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współaut. (Magde i współaut. 1974, patrz też 
Tian i współaut 2011), którzy wykorzystali 
ją do badania dynamiki interkalacji bromku 
etydyny do DNA. W pracy tej fluktuacje in-
tensywności fluorescencji były generowane 
przez różnicę wydajności kwantowej (ang. 
quantum efficiency, QE) barwnika związa-
nego z DNA (wysoka) i wolnego (niska). W 
późniejszych pracach zbadano wpływ dy-
fuzji na fluktuacje fluorescencji, rozwijając 
równocześnie technologię niezbędną do ich 
rejestracji i analizy (Koppel 1974). Znaczny 
stopień komplikacji technicznej oraz nie-
wielka czułość przeszkadzały jednak w po-
pularyzacji tej metody. Swój renesans FCS 
zawdzięcza zastosowaniu konfokalnego sche-
matu detekcji (Eigen i Rigler 1994). Pozwo-
liło to na implementację FCS w mikroskopii 
biologicznej, przynosząc w rezultacie szereg 
instrumentów dostępnych komercyjnie (Ze-
iss Confocor, Picoquant, Becker and Hickl i 
in.). FCS dostarcza informacji o zachowaniu 
pojedynczych molekuł poprzez uśrednianie 
pomiarów dużego ich zbioru, osiągając dzię-
ki temu znaczną precyzję (Digman i Grat-
ton 2011, Tian i współaut. 2011). Z drugiej 
strony, pomiar FCS jest z natury punktowy, 
co utrudnia mapowanie ruchliwości molekuł 
w środowiskach o złożonej strukturze prze-
strzennej, takich jak komórki. 

Niniejszy artykuł opisuje zasady oraz 
ograniczenia klasycznego pomiaru FCS, a tak-
że pochodne techniki, które, dzięki wykorzy-
staniu korelacji przestrzennej pozwalają na 
obejście tych ograniczeń. 

Ruchliwość molekularna i procesy trans-
portu mają fundamentalne znaczenie w wie-
lu procesach fizycznych, chemicznych oraz 
biologicznych. Przykładem jest mobilność 
białek w komórkach, która może być bada-
na przy użyciu mikroskopii fluorescencyjnej 
techniki odzysku fluorescencji po fotoblak-
nięciu (ang. fluorescence recovery after pho-
tobleaching, FRAP) lub utraty fluorescencji 
w fotoblaknięciu (ang. fluorescence loss in 
photobleaching, FLIP) (Reits i Neefjes 2001, 
Klonis i współaut. 2002, Banting 2004, 
Sprague i McNally 2005, Ishikawa-Anker-
hold i współaut. 2012). Pozwalają one wy-
znaczyć odpowiednie współczynniki dyfuzji, 
stałe wiązania oraz nie mobilną frakcję mo-
lekuł (Carrero i współaut. 2003, 2004; Spra-
gue i współaut. 2004; Sprague i McNally 
2005). Należy jednak zauważyć, że skala cza-
sowa dostępna przy użyciu FRAP oraz FLIP 
jest ograniczona przez szybkość rejestracji 
obrazów mikroskopowych. Inną wadą wspo-
mnianych metod jest konieczność użycia in-
tensywnego światła do wywołania blaknięcia 
fluoroforów w żywych komórkach, co może 
indukować efekty fototoksyczne (Dobrucki i 
współaut. 2007, Wotzlaw i współaut. 2007, 
Nissim-Rafinia i Meshorer 2011). Alternaty-
wę stanowi bezpośredni pomiar ruchu po-
jedynczych (izolowanych) cząsteczek (ang. 
single particle tracking, SPT) lub wykorzy-
stanie spektroskopii korelacji fluorescencji 
(ang. fluorescence correlation spectroscopy, 
FCS). Technika ta została wprowadzona we 
wczesnych latach 70. XX w. przez Magde i 
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10 nM w tej objętości znajduje się średnio 
nie więcej niż jedna molekuła. W następ-
stwie ruchu (dyfuzji) molekuły wchodzą i 
opuszczają objętość detekcji, czemu towa-
rzyszą rozbłyski fluorescencji (fluktuacje jej 
intensywności). Charakterystyczna długość 
rozbłysków jest zależna od współczynnika 
dyfuzji (mobilności) fluoroforu, podczas 
gdy wariancja (amplituda fluktuacji) zawie-
ra informację o średniej liczbie molekuł w 
objętości detekcji. Zazwyczaj oba te para-
metry wyznacza się wykorzystując funkcję 
autokorelacji intensywności fluorescencji 
w czasie:
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gdzie: <I> jest (czasową) średnią (< >) inten-
sywności fluorescencji, δI(t) odchyleniem od 
średniej intensywności w czasie t, zaś τ cza-
sową skalą korelacji. 

Współcześnie podstawę FCS stanowi 
analiza statystycznej zmienności sygnału flu-
orescencji generowanego przez niewielką 
liczbę molekuł znajdujących się w objętości 
konfokalnej (Tian i współaut. 2011, pozo-
stałe artykuły w tym numerze KOSMOSU). 
Pomiar FCS wymaga zatem czułości pozwa-
lającej na rejestrację sygnału pochodzącego 
od pojedynczych molekuł, jednak jego re-
zultaty opisują uśrednione parametry dużej 
ich liczby (współczynniki dyfuzji, stężenia, 
stanu agregacji). Schemat typowego pomia-
ru FCS jest przedstawiony na Ryc. 1. Wiąz-
ka wzbudzenia (laser) jest ogniskowana w 
preparacie przy użyciu obiektywu o wyso-
kiej aperturze numerycznej (NA>1.1), który 
w połączeniu z przysłoną konfokalną (inne 
artykuły w tym numerze KOSMOSU) two-
rzy sub-femtolitrową (<10–15 l) objętość de-
tekcji, z której rejestrowana jest fluorescen-
cja pochodząca od zawartych tam molekuł. 
Jeżeli stężenie fluoroforu nie przekracza 

PODSTAWY PUNKTOWEGO FCS

Ryc. 1. Zasada pomiaru FCS. Panele górne: schemat detekcji konfokalnej (lewo); zmiany intensyw-
ności fluorescencji w czasie, w roztworze dyfundujących molekuł (prawo). 

Panele dolne: analiza autokorelacji pozwala (ścieżka a, lewo) wyznaczyć liczbę molekuł (N) i charakterystycz-
ny czas dyfuzji (τDiff); schematyczny wykres histogramu zliczeń fotonów (PCH, ścieżka b, prawo) (wg Breuse-
gem i współaut. 2006, zmieniona). 
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Bardziej rozbudowane modele uwzględ-
niają fluktuacje wywołane przechodzeniem 
molekuł w (tripletowy) stan ciemny, dy-
fuzję anomalną oraz wielokomponento-
wą (Lakowicz 1999). Należy zauważyć, że 
choć analiza mobilności molekuł pozosta-
je głównym biologicznym zastosowaniem 
FCS, to inne procesy (takie jak wygaszanie 
w reakcjach chemicznych), które prowa-
dzą do zmian intensywności fluorescencji 
w czasie także mogą być badane tą meto-
dą. Krzywa autokorelacji pozwala wów-
czas obliczyć odpowiednie stałe kinetycz-
ne (Sprague i McNally 2005, Breusegem i 
współaut. 2006). Warto też wspomnieć o 
alternatywnych w stosunku do funkcji au-
tokorelacji metodach analizy dynamiki mo-
lekuł w spektroskopii korelacyjnej (Palmer 
i Thompson 1987a, b). 

Charakterystyczny czas zaniku (τD) funk-
cji autokorelacji odpowiada średniej długo-
ści rozbłysków fluorescencji (czasowi po-
trzebnemu na przebycie objętości detekcji). 
Znając rozmiary i kształt, można, dopaso-
wując funkcję modelową do G(τ) obliczyć 
współczynnik dyfuzji D (odwrotnie propor-
cjonalny do τD) oraz średnią liczbę molekuł 
N (odwrotnie proporcjonalną do G(0)). W 
najprostszym przypadku gdy objętość detek-
cji jest przybliżona rozkładem normalnym 
(funkcją Gaussa) w 3D, a pomiar dokonywa-
ny jest w roztworze mamy:
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gdzie: τD jest charakterystycznym czasem ko-
relacji, S stosunkiem promieni charakteryzu-
jących objętość detekcji w 3D (wz/wxy), D 
współczynnikiem dyfuzji. 

METODY SPEKTROSKOPII KORELACYJNEJ

Czasowe widma fluktuacji (analizowa-
nego przy pomocy ACF), to jeden z dwóch 
aspektów tego zjawiska. Drugim jest widmo 
amplitudowe, które jest analizowane przy 
użyciu PCH (ang. photon counting histo-
gram) i FIDA (ang. fluorescence intansity 
distribution analysis). Obie techniki wyko-
rzystują histogram zliczeń fotonów (Chen 
i współaut. 1999, Kask i współaut. 1999, 
Muller 2004). Nie ma on postaci rozkładu 
Poissona (której można by oczekiwać gdy-
by objętość detekcji była oświetlona równo-
miernie), lecz jest w stosunku do niego po-
szerzony przez: nierównomierność profilu 
wzbudzenia, fluktuacje liczby fluoryzujących 
molekuł oraz szum detektora. Dopasowanie 
odpowiedniego modelu (superpozycji wielu 
rozkładów Poissona) do histogramu zliczeń 
pozwala określić molekularną jasność (ε) 
jednej lub kilku klas fluoroforów oraz odpo-
wiednie średnie liczby (stężenia) w objęto-
ści detekcji (Chen i współaut. 1999, Muller 
2004, Digman i Gratton 2011). PCH/FIDA 
umożliwia rozróżnienie monomerów, dime-
rów oraz większych agregatów w popula-
cji mobilnych molekuł. Na przykład, można 
ustalić, że w próbce znajduje się 35% mono-
merów o średniej jasności 2000 zliczeń na 
molekułę (cpm) oraz 65% dimerów jasności 
4000 cpm. Agregacja zmienia także współ-
czynnik dyfuzji (D), jednakże (dla dyfuzji w 
3D) jego zależność od masy molekularnej 
wyraża się proporcjonalnością do M–1/3. Tak 

więc, jakkolwiek przy użyciu FCS można roz-
różnić molekuły związane (np. w kompleksie 
makromolekularnym) od mobilnych, to PCH/
FIDA nadaje się lepiej do analizy równowagi 
monomer-oligomer. 

Istotnym ograniczeniem FCS jest brak 
informacji o fluktuacjach obecnych w po-
bliżu badanego punktu (objętości). Trzeba 
bowiem pamiętać, że wiele procesów fizycz-
nych, chemicznych i biologicznych cechuje 
się skalą przestrzenną. Przykładu dostarcza 
zależność charakterystycznego czasu dyfuzji 
(τD) od wzbudzanej objętości. Skala innych 
procesów, takich jak wiązanie do statycznych 
struktur, migotanie (ang. blinking) oraz ru-
chy rotacyjne są niezależne od tego parame-
tru. Efekt ten może zostać wykorzystany do 
rozróżnienia tych dwóch klas zjawisk. Ob-
rotowa symetria objętości wzbudzenia nie 
pozwala jednak na wykrycie przestrzennych 
niejednorodności.

Fluktuacje intensywności można uzyskać 
także poruszając ogniskiem (wiązką) wzbu-
dzenia w próbce w sposób periodyczny. Je-
żeli szybkość ruchu jest znacznie większa od 
tej, z którą poruszają się badane molekuły to 
fluktuacje niosą informację o lokalizacji prze-
strzennej wzdłuż skanowanego toru (Weis-
sman i współaut. 1976, Koppel i współaut. 
1994). Wykorzystuje się tu wiązkę poruszają-
cą się orbicie kołowej lub linii prostej (Dig-
man i Gratton 2011). Analiza fluktuacji po-
między kolejnymi okresami (skanami) ujawnia 
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informację o czasowym przebiegu fluktuacji 
wzdłuż skanowanego toru. Funkcje korelacji 
obliczane są tu zatem dla każdego punktu z 
osobna oraz dla par punktów leżących na 
orbicie lub torze (Digman i Gratton 2011). 
Szczególnym przypadkiem takiego podejścia 
jest zastosowanie korelacji par (ang. pair cor-
relation function, pCF) do statystycznego śle-
dzenia molekuły poruszające się w komórce 
(Digman i współaut. 2009; Cardarelli i Grat-
ton 2010; Hinde i współaut. 2010, 2011). 
Fluorescencja jest próbkowana (z szybkością 
porównywalną do ruchu molekuły) w wielu 
punktach. Jeżeli molekuła w czasie t=0 znaj-
duje się w danym punkcie, to prawdopodo-
bieństwo jej znalezienia w innym punkcie 
spada wraz z kwadratem odległości pomiędzy 
punktami (Ryc. 2a). Ponadto, dla każdego z 
punktów leżących w danej odległości r od po-
zycji początkowej oczekiwana intensywność 
zmienia się w funkcji czasu (Ryc. 2b), dzięki 
czemu skanując po linii prostej otrzymuje się 

charakterystyczny wzór (ang. carpet) (Ryc. 
2c). Fluktuacje intensywności pomiędzy dwo-
ma punktami są skorelowane, jeśli w danym 
czasie molekuła pojawi się kolejno w tych 
punktach, przy czym amplituda korelacji spa-
da wraz z odległością (Ryc. 2d), a położenie 
maksimum zależy od szybkości migracji. Wy-
dłużenie charakterystycznego czasu korelacji 
świadczy o występowaniu barier swobodnej 
dyfuzji, których położenie można oszacować 
badając różne pary punktów. 

Podejście korelacyjne może być także wy-
korzystane do analizy dystrybucji fluorescencji 
w całym polu widzenia mikroskopu (kame-
ry), przy użyciu spektroskopii korelacji obra-
zu (ICS). Jeżeli obrazowane obiekty (takie jak 
kompleksy białkowe) mają rozmiar porówny-
walny lub większy niż PSF (ang. point spread 
function) mikroskopu, to korelacja pomiędzy 
pikselami dostarcza informacji o ich średniej 
wielkości oraz rozmieszczeniu (Petersen 1986, 
Kolin i Wiseman 2007). Z kolei rejestracja se-

Ryc. 2. Zasada pomiaru pCF. 

Prawdopodobieństwo znalezienia molekuły w odległości r od jej początkowego położenia i po czasie t (a). 
Intensywność (amplituda) funkcji autokorelacji w różnych odległościach od punktu początkowego (b i c). 
Funkcja korelacji wzajemnej dla różnych odległości dzielących dwa punkty (d) i różnych współczynników 
dyfuzji przy odległości 10 pikseli (e). Zależność prawdopodobieństwa (wykres a) od stosunku powierzchni 
detekcji do oczekiwanej odległości dyfuzji (f), dla procesu 2D (wg Digman i Gratton 2009, zmieniona).
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fotofizyczne) jest rutynowo wykorzystywane w 
komercyjnych systemach. FCS może też zostać 
użyty w połączeniu z mikroskopem dwufoto-
nowym, który realizuje tomografię optyczną 
przez ograniczenie objętości wzbudzenia do 
ogniska obiektywu (Pawley 2006). Pozwala to 
ograniczyć fotoblaknięcie występujące poza re-
jestrowaną płaszczyzną optyczną. Dodatkowo, 
fluorescencja różnych barwników może być 
wzbudzona tą samą długością fali świetlnej, je-
żeli odbywa się to przez równoczesną absorp-
cję dwóch fotonów (Pawley 2006). Ułatwia to 
pomiary techniką korelacji wzajemnej (FCCS), 
w której dwie badane molekuły są znakowane 
różnymi fluoroforami, rejestrowanymi przez 
osobne detektory. Jeżeli molekuły poruszają się 
niezależnie to fluktuacje fluorescencji wywo-
ływane przez ich dyfuzję nie są skorelowane 
(amplituda odpowiedniej funkcji G wynosi 0). 
W przeciwnym wypadku, gdy molekuły znaj-
dują się w objętości detekcji jako kompleks, 
rozbłyski fluorescencji ich znaczników wystę-
pują razem (G>0). FCCS może więc stanowić 
alternatywną do FRET technikę wykrywania 
oddziaływań molekularnych. 

Niedawne wprowadzenie szybkich kamer 
EMCCD oraz sCMOS pozwoliło na równocze-
sny pomiar korelacji czasowej w całym polu 
widzenia mikroskopu, co stanowi alternaty-
wę pomiaru punktowego dla wolniejszych 
procesów. Połączenie tego schematu detekcji 
ze wzbudzeniem typu „light sheet” pozwoliło 
na dokonanie pomiaru mobilności molekuł 
równocześnie w wielu regionach grubych 
preparatów (np. embrionów) (Lam i współ-
aut. 2012, Sankaran i współaut. 2013, Singh 
i współaut. 2013).  

Zastosowanie szybkich detektorów (MCP, 
SPAD, HyD) oraz impulsowych źródeł światła 
umożliwia (w trybie TCSPC) na równocze-
sny pomiar czasu zaniku fluorescencji (FLIM) 
i FCS. Dzięki temu (stosując technikę FCLS) 
można wyeliminować impulsy pasożytnicze 
(np. detector afterpulsing, rozproszenie Ra-
mana) z pomiarów korelacji (Breusegem i 
współaut. 2006). 

rii czasowej obrazów całego obiektu pozwala 
na obliczenie czasowej korelacji sygnału po-
szczególnych pikseli i oszacowanie dyfuzji oraz 
przepływu kierunkowego ( Breusegem i współ-
aut 2006, Kolin i współaut. 2006). Szereg wa-
riantów tej techniki, takich jak STICS (ang. spa-
tio-temporal ICS) oraz kICS (ang. k-space ICS) 
zostało rozwiniętych w ostatnich latach (Kolin 
i współaut. 2006, Kolin i Wiseman 2007), po-
dobnie jak rastrowa korelacja obrazu (RICS), 
która operuje na skali rozdzielczości czasowej 
pośredniej pomiędzy FCS a ICS. RICS wykorzy-
stuje skanowanie obrazu w mikroskopie kon-
fokalnym, dzięki czemu sygnały pochodzące 
z sąsiednich pikseli są skorelowane zarówno 
w przestrzeni, jak i w czasie (jaki upływa na 
rejestrację piksela, całej linii lub ramki), po-
dobnie jak w skaningowym FCS. Pozwala to 
na badanie mobilności molekuł w szerokim 
zakresie skali czasowych (Digman i Gratton 
2009, 2011). Atrakcyjność RICS zwiększa fakt, 
że technikę tę można stosować w połączeniu 
ze standardowym mikroskopem konfokalnym 
(Digman i współaut. 2005, Digman i Gratton 
2009). Tego rodzaju urządzenie może także zo-
stać wykorzystane w technice N&B (ang. num-
ber and brigthness) do wykrywania agregacji 
molekuł, jako prostsza alternatywa PCH/FIDA 
(Digman i współaut. 2008). 

Większość pomiarów FCS wykorzystuje mi-
kroskop konfokalny i nieruchomą (zaparkowa-
ną) wiązkę światła wzbudzającego. W miejsce 
standardowych detektorów mikroskopowych 
(fotopowielaczy pracujących w trybie integra-
cji sygnału) stosuje się urządzenia do zliczania 
fotonów: fotodiody lawinowe (APD), płytki 
(fotopowielacze) mikrokanałowe (MCP) oraz 
detektory hybrydowe (HyD) (Becker i współ-
aut. 2011). Odpowiedni osprzęt do pomiarów 
TCSPC jest produkowany przez wiele firm i 
oferowany w połączeniu z niemal wszystkimi 
dostępnymi obecnie mikroskopami konfokal-
nymi (Digman i Gratton 2011). Oprogramo-
wanie pozwalające na wykorzystanie złożo-
nych modeli analitycznych (obejmujących dy-
fuzję wielokomponentową, agregację, procesy 
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Streszczenie

Ruchliwość molekuł ma fundamentalne zna-
czenie w wielu procesach fizycznych, chemicz-
nych oraz biologicznych. Mikroskopowe pomiary 
z użyciem korelacji zmian (fluktuacji) fluorescen-
cji pozwalają wyznaczyć współczynniki dyfuzji, 
stałe wiązania oraz stężenia znakowanych mole-

kuł. Niniejszy artykuł opisuje podstawy pomiarów 
punktowych przy użyciu korelacji fluorescencji w 
czasie (FCS) oraz pochodnych metod wykorzystu-
jących przestrzenną korelację fluorescencyjnego 
obrazu mikroskopowego i korelację czasowo-prze-
strzenną. 
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the principles of point-wise microscopio measure-
ments with fluorescence correlation spectroscopy. 
Furthermore, basics of its derivatives using spatial 
and spatio-temporal correlation of fluorescence 
microscopy data are given. 

Molecular mobility is crucial in numerous 
physical, chemical and biological processes. Mi-
croscopy measurements of fluorescence changes 
(fluctuations) can be used to estimate diffusion 
coefficients, binding constants and concentrations 
of labeled molecules. This short review describes 

FLUORESCENCE CORRELATION MICROSCOPY

Summary
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