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ДЕТЕКТИРОВАНИЕ  ИНДИВИДУАЛЬНЫХ  МОЛЕКУЛ
В  ЖИДКОСТИ.  АНАЛИЗ  ПРОБЫ  С  КОНЦЕНТРАЦИЕЙ

НЕ  БОЛЕЕ  1×10−15 М.  ВЫСОКОЭФФЕКТИВНЫЙ  КАПИЛЛЯРНЫЙ
ЭЛЕКТРОФОРЕЗ  С  ОДНОМОЛЕКУЛЯРНЫМ

ЛИФ-ДЕТЕКТИРОВАНИЕМ

Рассматриваются методы и критерии одномолекулярного детектирования в жидкости. Особое внимание уде-
ляется детектированию индивидуальных молекул в капиллярном электрофорезе методом лазер-
индуцированной флуоресценции, где рассматриваются основные экспериментальные трудности на этом пути.

ВВЕДЕНИЕ

Важнейшая проблема современной аналитиче-
ской химии — фракционирование, детектирование
и идентификация индивидуальных молекул. Од-
номолекулярное детектирование обеспечивает
прорыв в следовом и биомедицинском анализе,
экологическом мониторинге, аналитической био-
технологии. Эта новация позволяет принципиаль-
но усовершенствовать диагностику бактерий и ви-
русов, флуоресцентный иммуноанализ; создать
новые высокочувствительные технологии анализа
ДНК для идентификации начинающихся злокаче-
ственных опухолей, следов вирусных и бактери-
альных загрязнений с минимальным количеством
целевых нуклеиновых кислот; создать технологии
количественного определения малораспростра-
ненных видов мРНК без потери времени и помех,
вызываемых амплификацией. Последнее окажется
полезным и для усовершенствования стандартного
анализа ДНК путем уменьшения циклов амплифи-
кации. Эти методы позволят принципиально усо-
вершенствовать технику химического и биохими-
ческого ультрамикрофракционирования, изучения
физических, химических свойств и взаимодейст-
вий индивидуальных молекул на дискретном
(цифровом) уровне, обеспечивая возможность по-
лучения уникальной информации при резком сни-
жении необходимой массы пробы.

Некоторые из этих задач уже решаются с по-
мощью хорошо известного высокочувствительно-
го ЛИФ-детектирования (10−21–10−20 моль). Однако
предельная цель в этом направлении —
возможность детектирования индивидуальных
молекул [1]. В последние несколько лет для изу-
чения индивидуальных молекул получила разви-
тие флуоресцентная криогенная техника в твердых
телах с использованием узкополосных лазеров на

красителях [2–4]. Недавно несколько групп сооб-
щили об исследовании при комнатной температу-
ре ориентации диполей индивидуальных молекул
и их поверхностной динамики с помощью микро-
скопии ближнего поля [5–7]. Особый интерес для
аналитической и биоаналитической химии пред-
ставляет детектирование индивидуальных моле-
кул в жидкой фазе. Пионерами в этой области
с использованием техники "временнóго окна" яв-
ляются Keller [8–10] и Mathies [11, 12]. Недавние
усовершенствования техники Keller′а включают
возбуждение в ближней ИК-области [13] и детек-
тирование с помощью лавинного фотодиода [14].
Используя корреляционный метод, исследователи
продемонстрировали детектирование индивиду-
альных молекул в очень малом (фемтолитровом)
объеме капелек раствора перед объективом кон-
фокального микроскопа [15]. Конфокальная флуо-
ресцентная микроскопия была непосредственно
применена для детектирования флуоресценции
индивидуальных молекул [16]. Флуоресцентные
красители и меченная флуоресцентными красите-
лями ДНК детектировались в ограниченных кап-
лях [16], левитирующих микрокапельках [17], фо-
кусирующих футлярных потоках [8, 9], потоках в
капилляре [10, 11, 18]. Биологические макромоле-
кулы наблюдались как индивидуальные молекулы
методом флуоресцентной микроскопии [19]. Эта
техника была использована для изучения конфор-
мационной динамики макромолекул [20–22], ис-
следования свойств ДНК [23], поведения РНК-
полимеразы [24]. В то время как многие из этих
методов хорошо известны, до последнего времени
отсутствовали работы по хроматографической и
электрофоретической сепарации индивидуальных
молекул. Лишь в самое последнее время появи-
лись работы по капиллярному электрофорезу ин-
дивидуальных молекул [18, 25–27].
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ОГРАНИЧЕНИЯ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ

Некоторые факторы ограничивают чувстви-
тельность флуоресцентного детектирования инди-
видуальных молекул и тем самым долю детекти-
руемых молекул в пробе. Процесс флуоресценции
начинается с абсорбции фотона, который перево-
дит молекулу из основного состояния S0 в первое
возбужденное синглетное состояние S1 (рис. 1).
Константа скорости абсорбции kabs — это произ-
ведение поперечного сечения абсорбции σ (см2)
и потока фотонов, падающих на молекулу,
F (cм−2 с−1). Обычно скорость абсорбции ограни-
чивается только интенсивностью светового потока
лазера. После диссипации небольшой части аб-
сорбированной энергии в быстром (<10−14 с) нера-
диационном релаксационном переходе происхо-
дит эмиссия фотонов флуоресценции, которая
занимает 10−9–10−8с у большинства ионных краси-
телей. После этого молекула возвращается в ос-
новное электрнное состояние и готова для нового
абсорбционно-эмиссионного цикла. При насыще-
нии интенсивности возбуждения время абсорбци-
онно-эмиссионного цикла ограничивается време-
нем жизни флуоресценции, так что при высоком
квантовом выходе могут эмитироваться миллионы
фотонов флуоресценции в секунду. Преимущество
ионных красителей для флуоресцентного детекти-
рования индивидуальных молекул заключается в
высоком (≈1) квантовом выходе. Хотя при некото-

рых комбинациях красителей и растворителей
синглет—триплетная перекрестная скорость knr (в
направлении Т1) может стать значительной, серь-
езно уменьшая скорость счета флуоресценции.
Сечение абсорбции для большинства красителей
(∼10−16 см2), что на много порядков больше, чем у
неэластических процессов типа релеевского рас-
сеяния. Временные и спектральные свойства
флуоресценции красителей также определяют
возможность и уровень детектирования индивиду-
альных молекул. Флуоресцентная эмиссия имеет
типичное красное смещение по отношению к час-
тоте возбуждения и является значительно более
медленным процессом (занимая микро- и наносе-
кунды), чем релеевское и рамановское рассеяния
(фемтосекундная область). Эти свойства облег-
чают разделение сигнала и фона как во вре-
меннóй, так и в частотной области. Имеются не-
которые ограничения в величине сигнала, кото-
рый может быть получен от индивидуальной мо-
лекулы. Скорость счета флуоресценции, опреде-
ляемая временем абсорбционно-эмиссионного
цикла, ограничена временем жизни флуоресцен-
ции (1/Аspont). Кроме того, конечное фотохимиче-
ское время жизни красителей ограничивает число
абсорбционно-эмиссионных циклов до деструк-
ции или обесцвечивания молекул. Фотообесцве-
чивание конкурирует со спонтанной эмиссией,
так что общее число фотонов, эмитированных
при флуоресценции, пропорционально скорости

S0

S2

S1 T

Рис. 1. Схема энергетических уровней сольватированного ион-
ного красителя. Стрелка с характеристикой kabs — возбужден-
ная стадия абсорбции; стрелки с характеристикой Aspont —
спонтанная радиация, с knr — внутрисистемный переход [1],
с kph — фосфоресценция

kabs

knr ~ 102 с-1

kph ~ 103 c-1

Aspont ~ 108 c-8
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спонтанной эмиссии, деленной на скорость фото-
обесцвечивания [28]. Таким образом, даже в экс-
перименте, где время взаимодействия лазера с
аналитом по существу бесконечно, происходит
конечное число актов флуоресценции. Фотохими-
ческое время жизни может быть определено как
произведение скорости возбуждения kabs и кван-
тового выхода фотообесцвечивания Ф, которое
соответствует вероятности фотообесцвечивания в
цикле абсорбции (возбуждения)—эмиссии. Кван-
товый выход фотообесцвечивания — это функция
красителя и растворителя [29] с типичным значе-
нием от ≈ 10−5 до 10−7. Среднее число циклов
абсорбции—эмиссии до фотообесцвечивания со-
ставляет 1/Ф или около 106. На пределе насыще-
ния (kabs ≈ 108 с−1) фотохимическое время жизни
порядка 10 мс.

Существенно, однако, что для эффективности
детектирования важен не сигнал, а отношение
сигнала к шуму S/N и величина фона. Как источ-
ник шума (рамановское, релеевское рассеяния
растворителя, флуоресценция примесей в раство-
рителе) во всех типах экспериментов доминирует
фон. Флуоресценцию примесей в растворителе
можно элиминировать, подвергая их глубокой
очистке, но это не тривиальная проблема из-за фо-
тодеградации и адсорбции примесей на стенках.
Реальный вклад релеевского и рамановского рас-
сеяний может быть значительным из-за некачест-
венных широкополосных фильтров, зачастую ис-
пользуемых в экспериментах по детектированию
индивидуальных молекул. Поскольку величина
фона растет с увеличением объема пробы, критич-
ным является уменьшение ее объема (до 10 пл).
Поскольку в экспериментах по сверхчувствитель-
ному детектированию используется счет фотонов,
необходимо добиваться максимальной эффектив-
ности их детектирования. Вследствие изотропии
эмиссии флуоресценции в пространстве только
10–20 % флуоресценции собирается оптикой.
Комбинация тонких фильтров с пропусканием
≤ 50 % и детектора с квантовым выходом 10–50 %
делает эффективность детектирования фотонов от
0.5  до 5 %. Невысокая эффективность детектиро-
вания фотонов и ограничение сигнала индивиду-
альной молекулы в результате фотообесцвечива-
ния ограничивают минимальную пробу несколь-
кими тысячами детектируемых

КРИТЕРИИ ДЕТЕКТИРОВАНИЯ

Детектирование индивидуальной молекулы
обычно ограничивается пороговым критерием,
подобно дискриминационным схемам, которые
дают логический импульс, когда амплитуда вхо-

дящего сигнала превосходит некоторый порого-
вый уровень. В типичных экспериментах порого-
вый уровень (LOD, limit of detection) составляет
≈ 3 (S/N =3) стандартных отклонений фона σb. При
фоновом сигнале, который подчиняется распреде-
лению Пуассона (ограничивающему дробовой
шум), детектирование происходит, когда сигнал
молекулы превышает утроенный квадратный ко-
рень среднего фонового сигнала. Относительно
небольшое число фотонов флуоресценции, эмити-
руемых молекулой в жидкости, мешает использо-
ванию таких тестов, как антигрупповые
(antibunching) фотоны в криогенном твердом теле
[30]. Окружение сильно влияет на эффективность
детектирования и его концентрационный предел.
Выбор высокого порогового значения (LOG, limit
of guarantee) — 6 стандартных отклонений фона
σb — гарантирует исчезающе малую вероятность
ложного детектирования. Однако при этом боль-
шая часть молекул не будет детектироваться, по-
скольку сигнал не превзойдет порог. Наоборот,
уменьшение порогового значения увеличивает
число детектируемых молекул, хотя растет и веро-
ятность ошибки. Таким образом, эффективность
молекулярного детектирования определяется ам-
плитудой распределения вероятностей фона и сиг-
нала, а также степенью их перекрывания.

ЭФФЕКТИВНОСТЬ
ОДНОМОЛЕКУЛЯРНОГО

ДЕТЕКТИРОВАНИЯ

Перекрывание сигнального и фонового распре-
делений счета фотонов определяет достоверность
одномолекулярного детектирования (рис. 2). Счет
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Рис. 2. Распределение вероятностей флюорес-
ценции и фонового шума для R6G. Справа и сле-
ва от предела (+) и (−) ошибки [1]
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фотонов характеризуется средним числом счета
сигналов <s> и шума σb. Эффективность одномо-
лекулярного детектирования определяется сред-
ним S/N или <s>/σb. Рис. 3 показывает зависи-
мость вероятности одномолекулярного детектиро-
вания от среднего S/N для однохромофорной мо-
лекулы родамина 6G (R6G). Порог для каждого
значения <s>/σb выбирается так, чтобы минимизи-
ровать полную ошибку в достоверности (ложную
+ и ложную −). Поскольку распределение досто-
верности счета фотонов для однохромофорной
молекулы экспоненциальное, перекрытие распре-
деления фона медленно уменьшается с увеличени-
ем S/N. Эффективность одномолекулярного детек-
тирования имеет асимптотический предел. Даже
при среднем S/N ≈ 50 эффективность молекуляр-
ного детектирования достигает только 95 %.
Среднее S/N, следовательно, ограничивает сверху
ошибку достоверности. Другие факторы, такие как
негомогенность интенсивности лазера или моле-
кулярная диффузия, влияют на эффективность од-
номолекулярного детектирования значительно
меньше, чем S/N. На достоверность одномолеку-
лярного детектирования влияет форма распреде-
ления сигнального счета фотонов. Статистика сче-
та фотонов флуоресценции индивидуальных мо-
лекул сильно зависит от числа независимых хро-
мофоров [31]. Например, β-phycoerythrin — боль-
шая молекула с 34 независимыми хромофорами,
имеет достоверность детектирования, прибли-
жающуюся к 1 для умеренно среднего S/N = 10, в
то время как при том же среднем S/N, достовер-

ность детектирования однохромофорного R6G
только 0.77. Распределение счета сигнальных фо-
тонов зависит от доли молекул, претерпевающих
фотообесцвечивание [32]. Когда время взаимодей-
ствия излучения лазера с веществом аналита мно-
го меньше фотохимического времени жизни, толь-
ко часть молекул подвергается фотообесцвечива-
нию. Однако неполное фотообесцвечивание пре-
имущественно влияет на часть распределения, ко-
торая не перекрывается с фоном и, следовательно,
в незначительной степени определяет достовер-
ность одномолекулярного детектирования.

Эффективность одномолекулярного детектиро-
вания зависит как от статистики счета фотонов,
так и способности точно определить число моле-
кул в данном объеме пробы. Как показано в работе
[33], распределение сигнальных вспышек от числа
молекул β-phycoerythrin′a показывает хорошо за-
метные пики, соответствующие одной, двум и
трем молекулам. В случае однохромофорных мо-
лекул подобие между распределениями счета
фотонов мешает четкому определению числа мо-
лекул с разной амплитудой вспышек флуоресцен-
ции. Однако, если время взаимодействия лазера с
аналитом достаточно для измерения кинетики фо-
тообесцвечивания, можно различить одну или бо-
лее молекул на основе временнóй зависимости
скорости счета флуоресценции [34]. Поскольку
время взаимодействия лазера с аналитом много
меньше среднего времени фотообесцвечивания,
флуоресцентный сигнал ограничен только време-
нем движения молекулы в детектируемом объеме.
В этом случае могут быть измерены амплитуды
вспышек, которые мало различаются у одной и
двух однохромофорных молекул. Доля общего
числа сигнальных вспышек, ожидаемая от двух
молекул, есть пуассоновская вероятность наличия
двух молекул в объеме детектирования, деленная
на вероятность наличия одной молекулы в объеме
детектирования. Доля двухмолекулярных вспы-
шек может быть значительной, даже если вероят-
ность присутствия двух молекул в детектируемом
объеме очень мала. Нечеткость таких параметров,
как негомогенность интенсивности возбуждения,
молекулярная диффузия, могут при детектирова-
нии затемнять различия между одной и двумя мо-
лекулами.

МЕТОДЫ ОДНОМОЛЕКУЛЯРНОГО
ДЕТЕКТИРОВАНИЯ В ЖИДКОСТИ

Экспериментальные методы, развиваемые для
одномолекулярного детектирования в жидкости,
обладают некоторыми общими характеристиками.
Все они для минимизации шума рассеянного света
используют малый объем жидкости для освещения
и (или) сбора флуоресценции, применяют высоко-
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рования для однохромофорной молекулы как
функция среднего S/N [1]
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апертурные объективы для увеличения сбора све-
та, используют сильную пространственную и оп-
тическую фильтрации для уменьшения фонового
сигнала. Для одномолекулярного детектирования
в жидкости применяются следующие методы.

Детектирование через временные окна
(time-gated detection)

Эта техника, развитая Keller′ом [9], основана на
различиях временных шкал флуоресценции и ра-
мановского и релеевского рассеяний на несколько
порядков величин. Продолжительность флуорес-
ценции в видимой области спектра обычно со-
ставляет несколько наносекунд, в то время как
рамановское и релеевское рассеяния света по су-
ществу происходят мгновенно. Таким образом,
флуоресценция, рамановское и релеевское рассея-
ния разделены по времени и по частотам. Распре-
деления во времени рамановского и релеевского
рассеяний представляют функцию детектора (га-
уссоподобную функцию с шириной на полувысоте
500–750 пс), а временной профиль флуоресценции
экспоненциальный (с типичной временнóй кон-
стантой τ ≈ 3.5 нс), свернутый с приборной функ-
цией. Таким образом, выбирая подходящее окно
считывания, число фоновых счетов может быть
уменьшено за счет нечувствительности фотокато-
да вне определенного окна. В этой технике ис-
пользуется время-коррелированный счет фотонов.
Аналоговый импульс напряжения с амплитудой,
пропорциональной времени прихода, генерируется
для каждого выхода с фотокатода. Используется
дискриминация по высоте импульса для того, что-
бы засчитать или отвергнуть импульс, уменьшая
таким образом фоновый сигнал. Главное преиму-
щество этой техники — высокая скорость и про-
пускная способность. Используя простую проточ-
ную ячейку или проточный цитофлуориметр,
можно детектировать единичные молекулы с вре-
менем лазер-аналитного взаимодействия порядка
нескольких мс и амплитудами вспышек фотонов
порядка 10–20 счетов.

Этот метод, однако, имеет некоторые недостат-
ки. В простой проточной ячейке без гидродинами-
ческого фокусирования только ≈ 0.01 % молекул
аналита действительно опрашивается в объеме
пробы [13]. Вносит значительные ограничения
мертвое время детектора, которое влияет на ско-
рость счета флуоресценции, поскольку в экспери-
ментах используются время-амплитудные конвер-
торы (ТАС) с конечным временем процессинга.
Типичное время ТАС ≈ 5 мкс, которое ограничи-
вает скорость счета < 100 кГц.

Некоторые из этих проблем решаются [14] пу-
тем помещения микрокапилляра (0.3 мкм) в кюве-
ту с футлярным потоком, в верхней части которо-
го фокусируется лазерный луч. Эта конфигурация

значительно уменьшает диффузионные потери на
sulforhodamine 101, эффективность молекулярного
детектирования которого достигала ≈ 80 %, т.е.
укладывалась в теоретический предел, основан-
ный на среднем S/N ≈ 10. Отношение S/N улучша-
ется при использовании окна субнаносекундных
антисовпадений как временнóго предфильтра на
фронте ТАС для уменьшения времени истощения
процессинга фонового выхода.

Флуоресцентная корреляционная спек-
троскопия и конфокальная микроскопия
Техника конфокальной флуоресцентной микро-

скопии [14] хорошо подходит для одномолекуляр-
ного детектирования. В этом методе высокоапер-
турный объектив (типично >1) используется как
для фокусирования лазерного луча, так и сбора
флуоресценции. Это позволяет очень эффективно
собирать флуоресценцию и использовать исклю-
чительно малый освещенный объем (1 фл), осво-
бождающий от фона и позволяющий получать ин-
тенсивный сигнал при мощности лазера < 1 мВт.
Во флуоресцентной корреляционной спектроскопии
[35, 36] конфокальная микроскопия позволяет изме-
рять средние флюктуации сигнала флуоресценции,
используя цифровой автокорреляционный анализ
время-разрешенного сигнала флуоресценции [35].
Преимущества этого приближения в том, что авто-
корреляционная функция несет информацию о ко-
эффициентах диффузии, связанных с размерами
аналита. R.N. Zare [16] недавно показал, что одномо-
лекулярное детектирование может выполняться пу-
тем непосредственного использования конфокаль-
ной флуоресцентной микроскопии без автокорреля-
ционного анализа. При этом для R6G и флуорес-
цеина получены: отношение S/N ≈ 10 и дробовой
шум ≈ 6 счетов при интегрировании за
1 мс. При анализе ультраразбавленных растворов,
наибольшее ограничение конфокальной флуорес-
центной микроскопии заключается в исключи-
тельно малом объеме наблюдения. В типичных
условиях эксперимента, когда каплю раствора по-
мещают на предметное стекло микроскопа, число
фотонов, вспыхивающих в единицу времени кон-
тролируется диффузией аналита в освещенную
область. Если молекула не претерпевает фото-
обесцвечивания, она может через некоторое время
вернуться в лазерный луч, продуцируя таким об-
разом более чем одну фотонную вспышку. В ре-
зультате число вспышек фотонов может превосхо-
дить число опрашиваемых молекул. К сожалению,
из-за малых размеров детектируемого объема, кон-
фокальная микроскопия не подходит для проточ-
ных систем, таких как капиллярный электрофорез,
где размер капилляра больше 10 мкм, и, таким об-
разом, бóльшая часть молекул не детектируется.
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Микрокапли
Микрокапельное приближение к одномолеку-

лярному детектированию в жидкости уникально в
нескольких отношениях. Во-первых, объем в 1 пл
определяется размером капли, а не размером лазер-
ного луча. В результате молекулы аналита ограни-
чены объемом капли без диффузионных потерь, и
эффективность молекулярного детектирования оп-
ределяется только средним S/N. Во-вторых, левита-
ция капелек в электродинамической ловушке [38]
может сделать время лазер-аналитного взаимодей-
ствия много бóльшим, чем среднее время фото-
обесцвечивания, ограничивающее в обычных слу-
чаях максимально возможный сигнал. В-третьих,
свойства излучения, такие как частота и время уча-
стия атомов и молекул, могут быть значительно
модифицированы за счет  квантового электродина-
мического эффекта полости (cavity quantum
electrodynamic effect) [39–41]. Например, спонтан-
ная скорость эмиссии и интегрированный выход
флуоресценции R6G увеличиваются в 4 мкм ка-
пельках глицерина [14]. Таким образом, микрока-
пельное приближение дает значительные преиму-
щества в уровне одномолекулярного сигнала. В ра-
боте [34] индивидуальная молекула R6G была де-
тектирована в левитирующих микрокаплях глице-
рина с S/N-отношением 10–40 и интегрированным
флуоресцентным сигналом в диапазоне
от ≈ 150 до 2200 фотонов, при использовании не-
прерывного лазера и фотоумножителя. При этом
распределение сигналов хорошо соответствовало
теоретическим предсказаниям. Большая часть чув-
ствительности, связанной с техникой левитации,
получается за счет уменьшения скорости. При
этом время, необходимое для левитации, измере-
ния флуоресценции и измерения размеров требует
нескольких минут, делая это приближение несо-
стоятельным в применении к высокопроизво-
дительному анализу. Практически анализ ультра-
разбавленных растворов с использованием цифро-
вой техники молекулярного детектирования [33]
требует ≈ 104–106 измерений. Следовательно, не-
обходима высокоскоростная версия микрокапель-
ной флуориметрии. Чтобы улучшить производи-
тельность микрокапельной флуориметрии, были
разработаны приборы для одномолекулярного де-
тектирования в потоке свободно падающих ка-
пель. Капли двигались в протяженной полости
мощного аргонового лазера, оканчивающейся ост-
рием генератора капель, со скоростью ≈ 1 м/с.
Поскольку при большой скорости широкий луч
лазера максимизирует время лазер-аналитного
взаимодействия, требуется необычайно высокая
мощность лазера. Чтобы насытить S0 → S1 переход
для R6G, по расчетам необходима средняя мощ-
ность ≈ 20 кВт при ширине луча ≈ 1.5 мм (исполь-
зовался лазер мощностью около 10 кВт). Преиму-

щество высокоинтенсивного возбуждения в том,
что скорость счета флуоресценции ограничена
только временем жизни флуоресценции аналита.
Распределение интенсивности при генерации ка-
пель стоячей волной намного информативнее, чем
распределение внутренней интенсивности, связан-
ной с возбуждением бегущей волной. В этой кон-
фигурации лимит детектирования R6G составлял
≈ 10 молекул, а скорость одномолекулярного де-
тектирования достигала 5–10 кГц.

Лазер-индуцируемое флуоресцентное
детектирование индивидуальной молекулы

в капилляре. Высокоэффективный
капиллярный электрофорез

с одномолекулярным ЛИФ-детектированием

Сочетание капиллярного электрофореза с од-
номолекулярным ЛИФ-детектированием открыва-
ет выдающиеся возможности для аналитических и
биоаналитических исследований. В отличие от
хроматографии, которая характеризуется значи-
тельным размыванием, благодаря которому время
выхода одной молекулы достаточно неопределен-
но, капиллярный электрофорез (у которого размы-
вание зон при правильной постановке экспери-
мента исключительно мало) позволяет получить
точные результаты по времени миграции, а следо-
вательно, электрофоретической подвижности, даже
для единичных молекул. Таким образом, ультра-
чувствительный капиллярный электрофорез, по-
зволяющий получать уникальную информацию по
электрофоретическому поведению индивидуаль-
ных молекул, в достоверности результатов не ус-
тупает классическим высокоэффективным микро-
сепарационным методам с ЛИФ-детектированием:
высокоэффективному капиллярному электрофоре-
зу, а  тем  более  капиллярной  хроматографии,
где  одновременно  анализируется ≥103 молекул  и
этим  достигается   статистически   достоверный
результат. Однако  на  пути  реализации  капил-
лярного  электрофореза  с  одномолекулярным  де-
тектированием стоят серьезные трудности, кото-
рые в области детектирования индивидуальных
молекул удалось преодолеть Y.-H. Lee, R.G. Maus,
B.W. Smith, and J.D. Winefordner [18]. Последние
два года публикуются работы по
использованию этого метода для анализа индиви-
дуальных молекул [18, 25–27]. Здесь внимание
было направлено на детектирование в предельно
малом (пл) объеме капилляра и статистическую
обработку сигнала для надежного выделения
вспышек флуоресценции индивидуальной молеку-
лы. Поэтому исключались характерные для капил-
лярных методов экстраколоночные системы де-
тектирования, как например футлярная проточная
ячейка. Использовались оригинальные разработки,
такие как определение электрофоретической
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подвижности путем измерения времени прохож-
дения флуоресцирующей молекулы между двумя
параллельными лучами лазера в прямоугольном
капилляре размером 10×10 мкм (рис. 4) [25]. От-
сюда один шаг до использования одномолекуляр-
ного детектирования в микроаналитических сис-
темах (чип-анализаторах) [26]. К сожалению, в
этих работах недооценивались такие моменты, как
полнота участия всех молекул в абсорбционно-
флуоресцентных циклах детектирования, необхо-
димость 100 % удаления рассеянного света лазера
и полного освобождения от фоновой флуоресцен-
ции. Поэтому авторам удавалось детектировать
аналит, компоненты которого содержали не менее
нескольких тысяч молекул. Лишь в работе [18],
посвященной развитию новой ЛИФ-спектроскопи-
ческой техники для детектирования движущихся
через капилляр единичных молекул, показана воз-
можность детектирования в капилляре действи-
тельно индивидуальных молекул. Этот результат
получен путем глубокой оптимизации метода. Для
возбуждения ЛИФ использовался лазер в ближней
инфракрасной области спектра, излучение которо-
го практически не абсорбировалось оптическими
компонентами детектора (материалами измери-
тельной ячейки, растворителем, примесями) и,
следовательно, не возбуждалась  соответствующая

фоновая флуоресценция. Сверхплотный свето-
фильтр обеспечивал практически полное погло-
щение рассеянного лазерного излучения при пол-
ной прозрачности для света флуоресценции. Наи-
более эффективным для этих целей является реали-
зованный в работе [18] фильтр паров металла
(МVF, metal vapor filter), представляющий нагре-
ваемую кварцевую ячейку, заполненную инертным
газом с парами летучего металла, обладающими ре-
зонансным поглощением на длине волны лазера.
Для возбуждения флуоресценции использовался
титан-сапфировый лазер, луч которого фокусиро-
вался в непокрытой части капилляра. Использова-
ние светофильтра RbMVF с парами рубидия, обла-
дающего сверхвысокой оптической плотностью
(≈ 8 е.о.п.), позволяло, при настройке лазера на пе-
реходную линию Rb при λ = 780.023 нм, полностью
поглотить его рассеянный лазерный свет. Для де-
тектирования использовался лавинный фотодиод с
высокой эффективностью детектирования фотонов
и низкой уровнем темнового тока. Сигнал подвер-
гался статистической обработке для достоверного
детектирования вспышек фотонов проходящих че-
рез лазерный луч молекул. С  этой целью исполь-
зовался среднеквадратичный суммирующий
фильтр. Исследования, описанные в работе [18],
вплотную приблизились к созданию капиллярного

Квадратный капилляр Напряжение (100 – 200 В/см)

Резервуар
пробы

Электроды

Пластиковая
трубка

Лазерный луч

Лазерный луч

100 мкм

250 мкм

Рис. 4. Установка для капиллярного электрофореза единичных молекул с ЛИФ-детектированием. Увели-
ченный рисунок слева — квадратная капиллярная ячейка 10×10 мкм с двумя параллельными сфокусирован-
ными лазерными лучами [25]
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электрофореза с одномолекулярным ЛИФ-
детектированием. Следует помнить, что высоко-
эффективный капиллярный электрофорез (ВЭКЭ)
обладает большими собственными возможностями
увеличения чувствительности анализа [43], как это
показано в табл. 1, где наиболее перспективные
для одномолекулярного анализа методы повыше-
ния чувствительности ВЭКЭ отмечены ∗.

Поскольку работа [18] представляет принципи-
альное развитие одномолекулярного ЛИФ-
детектирования в капилляре, расскажем о ней
подробнее.

ЛИФ-детектирование индивидуальных
молекул в капилляре [18]

Для индуцирования флуоресценции использо-
вался одномодовый перестраиваемый титан-
сапфировый непрерывный лазер в кольцевой
конфигурации, а для его накачки — аргоновый ла-
зер (рис. 5). Луч титан-сапфирового лазера после-
довательно пропускался через узкополосный ин-
терференционный светофильтр λ = 780.1 нм с ши-
риной полосы 0.18 нм и 20x-расширитель, после
чего фокусировался линзой (1:1.4; f = 55 мм) на

Табл. 1. Повышение чувствительности ВЭКЭ путем концентрирования пробы

Метод Отличительные особенности

Стекинг * Сжатие пробы в буферном растворе с низшей, чем у рабочего буфе-
ра, электропроводностью или в условиях РН-градиента в капилляре.
Повышение концентрации аналита  до 8 раз

Усиление поля * Концентрирование пробы в инжекционном конце капилляра путем
переключения полярности после заполнения капилляра большим
объемом пробы ("обратный стекинг")

Изотахофорез Согласованное (с одной скоростью) движение зон чистых (разделив-
шихся) компонентов в самоорганизующемся ступенчатом градиенте
поля. Концентрирование зон в степени, обратно пропорциональной
электрофоретической подвижности компонентов. Концентрирование
в ≈ 100 раз

Хроматографическое
концентрирование

Дорогостоящая реализация

Примечание: * отмечены наиболее перспективные для одномолекулярного анализа методы

Ti-сапфиро-
вый лазер

Ловушка

Rb MVF

Капилляр

Аргоновый лазер

Контроль
температуры

Зеркало

Расшири-
тель лучаЗеркало

Линза

Лавинный
фотодиод

Счетчик-
таймер

Компьютер

Шприцевой
насос

Объектив
40×0.65

ИФ, 830 нм

Объектив
40×0.65

ИФ, 780 нм

Оптическое
волокно

Рис. 5. Установка для одномолекулярного детектирования в капилляре [18].
ИФ — интерференционный фильтр, Rb МVF — фильтр с парами металла Rb
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непокрытую часть заполненного пробой капилляра
(Øвн.= 11 мкм, Øн. = 139 мкм, длина 10 см), образуя
световое пятно размером Ø = 11 мкм. Освещенная
область капилляра (l = 11 мкм, dc = 11 мкм) имела
объем Vd =1.05 пл. Флуоресценция (и рассеянный
свет лазера) собирались объективом  40×0.65 в
светофильтр MVF (рис. 6).  Поскольку  полное
удаление  рассеянного  света  лазера — главное
условие одномолекулярного ЛИФ-детектиро-
вания, светофильтр MVF с парами рубидия Rb яв-
ляется наиболее критическим компонентом опти-
ческой системы для одномолекулярного ЛИФ-

детектирования. MVF — это узкополосный опти-
ческий фильтр, сверхплотный на волне излучения
лазера, который полностью задерживает рассеян-
ное лазерное излучение. Лазер легко
настраивается на абсорбционный пик паров ме-
талла, т.к. ширина полосы лазерного излучения
существенно меньше полосы поглощения MVF.
Преимущества последнего перед обычными
фильтрами заключаются в низкой стоимости, вы-
соком регулируемом концентрацией паров метал-
ла (температурой) поглощении, в возможности
сбора света под большими углами. Подобные све-
тофильтры используются в рамановской спектро-
скопии. Светофильтр Rb MVF представляет обо-
греваемую потоком нагретого азота герметичную
цилиндрическую кварцевую ячейку размером d =
= 2.5 см и l =10 см, заполненную инертным газом с
парами Rb, обладает предельно высокой оптиче-
ской плотностью при λ = 780.023 нм. Rb имеет два
изотопа 85Rb и 87Rb, которые находятся в соотно-
шении 0.727 : 0.273 [44] и обладают собственной
сверхтонкой структурой спектра. Для измерения
абсорбции светофильтра капилляр мог замещаться
зеркалом под углом 45°. Абсорбционные профили
светофильтра RbMVF, представляющие конволю-
цию гауссова и лоренцева абсорбционных профи-
лей Rb [45], показаны на рис. 7. Повышение тем-
пературы повышает плотность паров Rb, резко
увеличивая абсорбцию (рис. 8). Абсорбционная

Нагретый N 2

MVF

Проход

Окно Окно

Рис. 6. Схема светофильтра с парами металла —
RbMVF [18]

Рис. 7. Рассчитанный абсорбционный профиль
линии Rb λ = 780.023 нм при разных температу-
рах. Длина оптического пути 10 см, давление
азота 200 торр при 25 °С [18]

Рис. 8. Экспериментальные данные по абсорб-
ции парами Rb на длине волны λ = 780.023 нм
как функции температуры. Длина оптического
пути 10 см, давление азота 200 торр при 25 °С
[18]

T=27 °C

Температура,  °С

T=50 °C

T=100 °C
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полоса светофильтра очень узкая (21 пм при
максимуме на λ = 780.023 нм). Идеально — когда
узкая линия лазера настраивается на абсорбцион-
ный пик светофильтра RbMVF при 100°С. При
этом достигается абсорбция в несколько тысяч
единиц. Максимум абсорбции при 170 °С, D≈ 8 и
ограничивается слабым широкополосным лазер-
ным фоном титан-сапфирового кристалла. Для пре-
дотвращения осаждения металлического Rb на ок-
нах светофильтра последние нагревались до более
высокой температуры, чем его объем. После свето-
фильтра RbMVF и перед фотодетектором поме-
щался узкополосный интерференционный свето-
фильтр λ = 830 нм с шириной полосы 10 нм, чтобы
блокировать рамановское рассеяние растворителя
при λ = 860 нм. Далее свет флуоресценции фокуси-
ровался с помощью объектива 40×0.65 в световоде
Ø = 100 мкм и через него передавался на
лавинный фотодиод. Последний представляет од-
нофотонный счетный модуль с 25 % эффективно-
стью детектирования фотонов при λ = 830 нм и
темновым током, эквивалентным 25 импульсам/с.
Затем сигналы поступали на плату счетчика-
таймера и обрабатывались по специальным про-
граммам с компьютера. Титан-сапфировый лазер
настраивался на максимум абсорбции линии Rb
(λ = 780.023 нм) светофильтра MVF с помощью
эталона Фабри—Перо. Рассчитанная ширина ли-
нии лазерного излучения при максимуме на
λ = 780.023 нм составляла 0.081 нм.

Методика одномолекулярного
детектирования

Чтобы достичь одномолекулярного детектиро-
вания с близкой к единице эффективностью изме-
рения, необходимо добиться полного освещения
всего детектируемого объема жидкости в капил-
ляре. Среднее время перехода молекул пробы че-
рез детектируемый объем составляет ≈ 0.8 мс (при
скорости 0.061 мкл/мин). Возможные отклонения
расхода связаны с малым диаметром капилляра,
нарушением его цилиндрической формы и моле-
кулярной диффузией. Число детектируемых моле-
кул оказалось меньше ожидаемого из-за их
адсорбции на стенках капилляра, однако при раз-
бавлении пробы десорбция молекул со стенок
капилляра увеличивала относительное число де-
тектируемых молекул. Средняя вероятность фото-
деструкции движущихся молекул измерялась
по зависимости флуоресценции от скорости пото-
ка. При мощности лазера РLaser = 150 мВт умень-
шение скорости с 1.26 до 0.061 мкл/мин (время
перехода при этом увеличивается с 0.039 до
0.8 мс) приводит к уменьшению сигнала флуорес-

Табл. 2. Вероятность заполнения детектируемо-
го объема (1.05 пл) молекулами красителя при
[IR140] = 1.9×10−13 M  [18]

Число молекул Вероятность

0 0.887
1 0.106
2 0.006
3 ≈ 0.000

ценции до 85 % от максимального. Сигнал флуо-
ресценции —  линейный  в  пределах  четырех
порядков величин концентрации аналита: от
1.9×10−12  до 1.9×10−8 М (при этом среднее чис-ло
молекул в объеме детектирования изменяется от
1.2 до 12 000). При использовании красителя
IR140 c концентрацией 1.9×10−12 М и времени пе-
рехода 0.8 с через детектируемый объем за 1 с
проходит приблизительно 1500 молекул. При кон-
центрации 1.9×10−13 М среднее число молекул в
объеме пробы 0.12. Табл. 2 показывает вероят-
ность нахождения молекул красителя IR140 в объ-
еме детектирования.

Как видно из таблицы, при [IR140] = 1.9×10−13 M
основную часть времени молекулы в детектируе-
мом объеме отсутствуют (Р(n = 0) = 0.887), веро-
ятность присутствия 1 молекулы Р(n = 1) = 0.106, а
для большего числа молекул Р(n ≥ 2) ≤ 0.006, т.е.
пренебрежимо мала. Таким образом, детектирова-
ние осуществлялось при достаточно редких фо-
тон-аналитных контактах. Однако, как будет вид-
но из дальнейшего, даже в этих условиях проис-
ходило ≥ 5 вспышек флуоресценции. Число по-
добных событий Nev для молекул, пересекающих
луч лазера в детектируемом объеме за время T,
может быть рассчитано по формуле

        
r

p

t
kTN

N =ev ,                           (1)

где pN  — среднее число молекул в детекти-
руемом объеме, Т — время измерения, tr —
время перехода через детектируемый объем,
k — число временных сегментов за время пере-
хода. Рассчитанное evN равно 120 во время экс-
перимента с IR140 в концентрации, равной
1.9×10−13 М, при 12.0=pN ,  Т = 200 мс,  tr =
= 0.8 с,   k = 4.  По  расчету за 200 мс через де-
тектируемый объем пройдут ≈  30
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молекул, и все их нужно зафиксировать. Чтобы
выделить из фонового сигнала вспышку фотонов
индивидуальной молекулы предлагаются различ-
ные методы, описанные в работах [9, 13, 46–50]. В
работе [18] для дискриминации вспышки от фона
использовался фильтр взвешенного квадратичного
суммирования (WQS), модифицированный мето-
дом скользящих сумм. Первичные данные возво-
дились в квадрат и обрабатывались по алгоритму
WQS-фильтра

( ) ( ) ( )2
1

0

ττ
τ

+=∑
−

=

tdwtS
k

,                       (2)

где k — интервал времени, приблизительно экви-
валентный времени перехода молекулы через де-
тектируемый объем, w(τ) — весовой фактор,
d(t + τ) — необработанные точки за время t + τ.
Ввиду отсутствия сведений о профиле излучения
лазера в капилляре и эмиссии фотонов молекулой,
различные весовые факторы могут дать оптимизи-
рованные S/N отношения для конкретных
экспериментальных условий. Наилучшая дискри-
минация время-коррелированного сигнала флуо-
ресценции от случайного фонового шума достига-
ется при выборе весового фактора w(τ) в виде
асимметричного триангулярного наклона [9, 13]

.1)(
k

w += ττ                                 (3)

Рис. 9 показывает результаты WQS-фильтрации
для 1.9×10−13 М раствора IR140 и в "холостом"
опыте с метанолом. Вспышки большой амплитуды
ясно указывают на движение индивидуальной мо-
лекулы через центр лазерного луча. Вариации в
амплитудах связаны с попаданием молекулы в
разные зоны профиля интенсивности лазерного
луча. Когда молекула проходит через край лазер-
ного луча она претерпевает единичные циклы воз-
буждения и выбрасывает мало фотонов. Вариации
фотоэлектронных вспышек в "холостом" опыте
связаны только с флюктуациями фона и темновым
током. Для определения эффективности детекти-
рования IR-молекул строилась зависимость куму-
лятивного числа WQS-событий от уровня дискри-
минации для красителя и метанола (рис. 10). Уро-
вень дискриминации S(t) = 5 показан пунктиром
на рис. 9. Число событий для красителя превыша-
ло число событий для метанола в 110 раз. По-
скольку рассчитанное число событий равно 120,
эффективность измерения несколько ниже 100 %,
по-видимому, вследствие ошибок в определении
концентрации аналита, объема пробы или адсорб-
ции на стенках капилляра. Табл. 3 показывает об-
щее число событий (вспышек флуоресценции) и
среднее число фотоэлектронов от одной

Рис. 9. Вспышки фотонов "холостого" опыта с
метанолом (А) и 1.9×10−13 M раствора IR140 (Б),
обработанные методом взвешенного квадратич-
ного суммирования (WQS) с k = 4, при возбуж-
дении лазером 100 мВт и скорости растворителя
0.061 мкл/мин (время перехода 0.8 мс). Время
интегрирования 200 мкс. За время перехода че-
рез детектируемый объем проходит ≈ 30 моле-
кул. Дискриминационный предел S(t) = 5, кото-
рый выделяет ≈ 110 вспышек [18]

Рис. 10. Число регистрируемых вспышек как
функция дискриминационного предела S(t) для
1.9×10−13 M раствора IR140 (•) и в "холостом"
опыте с метанолом (о). При S(t) = 5 регистриру-
ются 110 вспышек IR140 и 1 вспышка метанола
[18]. Условия эксперимента  указаны на рис. 9
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Табл. 3. Число событий (вспышек флуоресценции)
при использовании лазеров разной мощности [18]

                   Мощность лазера
                                 (мВт)    50  100  150

Дискриминатор 3.1 5.0 7.1
Измеренный выход 112 110 116
Ожидаемый выход 120 120 120
Ср. число фотоэлектронов
на молекулу 5.9 7.0 8.5

молекулы при возбуждении лазерами  различной
мощности. Здесь среднее число фотоэлектронов на
молекулу рассчитывалось по формуле ,NCi∑
где N — число молекул с амплитудой WQS выше
дискриминатора, Сi  — счет фотонов от индивиду-
альной молекулы по необработанным данным.

При равной эффективности детектирования
увеличение мощности лазера требует повышения
дискриминационного барьера. Среднее число фо-
тоэлектронов молекулы IR140, детектируемых во
время прохождения детектируемого объема, со-
ставляет 8.5; 7.0 и 5.9 при мощности лазера соот-
ветственно150, 100 и 50 мВт. Это диктует исполь-
зовать для одномолекулярного ЛИФ-
детектирования непрерывные лазеры мощностью
100–150 мВт. Идеально, когда при прохождении
молекулы через лазерный луч распределение эми-

тированных фотонов отражает его гауссов профиль.
К сожалению, если величина фотонной вспышки
мала, как это имело место в работе [18],
пуассоновский шум нарушает гауссово распределе-
ние. Другое осложнение связано с прохождением
молекулы через край лазерного луча. Эти осложне-
ния затрудняют точный счет индивидуальных моле-
кул. Реальная мощность лазера, обеспечивающая 5
счетов, позволяла использовать LOD-, а не LOG-
концепцию. Табл. 4 сравнивает детектирование ин-
дивидуальных молекул IR132 и IR140 в установках с
разной пространственной эффективностью. Хотя
при равной эффективности детектирования средний
выход фотонов у IR140 ниже, эффективность изме-
рения R140 на 4 порядка величин выше вследствие
иллюминации всего детектируемого объема капил-
ляра возбуждающим излучением лазера.

В работе [18] реализовано несколько ориги-
нальных решений, которые действительно обеспе-
чили одномолекулярное детектирование: 1) ис-
пользование фильтра паров металла Rb MVF
с D ≅ 8 (для подавления рассеянного лазерного из-
лучения); 2) освещение лазером всего детектируе-
мого объема капилляра; 3) возбуждение флуорес-
ценции в ближней ИК-области (для исключения
фоновой флуоресценции); 4) линейность флуорес-
центного сигнала в пределах 4 порядков величин
концентраций (от 1.9×10−12 до 1.9×10−8 М);
5) использование для обработки сигнала цифрово-
го взвешенного квадратичного суммирующего
WQS-фильтра, позволяющего надежно извлекать
индивидуальные вспышки фотонов из первичного
(необработанного) сигнала.

Табл. 4. Сравнение одномолекулярного детектирования в ближней ИК-области красителей
IR132 и IR140 (мощность лазера 150 мВт) [18]

Краситель
Параметр

IR132 R140
λ возб. (нм) 800 780
λ набл. (нм) 800 830 (10)
Эффективность детектирования фотонов∗ 0.007 0.007
Объем пробы (пл) 0.8 1.05
Время перехода (мс) 10 0.8
Ср. число электронов на молекулу 18 (±4) 8.5
Эффективность детектирования (%) 97 (±7) 97
Пространственная эффективность детектирования (%) 0.01 100
Эффективность измерения (%) 0.0097 97

Примечание: * эффективность детектирования фотонов — произведение вероятности пропус-
кания всех оптических сред и эффективности сбора фотонов объективами
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

За последние несколько лет достигнуты большие
успехи в области методологии и приборного обеспе-
чения одномолекулярного детектирования в жидко-
сти. Развитие внутрикапиллярного детектирования с
одномолекулярным уровнем чувствительности имеет
великолепные перспективы в аналитической химии
для использования в проточном цито- и молекуляр-
ном флуориметре, иммуноанализе, анализе ДНК (си-
квенс, гибридизация) [42], суперследовом анализе и
миниатюризованной сепарационной технике, прежде
всего капиллярном электрофорезе [18]. Будущие пер-
спективы развития одномолекулярного детектирова-
ния видятся в увеличении его скорости и чувстви-
тельности; эффективной дискриминации различных
типов молекул; уменьшении предела детектирования
ниже фемтомолярного уровня; исследовании молеку-
лярной динамики, ассоциации, изомеризации и ком-
плексообразования индивидуальных макромолекул, в
том числе иммунной реакции; поиске минорных ком-
понентов в небольших молекулярных популяциях.

Можно сделать некоторые выводы по условиям,
необходимым для реализации наиболее перспек-
тивного в настоящее время метода детектирования
индивидуальных молекул в жидкости — ЛИФ-
детектирования в капилляре, открывающего воз-
можность высокоэффективного капиллярного элек-
трофореза индивидуальных молекул, с характер-
ными для этого метода мощными аналитическими
возможностями, в том числе связанными с отделе-
нием мешающих одномолекулярному детектирова-
нию флуоресцирующих компоненетов при элек-
трофоретическом фракционировании аналита.

Поскольку вероятность детектирования моле-
кулы аналита в пробе выше фонового шума облас-
ти наблюдения, отношение S/N = 3(6) определяет-
ся уравнением

                      ,dPTm εεεε ⋅⋅=                         (4)

где dε  — эффективность детектирования вспыш-
ки флуоресценции в детектируемом объеме, Tε  —
эффективность переноса пробы из точки ввода в
область детектирования. tsP εεε ⋅= , где sε  —
пространственная, tε  — временная эффективно-
сти детектирования. sε  — доля аналита, попавшая
в область засветки лазером и (или) наблюдаемую
детектором область; tε  — вероятность взаимодей-
ствия лазерного фотона с молекулой аналита:

tε ≈ 1 для непрерывного лазера или пульсирую-
щего источника, частота которого обеспечивает
заданное (в соответствии с предельным соотноше-
нием S/N) число встреч фотона лазера с аналитом
в зоне наблюдения. Таким образом, для ЛИФ-
детектирования одной молекулы необходимо
обеспечить

1≈⋅⋅= dPTm εεεε   (т.е. 1≈≈≈ dPT εεε ).   (5)

Тогда для dε ≈ 1 требуется:
1. Полное подавление фоновой флуоресценции

(оптики, растворителя, примесей, стенок капилля-
ра) путем перехода в ближнюю ИК-область детек-
тирования (λLaser ≥ 750 нм).

2. Полная ликвидация засветки фотоприемного
устройства рассеянным светом лазера за счет
применения сверхплотных (содержащих пары ме-
таллов) светофильтров и узкополосных лазеров,
прецизионно настроенных на одну частоту.

3. Использование достаточно мощного
(≥ 100 мВт) лазера для получения не менее
3 (LOD)–6 (LOG) флуоресцентных вспышек за
время прохождения молекулой области детекти-
рования.

4. Статистическая обработка сигнала для дос-
товерного выделения фотонов флуоресценции
аналита из фоновой флуоресценции.

5. Для sε ≈ 1 надо обеспечить полную засветку
лазером детектируемого объема с диаметром ка-
пилляра ≤ 10 мкм.

6. Для tε ≈ 1 необходимо использовать непре-
рывный или импульсный лазер с частотой ≥ 1 кГц.

7. Для Tε ≈ 1 необходимо разработать систему,
обеспечивающую полный ввод пробы в капилляр.
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SINGLE  MOLECULE  DETECTION  IN  LIQUID.
ANALYSIS  OF  SAMPLES  BELOW  1×10−15 M.

HIGH-PERFORMANCE  CAPILLARY  ELECTROPHORESIS
WITH  SINGLE-MOLECULAR  LIF  DETECTION

B. G. Belenkii, R. A. Kozulin, V. E. Kurochkin
Institute for Analytical Instrumentation RAS, Saint-Petersburg

Methods and criteria of single-molecular detection in liquid are considered. Particular attention is given to
detection of single molecules in capillary electrophoresis by the laser-induced fluorescence technique. The main
experimental difficulties encountered in this field are stressed.


