
Оптика и спектроскопия, 2023, том 131, вып. 11

19

Хемилюминесцентный сенсор пероксида водорода на основе

люминола и коллоидного раствора металлических наночастиц
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Исследовано влияние золотых и серебряных наночастиц, обладающих плазмонным резонансом, на хеми-

люминесценцию люминола в окислительной среде. Показано, что при добавлении к люминолу коллоидного

раствора металлических наночастиц интенсивность хемилюминесценции, вызванная присутствием пероксида

водорода и гипохлорита натрия, возрастает и может быть легко зарегистрирована при характерном

для биологических сред близком к нейтральному уровне pH, при котором в отсутствие металлических

наночастиц хемилюминесценция слаба.
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Введение

Обнаружение и определение уровня пероксида водо-

рода (H2O2) и гипохлоритов (солей НClO) в биологи-

ческой системе может играть жизненно важную роль в

мониторинге различных патологических изменений. Вы-

сокие уровни данных активных форм кислорода могут

нанести вред организму, вызывая повреждение клеток,

воспалительные заболевания и онкологию [1–12]. Хотя
большинство используемых методов мониторинга H2O2

и OCl- [13–18] основано на электрохимических процес-

сах, в последнее время получили развитие оптические

методы обнаружения АФК, обладающие такими преиму-

ществами, как высокая чувствительность, селективность,

быстродействие и портативность [19]. Особенно привле-

кательной представляется возможность использования

хемилюминесценции (ХЛ) молекул хемилюминофоров,

поскольку для ее возбуждения не требуется источник

света. Источником энергии для ХЛ является экзотерми-

ческая химическая реакция, сопровождающаяся испус-

канием фотонов, тогда как для работы оптических дат-

чиков, основанных на фотолюминесценции, необходим

внешний источник света [20]. К достоинствам метода

детектирования на основе ХЛ относится также срав-

нительная простота подготовки исследуемых веществ к

анализу [21–24].
Наряду с перечисленными выше достоинствами сен-

сорные системы на основе ХЛ имеют существенный

недостаток, заключающийся в низкой интенсивности

ХЛ-сигнала, ведущей к необходимости использования

чувствительных приемников оптического излучения и

дополнительного усиления слабых детектируемых сиг-

налов [25,26]. В связи с этим выбор хемилюмино-

форов, пригодных для практического использования,

невелик. К наиболее эффективным относятся люминол

и люцигенин. ХЛ выбранного хемилюминофора может

быть усилена в присутствии в растворе дополнительных

веществ-активаторов, в частности ионов металлов, а

также некоторых ферментов [27–29].

Альтернативный подход к усилению ХЛ состоит

в увеличении скорости радиационных переходов воз-

бужденной молекулы хемилюминофора, что позволяет

уменьшить вероятность безызлучательной дезактивации

возбужденной молекулы. Реализация этого подхода ста-

ла возможной с развитием методов создания металличе-

ских наночастиц, обладающих плазмонным резонансом.

Для эффективного ускорения радиационных переходов

необходимо выполнение двух условий: полоса погло-

щения поверхностного плазмонного резонанса (ППР)
металлической наночастицы должна быть спектрально

близка и перекрываться с полосой излучения хемилю-

минофора, а сама молекула хемилюминофора должна

находиться вблизи поверхности наночастицы на рас-

стояниях порядка размеров наночастицы [30]. В этом

случае скорость радиационных переходов в молекуле

люминофора может быть увеличена за счет эффекта

Парселла. Для реализации этого подхода использо-

вались различные типы металлических наноструктур,

включая наночастицы, нанокристаллы, нанокластеры и
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Рис. 1. Интенсивность ХЛ люминола в зависимости от

концентрации перекиси водорода при различных концентра-

циях серебряных наночастиц: 1 — без наночастиц, 2 —

при концентрации серебряных наночастиц 109 ml−1, 3 — при

концентрации cеребряных наночастиц 1010 ml−1 .

нанопленки [30–37]. Положение полос ППР наночастиц

благородных металлов благоприятно для усиления ХЛ

люминола. Полоса ППР наночастиц серебра (AgNP) в

воде с максимумом на длине волны 400 nm значитель-

но перекрывается с полосой ХЛ люминола, максимум

которой приходится на 425 nm. Полоса ППР наночастиц

золота (AuNP) в воде с максимумом на длине волны

520 nm также перекрывается с полосой ХЛ люминола,

хотя и несколько хуже.

ХЛ люминола, усиленная в присутствии серебряных

наночастиц в виде коллоидного раствора и гранулиро-

ванной пленки, наблюдалась нами ранее [34,38]. В насто-

ящей работе сообщается о зависимости интенсивности

ХЛ люминола от концентрации перекиси водорода в

присутствии наночастиц серебра и золота. Благодаря

плазмонному усилению доступными для наблюдения и

регистрации становятся меньшие концентрации переки-

си водорода.

Материалы и методы
экспериментального исследования

Для проведения исследований ХЛ был приготов-

лен раствор люминола (Ленреактив) с концентрацией

2 · 10−4 M (водный раствор люминола имел pH 6, pH 7

достигался добавлением NaOH). Концентрации водных

растворов NaOCl и H2O2 определялись спектрофото-

метрически перед использованием (ε290 = 350M−1cm−1

при pH 12 и ε230 = 74M−1cm−1 для NaOCl и H2O2

соответственно [39]). Для проведения реакции подго-

тавливались смеси раствора люминола (1ml) с H2O2

нужной концентрации. Раствор NaOCl (400µl) вводился

с помощью шприца (1ml) через тонкую пластиковую

трубочку. Концентрация NaOCl в рабочем объеме смеси

была 10−4 M, концентрация H2O2 варьировала от 10−4

до 10−6 M.

Водный раствор NaOCl с концентрацией 10−4 M имеет

pH 8.5. При его добавлении в раствор люминола pH

рабочей смеси составляет около 7.5.

Для изучения влияния плазмонных эффектов на ин-

тенсивность ХЛ использовались серебряные и золотые

наночастицы. Коллоидный раствор золотых наночастиц

был подготовлен следующим образом. В колбу Эрлен-

мейера наливали точно 240ml деионизованной воды;

воду доводили до кипения с обратным водяным холо-

дильником на магнитной мешалке с электроподогревом;

добавляли 2.5ml 1%-раствора HAuCl4; добавляли 7.5ml

1%-раствора цитрата натрия; продолжали кипячение

еще 30 min; наблюдали образование золя ярко-красного

цвета.

Диаметр синтезированных золотых наночастиц

(15 nm) определяли с использованием UV-Vis

спектрофотометра NanoDrop 2000c (Thermo Scientific)
и анализатора размера частиц. Во всех экспериментах

использовалась деионизованная вода MilliQ, свежепри-

готовленные отфильтрованные растворы цитрата натрия

(Sigma) и HAuCl4 (Sigma, Aldrich). Концентрация дан-

ного раствора составила 1.6 · 1012 ml−1. Концентрация

наночастиц в полученном коллоидном растворе оцени-

валась с помощью коэффициента экстинкции. В рабочем

объеме концентрация составляла 1010 ml−1 и 1011 ml−1.

Наночастицы серебра были синтезированы методом

лазерной абляции. Серебряная мишень помещалась на

дно кварцевой кюветы, заполненной дистиллированной

водой. Излучение импульсного Nd:YAG-лазера (Солар
ЛС) фокусировалось на поверхности мишени. Длина

волны второй гармоники составляла 532 nm, энергия

в импульсе была 50mJ, длительность импульса 7 ns.

Облучение производилось в течение 15min.

Концентрация наночастиц серебра в полученном кол-

лоидном растворе теоретически оценивалась с учетом

размерного распределения частиц (по изображениям,

полученным в сканирующем электронном микроско-

пе) методом сравнения спектров оптического поглоще-

ния c теорией рассеяния Ми. Концентрация составила

6 · 1010 ml−1. В рабочем объеме концентрация наноча-

стиц серебра составляла 109 и 1010 ml−1.

Для исследования кинетики ХЛ люминола при раз-

ных концентрациях перекиси водорода был использован

фотоэлектронный умножитель (ФЭУ) с АЦП H9305-04

(Hamamatsu), помещенный в темный контейнер с кю-

ветодержателем. Время экспозиции составляло 100ms.

Смесь люминола с перекисью водорода необходимой

концентрации в объеме 1ml и с добавлением наночастиц

серебра или золота помещалась в пластиковую кювету

(1 cm) и устанавливалась в кюветодержатель перед ок-

ном ФЭУ. Введение раствора NaOCl инициировало реак-

цию окисления молекул люминола. Возникающая в ре-

зультате реакции ХЛ люминола регистрировалась ФЭУ

и передавалось на компьютер с помощью программного
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Рис. 2. Интенсивность ХЛ люминола в зависимости от кон-

центрации перекиси водорода при различных концентрациях

золотых наночастиц: 1 — без наночастиц, 2 — при концен-

трации золотых наночастиц 1010 ml−1, 3 — при концентрации

золотых наночастиц 1011 ml−1 .

обеспечения, написанного на языке Python. С началом

реакции окисления интенсивность ХЛ люминола быстро

возрастала, достигала максимума и начинала спадать

вследствие израсходования реагентов. В качестве меры

интенсивности ХЛ принималось ее пиковое значение.

Результаты

На рис. 1 представлены зависимости интенсивности

ХЛ люминола от концентрации перекиси водорода при

различных концентрациях серебряных наночастиц и при

их отсутствии. Рост интенсивности ХЛ люминола с

ростом концентрации перекиси водорода регистрируется

и при отсутствии серебряных наночастиц, однако сигнал

мал и при минимальных концентрациях перекиси водо-

рода 10−6
−10−5 M не может быть надежно измерен. При

введении в реакционную смесь серебряных наночастиц

интенсивность ХЛ увеличивается в десятки раз, причем

ее зависимость от концентрации перекиси водорода

становится более выраженной. С увеличением концен-

трации серебряных наночастиц интенсивность ХЛ рас-

тет, однако ее зависимость от концентрации перекиси

водорода в области малых концентраций становится

менее резкой.

На рис. 2 представлены зависимости интенсивно-

сти ХЛ люминола от концентрации перекиси водорода

при различных концентрациях золотых наночастиц. Для

сравнения воспроизведена также зависимость интенсив-

ности ХЛ люминола при отсутствии металлических

наночастиц.

Введение в реакционную смесь золотых наночастиц в

концентрации 1010 ml−1 приводит к росту интенсивности

ХЛ, сравнимому с ростом при введении серебряных на-

ночастиц. Однако при увеличении концентрации золотых

наночастиц до 1011 ml−1 эффект усиления не растет, как

в присутствии серебряных наночастиц, а падает.

Обсуждение результатов

В настоящей работе основное внимание было уделено

возможности обнаружения и определения концентрации

пероксида водорода по ХЛ люминола. В связи с этим

реакция окисления запускалась добавлением в заранее

приготовленную реакционную смесь с переменной кон-

центрацией пероксида водорода фиксированного коли-

чества гипохлорита натрия. Поскольку для имитации

условий, благоприятных для проведения биохимических

исследований, водородный показатель реакционной сме-

си поддерживался на нейтральном уровне (pH 7.5),
интенсивность ХЛ без введения металлических наноча-

стиц была мала. Из-за этого сравнение интенсивностей

ХЛ, вызванной присутствием пероксида водорода в

различных концентрациях, было затруднено. Введение

в реакционную смесь металлических наночастиц (как
серебряных, так и золотых) приводит к значительному

усилению ХЛ люминола в присутствии окислителей, что

облегчает ее регистрацию и делает возможной сравне-

ние интенсивностей ХЛ при различных концентрациях

пероксида водорода.

Результаты проведенных экспериментов недостаточны

для однозначного определения механизма усиления ХЛ

золотыми и серебряными наночастицами и связи его с

эффектом Парселла. Изменение интенсивности ХЛ во

времени определяется кинетикой химической реакции

окисления, что исключает использование этой зависи-

мости для выяснения скорости радиационных перехо-

дов в возбужденной молекуле хемилюминофора. Другой

характерный признак плазмонного механизма усиления

связан со степенью перекрывания полос плазмонного

резонанса и ХЛ люминола. В этом отношении сереб-

ряные наночастицы превосходят золотые наночастицы,

поскольку полоса ППР золотых наночастиц с максиму-

мом на длине волны 520 nm перекрывается полосой ХЛ

люминола c максимумом на длине волны 425 nm значи-

тельно хуже, чем полоса ППР серебряных наночастиц

с максимумом на длине волны 400 nm. В соответствии

с этим максимальное усиление ХЛ серебряными нано-

частицами превышало 30 раз, а золотыми наночасти-

цами — только 10 раз. Дополнительные свидетельства

в пользу плазмонного механизма усиления ХЛ сереб-

ряными наночастицами были получены в [38] путем

изоляции поверхности наночастиц от непосредственного

контакта с молекулами хемилюминофора. Поскольку это

приводило только к ослаблению эффекта усиления, но

не к его полному исчезновению, плазмонный механизм

усиления ХЛ представляется гораздо более вероятным,

чем химический катализ, требующий непосредственного

контакта молекулы люминофора с металлической по-

верхностью.

Оптика и спектроскопия, 2023, том 131, вып. 11
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Заключение

Использование коллоидных растворов золотых и се-

ребряных наночастиц позволяет увеличить интенсив-

ность ХЛ люминола в окислительной среде в десятки

раз. Что особенно важно, это усиление наблюдается в

благоприятных для исследования биологических проб

условиях, близких к нейтральным (pH 7.5), в которых

интенсивность ХЛ люминола без усиления металличе-

скими наночастицами мала, что затрудняет ее исполь-

зование для обнаружения и определения концентрации

пероксида водорода.
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