                           Описание

                  задачи практикума для студентов 3-го курса
Основы пикосекундной лазерной флуорометрии биологических объектов.

                     Корватовский Б.Н.
  Аннотация задачи.
 В процессе выполнения задачи предполагается ознакомление  и сравнение двух методов регистрации флуоресценции в пикосекундном временном диапазоне. 
1. Основан на использовании высокоскоростной электронно-оптической камеры  (ЭОК) с пикосекундным временным разрешением.
2. Метод счета фотонов (МСФ) название этого метода в англоязычной литературе: time-correlated single-photon counting technique (TCSPC).
   Для выполнения задачи необходимо изучение основ  лазерной пикосекундной флуорометрии , основных принципов работы пикосекундных лазерных установок, систем регистрации на основе электронно-оптических преобразователей. 
       Цель работы:

   Студентам предлагается ознакомиться с принципами работы:
1. лазерных генераторов света, в том числе с генераторами пикосекундных импульсов  и усилителей мощности лазерного излучения, методами нелинейного преобразования спектральных характеристик света ;

2. высокоскоростной электронно-оптической камеры с пикосекундным временным разрешением, системой считывания, накопления и обработки получаемой информации на компьютере;
3. метода счета фотонов , регистрирующего ФЭУ и электроники, обрабатывающей получаемый сигнал.
   Ознакомиться с характеристиками  экспериментальных установок.   Провести работы по измерению длительности флуоресценции эталонного образца -  красителя Rd6G, и препаратов хлоропластов гороха при различных состояниях реакционного центра фотосистемы 2.

   Освоить пакет специализированных программ по компьютерной обработке данных и произвести обработку полученных результатов с их помощью. 
                               Описание задачи
                                    Введение
Характеристики лазерного излучения. К числу основных параме​тров, характеризующих лазерное излучение, относятся -  длина волны излуче​ния, энергия и длительность импульса, мощность генерации в непрерывном режиме ширина спектра, диапазон перестройки, угловая расходимость излу​чения. Для разных типов лазеров эти параметры меняются в очень широких пределах.

Фазовое условие самовозбуждения лазера показывает, что лазерная генерация идет на дискретных частотах. Так как эти частоты зависят только от длины резонатора  L,  v =1/2L, их можно назвать частотами собственных мод резонатора. Количество возбуждаемых собственных мод М зависит от соотношения ме​жду величиной межмодового интервала Av и шириной спектральной полосы усиления лазера, которая определяется материалом активного элемента лазера, поэтому излучение лазера как правило является многомодовым.
Характерный вид спектра излучения многомодового лазера по​казан на рис. 1.
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Рис. 1. Спектр излучения многомодового лазера. Спектр полосы усиления (а), частоты собственных мод резонатора (б), спектр генерации  лазера (е).
Излучение, близкое по своей структуре к идеальной гармонической волне можно получить используя одномодовый лазер — лазер, работающий в режиме генерации отдельной продольной моды, который достигается помещением в резонатор элемента, осуществляющего частотную фильтрацию излучения.

Работа лазера в режиме синхронизации мод. Генерация                          

        сверхкоротких    импульсов   света.                      
    Временной ход излучения многомодового лазера может быть разным, и зависит от того, каковы амплитуды и фазы световых колебаний на частотах отдельных мод. Сказанное иллюстрирует рис. 2,  на .котором показан временной ход излучения многомодового лазера в двух противоположных предельных случа​ях:  для полностью независимых (а) и жестко синхронизованных (б) коле​баний отдельных мод. Видно, что в первом случае излучение подобно опти​ческому шуму, в то время как во втором лазер генерирует мощный короткий импульс. Режим генерации коротких импульсов называют режимом синхрони​зации мод.
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Рис. 2. Спектры (слева) и временной ход (справа) излучения лазера с несинхронизованными модами (а) и в режиме полной синхронизации мод (б)
   Подсчеты показывают, что длительность отдельного импульса в режиме полной синхронизации мод пропорциональна полной ширине спектральной линии излучения лазера, а период следования  равен  Т=2L/c ,где с – скорость света. Это позволяет сделать вывод, что в режиме синхронизации мод в резонаторе формируется короткий плотный "сгусток" излучения. При каждом попадании этого сгустка на выходное зеркало резонатора часть излучения выходит наружу, образуя последовательность све​товых импульсов,  следующих с периодом  Т — 2L/c. В связи с этим становится ясно, что роль синхронизатора мод может играть насыщающийся поглотитель (просветляющийся фильтр), помещенный внутрь лазерного резонатора. Препятствуя усилению света постоянной интенсивности, такой элемент становится прозрачным для мощных, коротких импульсов света. Данный способ гене​рации сверхкоротких лазерных импульсов широко используется на практике и называется способом пассивной синхронизации мод. Принципиальная схема лазера с пассивной синхронизацией мод показана на рис. 3. В качестве на​сыщающегося поглотителя используют обычно тонкую кювету со специально подобранным красителем. Существуют и другие способы синхронизации мод.
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Рис. 3. Работа многомодового лазера в режиме пассивной синхронизации мод. Внутри лазерного резонатора находится активный элемент (1), а, также элемент, осу​ществляющий синхронизацию мод — насыщающийся поглотитель (просветляющийся фильтр — 2). 
     Под действием фильтра излучение в резонаторе приобретает вид ко​роткого плотного сгустка. При каждом попадании сгустка на выходное зеркало часть излучения выходит наружу, образуя последовательность импульсов лазерного излу​чения, следующих с периодом Т — 2L/c.        
      Возможна также активная синхронизация мод, которая осуществляется   подачей на электрооптический модулятор, помещенный в резонатор, переменного напряжения с периодом, равным двум временам полного обхода резонатора световым импульсом. 
    Лазер на неодимовом стекле имеет полосу усиления шириной 100 см-1. В этом случае t = 0,33 пс = 330фс (1 пс = 1 пикосекунда ~ 10 -12 с, 1 фс — 1 фемтосекунда = 10 -15 с). Еще более широкой полосой усиления обладают лазеры па красителях: v >y = 1000 см -1. В этом случае возможна генерация импульсов с длительностью t ~ 33 фс. Наконец, лазер на, кристал​ле сапфира, легированном трехвалентными, ионами титана (титан-сапфировый  лазер, Ti:sapphire) имеет полосу усиления шириной  v = 3500 см -1, что позво​ляет генерировать импульсы длительностью t = 10 фс. Принципиальный пре​дел длительности импульса устанавливает период световых колебаний, равный примерно 2 х 10 -15 с.
   Пикосекундные источники света, применяемые в данной задаче.

    В импульсном флуориметре со ЭОК используется пикосекундный Nd: YAG-лазер с импульсной диодной накачкой и электроопти​ческим управлением генерацией, в котором  используется активно-пассивная синхронизация мод, что  позволяет  генери​ровать импульсы длительностью 20 пс с энергией до 0.5 мДж и максимальной частотой повторения 100 Гц.
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Рис.4.   Функциональная схема пикосекундного Nd: YAG-лазера с ООС и активно-пассивной синхронизацией мод за счет SESAM –полупроводниковое самопросветляющееся зеркало: П1, П2 - поляризаторы; З1 -З3 - зеркала; (U/aml - управляющее на​пряжение ACM – активной синхронизации мод; U/nf - управляющее напряжение ООС – отрицательной обратной связи ЭОМ1-3 электрооптические модуляторы.

   Активный элемент на основе кристал​ла YAG: Nd диаметром 5 мм и длиной 5 мм накачивает​ся по продольной схеме лазерной диодной линейкой (JOLD-35-QPXF) с волоконным выходом (λ = 0.809 мкм). Длительность импульса накачки составляла 200 мкс при пиковой мощности накачки до 30 Вт. Накачи​ваемая область диаметром 1.5 мм была сформирована с помощью коллиматора. На одну из поверхностей актив​ного элемента нанесено покрытие, отражающее излуче​ние генерации с λ = 1.064 мкм и пропускающее излучение накачки. Эта поверхность является одним из глухих зеркал резонатора З1. Другая поверхность активного элемента скошена под углом 3° и просветлена для излу​чения на длине волны генерации. Радиус кривизны вог​нутого зеркала З2 был равен 2 м. В качестве второго глухого зеркала использовался SESAM. Общая длина резонатора составляла около 1 м.
Вблизи SESAM располагался ЭОМ1, на секции кото​рого подаются управляющие напряжения ООС и АСМ. Напряжение ООС создается высоковольтным усилите​лем, на вход которого поступает сигнал с быстродейст​вующего фотодиода. На этот фотодиод через волокон​но-оптическую линию задержки направляется излучение со светоделительной пластины, расположенной внутри резонатора лазера. После достижения стабилизации па​раметров импульсов под действием АСМ и ООС на ЭОМ2 подается перепад напряжения с длительностью фронта 2 нс и амплитудой, равной полуволновому на​пряжению (1400 В). Горизонтальная поляризация излу​чения при этом переходит в вертикальную и излучение с вертикальной поляризацией направляется в высокодо​бротный резонатор, образованный зеркалами З1 и З3. Поскольку благодаря напряжению смещения на ЭОМ 1 не вся инверсия расходуется, после переключения резо​наторов происходит увеличение энергии импульса в сот​ни раз. Переключение резонаторов предотвращает раз​рушение SESAM. Когда энергия импульса достигает мак​симума, на ЭОМЗ подается перепад напряжений с амп​литудой, равной четвертьволновому напряжению (700 В), и излучение выводится из резонатора через поляриза​тор П2.
Импульсный флуорометр с ЭОК.
   Блок- схема  импульсного флуорометра представлена на рис. 5.   В качестве источника возбуждающего света используется пикосекундный лазер, описанный выше. Одиночный импульс света усиливается с помощью усилителя света до необходимой энергии, уровень которой выбирается в зависимости от квантового выхода флуоресценции исследуемого образца.
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                                                            Рис. 5.
    Длина волны возбуждающего света может меняться путем нелинейного преобразования частоты во 2-ю, 3-ю или 4-ю гармонику основного излучения с длиной волны 530нм, 353нм и 265нм соответственно.

    Одним из основных параметров импульсного флуорометра является аппаратная характеристическая функция 

, вид которой легко определить, если на вход системы регистрации подать импульс света от источника возбуждения и зарегистрировать сигнал на выходе. При измерении длительности флуоресценции на выходе системы регистрации снимается сигнал 

, который можно определить в виде свертки зависимости флуоресценции образца от времени 

 и 


                          

                    ( 5 )

Удобного аналитического метода, позволяющего находить функцию 



 по экспериментально наблюдаемым 

 и 

  не существует, поэтому используют различные приближения. Если функция 

 является    

 - функцией относительно  

,  то

         

     ( 6 )



Таким образом, регистрируемый сигнал 

  является функцией флуоресценции 

 и обработка результатов эксперимента крайне проста.

   Когда длительность аппаратной и флуоресцентной характеристической функций сравнимы, для решения уравнения ( 5) необходимо прейти к Фурье-образам функций и записать уравнение ( 5 ) в Фурье-представлении:

                  

                             ( 7 )

где  

  и   

  фурье-образы регистрируемых функций  


  и 

, которые можно определить на ЭВМ с помощью дискретного преобразования  Фурье. Для решения уравнения  ( 7 )можно применить регуляризацию по Тихонову :

  



     ( 8 )

в которой параметр регуляризации   

   оценивается из численных экспериментов с моделированием неточности исходных данных.

Далее, используя обратное преобразование Фурье находим истинную форму функции  

 :

                      

                             ( 9 )

Применение Фурье-обработки данных позволяет измерять времена флуоресценции, близкие к  аппаратной характеристической функции

 

.

   В данной установке ЭОК построена на основе электронно-оптического преобразователя (ЭОП), работающего в режиме щелевой развертки. Рассмотрим некоторые особенности работы ЭОП при регистрации слабых световых сигналов с высоким временным разрешением. Временное разрешение ЭОПов ограничивается, с одной стороны разбросом времени пролета электронов через ЭОП, затягиванием сигнала за счет электростатического расталкивания объемного заряда электронов изображения во время пролета через ЭОП. С другой - временное разрешение в режиме щелевой развертки определяется скоростью развертки.

   Расчеты показывают, что для получения регистрируемого свечения экрана однокаскадного ЭОПа необходимо, чтобы число электронов, вылетевших с разрешаемого элемента фотокатода за разрешаемое время 

( составляло величину ( 104 ( 106. Очевидно, что импульсная плотность тока обратно пропорциональна времени экспозиции, т.е. при переходе с микросекундного диапазона разверток к наносекундному, плотность тока возрастает в сотни, тысячи раз. В результате возникает перегрузка фотокатода - начинают сказываться эффекты объемного заряда, нарушается эквипотенциальность фотокатода.

   Для устранения эффекта перегрузки фотокатода применяются многокаскадные ЭОПы. В последующих каскадах перегрузки не возникают, поскольку длительность свечения сигнала здесь увеличивается до  10-4 ( 10-2с за счет времени высвечивания люминофоров промежуточных каскадов. Коэффициент усиления в многокаскадных ЭОПах может достигать 107, однако показано, что уже при усилении яркости  ( 104 регистрируются отдельные фотоэлектроны, вылетевшие с входного фотокатода. Дальнейшее увеличение усиления не приведет к увеличению числа точек изображения и, в этом смысле бесполезно. Однако, для компенсации потерь света в оптике переноса такое увеличение усиления необходимо.

Таким образом, для регистрации пикосекундных процессов с низким квантовым выходом флуоресценции необходима ЭОК, работающая на многокаскадных ЭОПах и имеющая скоростные развертки.

В регистрирующей части установки используется высокоскоростная электоронно-оптическая камера (ЭОК) "Агат СФ3", в ременное разрешение такой ЭОК достигает  1,5 пс, усиление - 104.

   Свечение флуоресценции собирается с передней  части кюветы с образцом светосильной оптикой, а спектральная область исследования выбирается граничными светофильтрами.

  Следующая часть установки включает в себя многоканальную систему считывания и накопления и обработки экспериментальных данных. Она включает в себя фотоприемник на основе телевизионной камеры на ПЗС матрице фирмы Хамаматсу, блока контроллера, и ЭВМ. Изображение с выходного экрана ЭОК переносится на ПЗС матрицу телевизионной камеры, строки растра которой располагаются перпендикулярно направлению развертки изображения входной щели ЭОК во времени. Следовательно, видеосигнал данной строки растра будет содержать информацию об интенсивности света попадающего на щель в данный момент, а номер строки будет соответствовать временной координате.

Окончательная обработка результатов проводится на ЭВМ с помощью специализированных  программ.



      Измерение кинетики флуоресценции путем  регистрации временного распределения  однофотонных импульсов (метод счета фотонов - МСФ).
    Метод счета фотонов предполагает что детектор флуоресценции выдает последовательность электрических  импульсов соответствующих каждому зарегистрированному одиночному фотону.

    Детекторы для счета фотонов должны иметь достаточное усиление, чтобы для каждого фотона выдать электрический импульс. Этот импульс должен быть достаточно коротким, чтобы регистрировать фотоны с высокой частотой, а нестабильность времени пролета электрона в детекторе должна быть малой, что позволяет достигнуть хорошего временного разрешения. Этим условиям отвечают фотоэлектронные умножители (ФЭУ) и лавинные фотодиоды (ЛВД). Однако, эти устройства  далеко не всегда можно использовать в экспериментальных установках регистрации флуоресценции с помощью метода счета фотонов.

     Рассмотрим характеристики и принципы работы детекторов, которые оптимально подходят для работы  в экспериментах по регистрации кинетик флуоресценции с высоким временным разрешением с помощью метода МСФ.. 

    Принципы работы ФЭУ.
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На рис. 6, слева показаны импульсы фотоумножителя (ФЭУ) R5900 PMT при скорости регистрации 107 фотонов в секунду в масштабе времени 1 нс на деление, справа  100нс. 

   Электрический импульс одиночного фотона имеет длительность меньше чем 2 нс . Сигнал ФЭУ - случайная последовательность однофотонных импульсов, а не аналоговый сигнал непрерывной формы  (рис 6.справа). Интенсивность света пропорциональна плотности потока пульсов, а не их амплитуды. Очевидно, что кинетика изменения интенсивности света может быть получена путем подсчета импульсов в последовательных промежутках времени.

   У методы счета фотона есть много преимуществ перед аналоговыми методами. На рис. 6, слева видно, что у однофотонного электрического импульса  большой разброс амплитуд. Колебание амплитуд - или ‘шумы усилителя’ - является результатом участия статистических процессов в процессе усиления сигнала  в ФЭУ. Они присутствуют во всех высокочувствительных фотоприемниках. В аналоговых методах шумы усилителя вносят вклад в точность измерений. Метод счета фотонов  свободен от ‘шумов усилителя’ так как проводится регистрация плотности однофотонных импульсов, а не их амплитуды.

[image: image8.emf]    Другой уникальной особенностью метода счета фотона, является то , что время регистрации импульса фотона может быть определено с высокой точностью. Полоса пропускания ФЭУ в режиме счета фотонов ограничена только временем задержки отклика в фотоприемнике, а не шириной электрического импульса. Разброс времен задержки отклика обычно на порядок меньше, чем ширина электрического импульса. Для одного и того же фотоприемника применение метода счета фотонов дает существенно более высокое временное разрешение, чем при обработке аналогового сигнала. 
   Метод регистрации временного распределения  однофотонных импульсов, или МСФ, основан на регистрации одиночных фотонов периодического светового сигнала, измерении времен обнаружения их, и реконструкции кинетики интенсивности света во времени. В МСФ используется  тот  факт, что для регистрируемого высокочастотного сигнала, интенсивность света достаточно мала для того, чтобы  вероятность  зарегистрировать больше чем один фотон за один период  возбуждающего света была незначительной. МСФ поэтому пренебрегает обнаружением нескольких фотонов за период возбуждения. Принцип показан на рисунке. Сигнал датчика состоит из последовательности беспорядочно распределенных импульсов, соответствующих регистрации одного фотона. Есть много периодов возбуждения без фотонов, другие периоды сигнала содержат один импульс фотона. Когда фотон обнаружен, время прибытия соответствующего импульса датчика за период возбуждения измеряется. Это событие регистрируется в памяти, добавляя ‘1’ в память, адрес  которой пропорционален времени обнаружения 
фотона. После достаточного числа периодов возбуждения можно построить  гистограмму распределения фотонов  во времени за период возбуждающего сигнала. Огибающая гистограммы будет  представлять собой кинетику зарегистрированного  оптического импульса                                          
      Временное разрешение метода аналоговой регистрации определяется шириной полосы пропускания детектора. Ширина аппаратной функции регистрации не может быть меньше чем ширина импульса при регистрации одного фотона. Временное разрешение метода МСФ не ограничено шириной однофотонного импульса детектора, оно  зависит от точности определения времени регистрации индивидуальных фотонов, которая ограничивается величиной нестабильности временного отклика детектора. Для ФЭУ эта величина обычно на порядок меньше, чем ширина импульса при регистрации одного фотона Таким образом, МСФ дает намного лучшее временное разрешение и полосу пропускания сигнала чем аналоговая техника регистрации. При длительности импульса возбуждающего света много меньшей величины нестабильности временного отклика детектора, аппаратная функция системы регистрации определяется в основном этой величиной. 
    Частота «оцифровки», то есть плотность точек на зарегистрированной кинетике, должна быть по крайней мере в два раза  выше чем частота самой быстрой компоненты кинетики. Только если это условие выполнено, параметры сигнала, например длительность флюоресценции, могут быть определены без предположений о форме сигнала. Следовательно, временные интервалы (каналы) , в которые зарегистрированы фотоны, должны быть по крайней мере на порядок  меньше, чем ширина аппаратной функции системы регистрации. В методе МСФ возможна ширина канала времени меньше одной пикосекунды, и эффективная частота «оцифровки» больше чем 1 THz. Это достаточно, чтобы полностью реализовать возможность работы со сверхскоростными регистрирующими приемниками света. 
                  Сравнительный анализ двух методик.

   Основным недостатком использования ЭОК в изучении кинетики флуоресценции является небольшой динамический диапазон ≤ 100 системы регистрации, т.е. если в кинетике флуоресценции наряду с быстрыми компонентами  присутствуют и более медленные с малым вкладом в суммарную флуоресценцию, то с помощью такой техники регистрация их будет невозможна. С другой стороны, ЭОК позволяет регистрировать быстрые компоненты флуоресценции от одной вспышки возбуждающего света с временным разрешением ≤ 1пс, без привлечения сложной математической обработки. Данная методика работает при частотах ≤ 3Гц, что с одной стороны ограничивает возможности накопления сигнала флуоресценции, но с другой позволяет изучать образцы, в которых присутствуют медленные процессы и, частое возбуждение их, будет искажать результаты исследований.

    В МСФ для получения одной кинетики флуоресценции необходимо как минимум несколько тысяч отсчетов, что предполагает использование высокочастотного источника возбуждающих импульсов  ≥1мГц, что для некоторых образцов недопустимо . Преимуществом данного метода является большой динамический диапазон системы регистрации, возможность регистрации флуоресценции от низкоинтенсивных возбуждающих импульсов света.
                     Экспериментальная часть.
                                                 Рис.9.

1. Измерение длительности флуоресценции эталонного образца – красителя Rd6-g.

2. Регистрация кинетики флуоресценции хлоропластов гороха при различных состояниях реакционного центра  ФС-2.

3. Обработка полученных данных с помощью программ: OriginPro и SPCImage.
Оценка итогов проведенного практикума

Основной формой отчетности студентов является письменный отчет по результатам исследования, который должен включать:

     1. краткое описание изучаемых методик  регистрации пикосекундной флуоресценции  и сравнительный анализ преимуществ и недостатков каждой из них;
     2. корректно обработанные и представленные в удобной для восприятия форме результаты проведенных экспериментов и обсуждение полученных результатов;
    3. выводы по полученным результатам;

   4. список использованной дополнительной литературы
По представленному отчету преподаватель проводит со студентами устную беседу,  в ходе которой студенты отвечают на вопросы по теоретическим основам выполняемой задачи, результатам и сделанным выводам.

. Отчет защищается студентом перед преподавателем и ответственным по практикуму на зачете.
Контрольные вопросы
1. Что такое аппаратная функция системы регистрации флуоресценции, чем она определяется?
2. В чем заключается принцип высокоскоростной электронно-оптической  хронографии, его преимущества и недостатки ?
3. Как работает пикосекундный лазер ?
4. Как устроены генераторы оптических гармоник ?
5. Как определяется динамический диапазон системы регистрации ?

6. В чем заключается метод счета фотонов, его преимущества и недостатки ?

7. Как зависит длительность флуоресценции от состояния реакционных центров в хлоропластах гороха (по результатам эксперимента) ?

8. Что такое квантовый выход флуоресценции и чем он определяется ?
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