшой объем внутреннего пространства эндосом
могут влиять на возбужденное состояние QDs за счет резонансной
передачи энергии и изменять τQDs в большей степени, чем уровень H+.

H+

e-

K+

Cl-

Ca2+

Nox2

V-ATPaseEGFR

QD

Ion channels

Endolysosome:

ψлюмен лизосом~ (-40) – (+110) mV

300-600 нм

ψцитозоль~ -70 mV



Благодарность

• Корнилова Е.С.

• Беляева Т.Н.
• Салова А.В.

• Харченко М.В.
• Каменцева Р.С.

Сотрудникам Лаборатории динамики
внутриклеточных мембран:

Институту Химии СПбГУ, Научной группе 
профессора Туника С.П. 

17

СПАСИБО ЗА ВНИМАНИЕ!



Бафиломицин А1
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Acridine orange       LysoSensorGreen        LysoTrackerRed

Клетки HeLa, инкубированные без/с BafA1 (100 nM) в течение 30 
мин с последующей стимуляцией эндоцитоза рецептора ЭФР (8 
nM) и окраской Акридиновым оранжевым (2,5 mkg/ml), 
LysosensorGreen (1 mkM) или LysoTrackerRed (50 nM).
Прижизненная конфокальная микроскопия клеток. 
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Влияние подавления закисления с помощью BafA1 на изменение характера колокализации
ЭФР-QDs и маркеров эндоцитозного пути  на различных этапах эндоцитоза

EGF-QDs / Lamp-1
EGF-QDs / CD63

EGF-QDs / EEA1 EGF-QDs / Rab7
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клетки HeLa



Связывание APX-115A
с доменом gp91phox/Nox2 

Специфический ингибитор НАДФН-оксидаз - APX-115A

APX115A способен прерывать взаимодействие 
между NADPH и NADPH-связывающим доменом 
gp91phox/Nox2 и других изоферментов Nox.
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Lamp-1
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Клетки HeLa, действие APX115A
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