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1. Введение

Люминесцентные наноматериалы, допированные ред-

коземельными ионами (РЗИ), характеризуются такими

физико-химическими свойствами, как длительное вре-

мя свечения (до нескольких миллисекунд), большие

стоксовы и/или антистоксовы сдвиги, узкие полосы

люминесценции, высокая фотостабильность и низкая

токсичность. Данные материалы можно рассматривать

как новое поколение биосенсоров наряду с такими

традиционными молекулярными зондами, как органиче-

ские красители, квантовые точки и лантаноидные метки

на основе органических хелатов. В последние годы

наблюдается значительный интерес к изучению функ-

циональных наноматериалов на основе редкоземельных

элементов [1–36].
К настоящему времени достигнуты значительные

успехи в области синтеза и управления размером, мор-

фологией и люминесцентно-оптическими свойствами на-

номатериалов, допированных РЗИ [1,2,14–17]. Это очень

важно для последующего применения этих объектов

в качестве хемо- и биосенсоров, для биовизуализации,

доставки лекарств, фотодинамической терапии и тера-

ностики онкологических заболеваний [1,4–11,13–36]. За
последние годы было опубликовано большое количество

работ, посвященных синтезу и исследованию свойств

люминесцентных наночастиц, допированных РЗИ. Необ-

ходимо подчеркнуть, что в литературе есть подробные

обзоры, посвященные исследованию люминесцентно-

оптических свойств наночастиц, описанию технологий

их химического синтеза и потенциальных биомедицин-

ских применений in vivo наночастиц, легированных

РЗИ [5–11,13–16,18–36]. В то же время существует

ограниченное число работ, посвященных обзору биолю-

минесцентных методов диагностики in vitro с исполь-

зованием неорганических наночастиц, активированных

РЗИ [4,6,11,22].
Целью настоящей работы является представление об-

зора последних достижений в области разработки люми-

несцентных неорганических наночастиц, допированных

РЗИ, которые могут быть использованы для биомеди-

цинских применений. В работе подробно рассмотрены

физические особенности преобразования энергии в дан-

ных материалах, люминесцентные свойства объектов и

влияние на них различных факторов, особенности кон-

тролируемого синтеза материалов и модификации их по-

верхности для дальнейших биологических исследований.

Акцент сделан на обзоре основных перспективных на-

правлений применения наночастиц, допированных РЗИ,

в биомедицинской практике как в области разработки

гетерогенных и гомогенных методов анализов in vitro по

обнаружению биомаркеров, так и для мультимодальной

визуализации in vivo.

2. Особенности электронной
структуры редкоземельных ионов

К группе редкоземельных элементов относятся лан-

таноиды, а также элементы скандий Sc, иттрий Y и
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лантан La. Лантаноиды характеризуются наличием по-

степенно заполняющейся 4 f -оболочки, которая распо-

ложена под слоем внешних 5s-, 5p- и 6s-оболочек. В об-

щем виде электронная конфигурация лантаноидов может

быть записана следующим образом: [Xe] 4 f 0−145d0−16s2.
В электронной конфигурации редкоземельных элемен-

тов выделяют валентные 6s2-электроны, отрыв которых

соответствует образованию РЗИ в зарядовом состоя-

нии +2 (обозначаются как Re2+), или 6s25d1-электроны

(единственный 5d-электрон имеется у Ce, Lu, Gd),
или 6s24 f -электроны, отрыв которых соответствует

образованию РЗИ в зарядовом состоянии +3 (Re3+);
экранирующие 5s25p6-электроны, которые образуют две

полностью заполненные оболочки, остаются неизмен-

ными при ионизации и защищают глубже лежащие

4 f -электроны от влияния внешнего кристаллического

поля; неспаренные 4 f n-электроны, которые входят в до-

страивающуюся 4 f -оболочку и обусловливают спектры

поглощения и люминесценции. Специфика заполнения

глубоколежащего энергетического 4 f -уровня объясняет

близость химических свойств элементов этой группы.

Все РЗИ в нормальных условиях являются трехва-

лентно положительными. Природа их внешних энер-

гетических уровней такова, что три электрона легко

отрываются от нейтрального атома, образуя ион Re3+

с конфигурацией 4 f n. Однако некоторые из редкозе-

мельных ионов в более жестких условиях способны

проявлять
”
аномальную“ валентность: для Се, Рr и Тb

равную четырем, а для Sm, Eu и Yb равную двум.

Такой переход в состояние
”
аномальной“ валентности

объясняется их электронными структурами.

Среди РЗИ выделяются своей устойчивостью ио-

ны трех электронных конфигураций. Первая и наибо-

лее устойчивая из них — конфигурация La3+, пред-

ставляющая собой систему, изоэлектронную системе

благородного газа ксенона. Вторая конфигурация —

конфигурация Gd3+ — имеет наполовину заполнен-

ную 4 f -оболочку (4 f 7). Наконец, у Lu3+ устойчи-

вость конфигурации объясняется предельным заполне-

нием 4 f -уровня. При переходе из обычного валент-

ного состояния с валентностью три в
”
аномальное“

РЗИ стремятся принять электронную конфигурацию

ближайшего из устойчивых ионов (La3+, Gd3+, Lu3+).
Например, церий при окислении может терять еще один

электрон с 4 f -уровня, достигая при этом конфигурации

типа La3+. Электронная структура иттербия Yb такова,

что у нормально ионизованного состояния на 4 f -|уровне
недостает одного электрона, чтобы он мог принять

устойчивую конфигурацию типа Lu3+. Поэтому в сильно

восстановительных условиях оказывается возможным

присоединение одного электрона к 4 f -уровню. Такого
рода переход обусловливает возможность существова-

ния иттербия в двухвалентном состоянии. Стремление

к созданию конфигурации типа Gd3+ обусловливает

переход европия Eu и самария Sm в двухвалентное

состояние, а тербия Tb — в четырехвалентное. В состо-

янии
”
аномальной“ валентности элементы приобретают

химические свойства, резко отличающиеся от свойств

остальных элементов группы, и благодаря этому могут

быть от них отделены [2,37–41].
Электронная структура, валентность и ионные радиу-

сы редкоземельных ионов приведены в табл. 1 [41]. Ион-

ные радиусы для элементов в трехвалентном состоянии

(табл. 1) с увеличением порядкового номера меняются

в небольших пределах и с отрицательным градиентом

(от 0.106 nm у La3+ до 0.085 nm у Lu3+). Это явле-

ние получило название
”
лантаноидного сжатия“. Оно

обусловлено тем, что по мере заполнения 4 f -оболочки
вследствие действия сил притяжения между электро-

нами и ядром происходит сжатие всех электронных

оболочек, понижение их энергий и уменьшение их

радиального распространения.

Принципы формирования энергетических уровней

РЗИ определяются тремя правилами Хунда и принципом

Паули [38,39]. Рассмотрим основной невозбужденный

терм системы. В соответствии с первым правилом Хунда

спин системы должен быть максимальным (т. е. электро-
ны заполняют орбитали по одному со спином +1/2).
Согласно второму правилу Хунда, орбитальное кван-

товое число должно быть максимальным. Это значит,

что электроны заполняют орбитали, начиная с тех,

для которых орбитальное квантовое число максимально.

Третье правило Хунда гласит, что в случае менее чем

наполовину заполненных оболочек суммарный момент

электрона J = S+ L должен быть минимален, а в случае

более чем наполовину заполненных — максимален.

Из электронной конфигурации РЗИ однозначно опре-

деляется полная схема их энергетических уровней.

Вывод возможных термов для всех электронных

4 f n-конфигураций рассмотрен Дике [42]. Дике впервые

были построены схемы энергетических уровней всех

4 f n-конфигураций в инфракрасной, видимой и ультра-

фиолетовой областях спектра. Данные диаграммы с до-

статочной точностью справедливы для РЗИ в различных

кристаллических матрицах из-за малого расщепления

кристаллическим полем. Однако диаграмма Дике была

ограничена энергетическим диапазоном 0−5 eV. Поэто-

му позже была предложена расширенная диаграмма

Дике с диапазоном до ∼ 8.7 eV [43].
Основные свойства РЗИ, связанные с процессами

поглощения или излучения света, определяются внут-

риконфигурационными переходами между 4 f n-состоя-

ниями, а также межконфигурационными переходами

между 4 f n- и 5d-состояниями [37–39].
Внутриконфигурационные 4 f n

↔ 4 f n переходы

( f − f -переходы) происходят в пределах частично

заполненной 4 f n-конфигурации РЗИ и наблюдаются в

спектрах поглощения и люминесценции, состоящих из

слабых узких линий. Эти переходы являются электри-

ческими дипольными переходами между состояниями,

связанными с одной и той же конфигурацией, и запре-

щены правилом Лапорта, согласно которому четность

начального и конечного состояний при переходах

должны быть противоположны [38]. В кристаллах
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Таблица 1. Электронная структура, валентность и ионные радиусы РЗИ [15]

Элемент
Порядковый

Электронные уровни нейтральных
Характерная

Ионный

номер
атомов и ионов

валентность
радиус

Ln0 Ln2+ Ln3+ Ln4+ Rе3+, nm

Y 39 4d5s2 − 3 0.088

La 57 5d6s2 − 3 0.1061

Ce 58 4 f 5d6s2 4 f − 3,4 0.1034

Pr 59 4 f 36s2 4 f 2 3,4 0.1013

Nd 60 4 f 46s2 4 f 3 3 0.0995

Pm 61 4 f 56s2 4 f 4 3 0.0979

Sm 62 4 f 66s2 4 f 6 4 f 5 2,3 0.0964

Eu 63 4 f 76s2 4 f 7 4 f 6 2,3 0.0950

Gd 64 4 f 85d6s2 4 f 7 3 0.0938

Tb 65 4 f 96s2 4 f 8 4 f 7 3,4 0.0923

Dy 66 4 f 106s2 4 f 9 3 0.0908

Ho 67 4 f 116s2 4 f 10 3 0.0894

Er 68 4 f 126s2 4 f 11 3 0.0881

Tu 69 4 f 136s2 4 f 12 3 0.0869

Yb 70 4 f 146s2 4 f 14 4 f 13 2,3 0.0858

Lu 71 4 f 145d6s2 4 f 14 3 0.0848

благодаря нецентросимметричным взаимодействиям

этот запрет ослабляется. Сила осциллятора f ,
характеризующая вероятность 4 f n

↔ 4 f n-переходов,

составляет от 10−8 до 10−5.

Межконфигурационные переходы 4 f n
↔ 4 f n−15d (пе-

реходы между термами основной 4 f n- и смешанной

4 f n−15d-конфигурациями) по своему характеру рез-

ко отличаются от переходов внутри экранированной

4 f n-конфигурации. Эти переходы разрешены правилом

Лапорта и приводят к появлению широких полос в

спектрах поглощения и люминесценции. Сила осцилля-

тора f для этих переходов может составлять от 10−2

до 10−5, т. е. значительно больше, чем для запрещенных

4 f n
↔ 4 f n-переходов [37–39].

3. Оптическая спектроскопия
наночастиц, допированных РЗИ

Люминесценция трехвалентных РЗИ является резуль-

татом электронных переходов при условии достаточ-

но большого энергетического зазора между уровнями

(обычно более 5 фононов) и низкой вероятности безыз-

лучательной релаксации. В соответствии с диаграммой

Дике для многих ионов лантаноидов энергетические

щели между f − f -уровнями соответствуют вышеупо-

мянутому требованию [37–39]. В частности, энергети-

ческий зазор для перехода 6P7/2 →
8 S7/2 в ионе Gd3+

составляет ∼ 32000 cm−1, для перехода 5D0 →
7 F6 в

ионе Eu3+− ∼ 12000 cm−1, для перехода 5D4 →
7 F0 в

ионе Tb3+ — ∼ 14000 cm−1. В результате при до-

пировании соответствующих кристаллических матриц

редкоземельными ионами может наблюдаться интенсив-

ное свечение в широком спектральном диапазоне —

от ультрафиолетового (Gd3+) и видимого света (Eu3+,
Tb3+, Sm3+, Dy3+ и Tm3+) до излучения в ближ-

ней инфракрасной области спектра (Ho3+, Nd3+, Er3+

и Yb3+) [39,44]. В силу того, что внутриконфигураци-

онные f − f -переходы в ионах РЗИ являются запрещен-

ными, то в спектрах обычно наблюдаются узкие полосы

люминесценции с длительным временем свечения (до
десятков миллисекунд).

3.1. Симметрия локального окружения РЗИ

в нанокристаллах

Оптические свойства ионов РЗИ очень чувствитель-

ны к их локальному координационному окружению, а

интенсивность люминесценции наночастиц, допирован-

ных РЗИ, сильно зависит от кристаллической структу-

ры матрицы [2,3,44]. Небольшие изменения локальной

структуры могут привести к значительному изменению

оптических свойств ионов РЗИ. Для нанокристаллов

характерны разупорядочение структуры и образование

поверхностных дефектов. Таким образом, в кристалли-

ческой решетке наночастиц возникает множество ионов

РЗИ с различным локальным окружением [2,30,45–48].
В результате ионы, имеющие разное координационное

окружение, будут проявлять различную фотолюминес-

ценцию. Исследование оптических свойств нанокристал-

лов методами люминесцентной спектроскопии с вре-

менным разрешением позволяет определять симметрию

локального окружения РЗИ, встроенных в наночастицы.

Среди всех РЗИ ион Eu3+ считается наиболее удоб-

ным спектроскопическим зондом ввиду его невырож-

денных возбужденного 5D0- и основного 7F0-уров-

ней [44,46,49,50]. Разные положения ионов Eu3+ в

Оптика и спектроскопия, 2020, том 128, вып. 12
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различных кристаллических матрицах можно иденти-

фицировать методами люминесцентной спектроскопии.

Например, в работе [51] исследовали различное ло-

кальное окружение ионов Eu3+ в наночастицах ZnO,

измеряя спектры фотолюминесценции при T = 10K.

Были обнаружены два люминесцентных центра: первый

центр свечения демонстрировал широкие полосы люми-

несценции (для наиболее интенсивной полосы свечения

в области 615 nm FWHM ∼= 8 nm), в то время как

второй центр характеризовался более четкими линия-

ми излучения и интенсивной полосой люминесценции

в области 615 nm (FWHM ∼= 0.9 nm). Полученные ре-

зультаты позволили сделать вывод о высокой степени

кристалличности локального окружения второго центра

свечения, ассоциированного с ионом Eu3+.

Позже в работах [49,52] методами люминесцентной

спектроскопии с высоким разрешением был показан уни-

версальный характер нарушения кристаллографической

симметрии в неупорядоченных кристаллах, допирован-

ных РЗИ, в которых два или более катиона статистиче-

ски могут занимать один и тот же узел решетки. В каче-

стве кристаллической матрицы был исследован кристалл

NaYF4 в форме кубической и гексагональной фаз. Было

обнаружено, что симметрия иона Eu3+ понижается с

кубической Oh и гексагональной C3h до моноклинной Cs

соответственно. Однозначное спектроскопическое обна-

ружение нарушения симметрии локального окружения

примесных ионов в этом семействе неупорядоченных

кристаллов имеет важное значение для оптимизации их

оптических характеристик для дальнейшего применения.

3.2. Влияние размерных эффектов
на оптические свойства РЗИ

Физические свойства материалов при переходе в

наноразмерное состояние могут сильно отличаться от

свойств их объемных аналогов в результате искажения

кристаллической структуры и образования поверхност-

ных дефектов. Исследование и оптимизация оптиче-

ских свойств этих материалов очень важны для их

последующего технологического применения. Квантово-

размерные эффекты могут влиять на интенсивность

люминесценции, кинетику свечения, процессы безызлу-

чательной релаксации и переноса энергии электронных

возбуждений.

Установлено, что для глубоко лежащих 4 f -электрон-
ных состояний РЗИ отсутствует существенное влия-

ние размера кристалла на положение энергетических

уровней [1–3]. В работах [1–3,39–40] установлен ряд

механизмов, способных опосредованно влиять на опти-

ческие процессы в наночастицах, допированных РЗИ.

Среди подобных механизмов прежде всего выделяют

следующие: влияние квантово-размерного эффекта на

фононную подсистему наноразмерного кристалла; вли-

яние диэлектрической среды, которая окружает нано-

кристалл; влияние повышенной роли поверхности на-

нокристалла. В результате для нанокристаллов можно

наблюдать такие новые спектроскопические свойства,

как длительная кинетика затухания люминесценции и

аномальная термализация [1–3,53–56].
В наноразмерных кристаллах существует множество

факторов, которые могут влиять на скорость излучатель-

ной и безызлучательной релаксации и, следовательно,

время затухания люминесценции РЗИ. Так, например,

для нанокристаллов Y2O3 : Eu
3+ и Gd2O3 : Eu

3+ бы-

ло обнаружено уменьшение кинетики затухания лю-

минесценции РЗИ с уменьшением размера частиц и

увеличением концентрации допанта, что в основном

связано с увеличением скорости безызлучательной ре-

лаксации [57,58]. Увеличение отношения поверхности к

объему в наночастицах приводит к образованию большо-

го количества поверхностных дефектов, которые могут

представлять собой безызлучательные каналы релакса-

ции электронных возбуждений.

Однако для наноматериалов, допированных РЗИ, так-

же может наблюдаться и противоположное явление —

необычное увеличение времени затухания люминес-

ценции ионов Ln3+ [59,60]. Увеличение времени жиз-

ни 5D0-состояния иона Eu3+ может быть обусловлено

влиянием кристаллического окружения матрицы и из-

менением постоянной кристаллической решетки [2,39].
Кроме того, в нанокристаллах возможны эффекты, обу-

словленные взаимодействием примесных ионов с окру-

жающей средой и поверхностью [1,2,56]. Это связано с

тем, что размер нанокристаллов мал по сравнению с

длиной волны видимого света. Поэтому эффективный

показатель преломления среды, в которой находятся

примесные ионы, определяется показателем преломле-

ния как наночастиц, так и среды, заполняющей простран-

ство между ними.

Кинетика люминесценции других РЗИ, являющих-

ся активаторами в неорганических наночастицах, мо-

жет иметь более сложный характер. Так, для наноча-

стиц Lu2O3, допированных ионами Er3+, было обнару-

жено, что времена жизни возбужденных состояний 4S3/2

и 4F9/2 при возбуждении в области 980 nm более дли-

тельные, чем для объемных образцов, и наоборот, при

возбуждении в области 488 nm более короткие [61].
Такая сложная динамика может быть следствием конку-

ренции между несколькими процессами: многофононной

релаксацией электронных возбуждений из-за наличия

на поверхности наночастиц молекул CO2 и H2O (ко-
торая ускоряет безызлучательную релаксацию) и ап-

конверсионными процессами преобразованиями энергии

(которые приводят к удлинению кинетики свечения).
Одной из главных особенностей фононного спектра

нанокристаллов является наличие минимальной частоты

колебаний кристаллической решетки. Колебания более

низких частот в нанокристалле отсутствуют. Кроме

того, плотность фононных состояний наноразмерного

кристалла является дискретной [39,41]. Подобная моди-

фикация плотности фононных состояний нанокристалла

способна оказывать значительное влияние на процес-

сы безызлучательной релаксации электронных возбуж-
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дений. Кроме этого, модификация фононного спектра

нанокристалла может оказывать значительное влияние

на процессы уширения спектральных линий. Аномально

слабое температурное уширение спектральных линий

РЗИ было показано для наночастиц Y2SiO5 : Pr
3+ и

YVO4 : Eu
3+ и интерпретировано как результат модифи-

кации фононного спектра нанокристалла [62,63].

Энергия электронных возбуждений РЗИ в нано-

кристаллах передается преимущественно с помощью

электрон-фононного механизма взаимодействия [64].
Кроме того, модификация плотности фононных состо-

яний в наночастицах может влиять на эффективность

переноса энергии электронных возбуждений, так как

скорость передачи энергии сильно зависит от расстояния

между донором и акцептором. В результате для очень

маленьких наночастиц перенос энергии электронных

возбуждений ограничен из-за низкой вероятности про-

цесса.

3.3. Ап-конверсионная люминесценция РЗИ

в нанокристаллах

Так называемый
”
ап-конверсионный“ процесс преоб-

разования энергии в люминофорах является нелинейно-

оптическим процессом, при котором два или более

фотона с низкой энергией превращаются в один фотон

с более высокой энергией [38,65]. Появление недорогих

мощных инфракрасных диодных лазеров (например, ла-
зера с длиной волны 980 nm) стимулировало изучение

ап-конверсионной люминесценции РЗИ с точки зрения

потенциального применения этого эффекта в биомеди-

цинской практике [65].

Элементарные процессы, участвующие в формирова-

нии ап-конверсионной (или антистоксовой) люминесцен-
ции, включают оптическое поглощение возбуждающего

света ионами как в основном, так и в возбужденном

состояниях, излучательные и безызлучательные распады

и процессы передачи энергии [24–26,65,66]. Процессы

передачи энергии, известные под названием
”
миграция

или диффузия энергии“, могут происходить как между

различными ионами, так и между одним и тем же видом

ионов. Кроме того, они могут быть резонансными или

происходить с участием фононов. Скорость безызлу-

чательного многофононного распада зависит от числа

фононов, требуемых для релаксации на следующий ни-

жележащий уровень. Известно, что скорость релаксации

уменьшается экспоненциально с увеличением энергети-

ческого зазора между энергетическими уровнями. Для

объяснения ап-конверсионной люминесценции РЗИ бы-

ло предложено несколько механизмов: последовательное

поглощение из основного и возбужденного состояний,

прямая и обратная передача энергии между взаимодей-

ствующими ионами, безызлучательная внутрицентровая

релаксация и миграция по ионам одного типа [65,66].
Схематическая иллюстрация этих механизмов показана

на рис. 1.

Самый простой вариант ап-конверсионного преоб-

разования задействует только один оптический центр,

так называемое двухступенчатое поглощение. При этом

два фотона последовательно поглощаются одним ионом:

сначала происходит поглощение одного фотона из ос-

новного состояния, а затем поглощение из возбуж-

денного состояния (рис. 1, а). В 1970-х годах по-

явились сообщения об эффективной сенсибилизиро-

ванной ап-конверсии при легировании двумя типами

ионов, что вызвало повышенный интерес к этой те-

ме, который только усилился после получения первых

ап-конверсионных наноматериалов [67]. Сенсибилизи-

рованная ап-конверсионная люминесценция возникает

при передаче энергии между двумя типами взаимо-

действующих ионов. Ионы-сенсибилизаторы поглощают

возбуждающее излучение и безызлучательно передают

энергию ионам активаторам, которые излучают ап-

конверсионную люминесценцию при релаксации в ос-

новное состояние. Преобразование может происходить

за счет двух актов передачи энергии (рис. 1, b) или

же ион активатор в момент передачи энергии может

уже находиться в возбужденном состоянии за счет

поглощения из основного состояния (рис. 1, c).

Для генерации ап-конверсионной люминесценции в

основном используют РЗИ с метастабильными и долго-

живущими энергетическими уровнями, которые служат

для накопления энергии накачки. Так, ионы Er3+ и Tm3+

имеют множество энергетических уровней, которые спо-

собствуют последовательному поглощению и передаче

фотонов с последующим испусканием света в видимой

области спектра. Поэтому эти ионы чаще всего исполь-

зуются в качестве легирующих добавок [68–70].

Для повышения эффективности ап-конверсионной лю-

минесценции наряду с ионами Er3+ и Tm3+ в качестве

сенсибилизатора часто используют ионы Yb3+ [71–73].
Зеленые и красные полосы ап-конверсионной люминес-

ценции в основном связаны с электронными переходами
2H11/2,

4S3/2 →
4 I 15/2 и 4F9/2 →

4 I 15/2 в ионе Er3+, в то

время как излучение в синей и ближней инфракрасной

областях спектра связаны с переходами 1D2 → 3F4,
1G4 → 3F6 и

3H4 → 3H6 в ионе Tm3+. Возможность точ-

ной настройки цвета ап-конверсионной люминесценции

в наночастицах, допированных РЗИ, представляет зна-

чительный интерес для их потенциальных применений в

биоаналитических методах, медицинской визуализации и

терапии [74,75]. В последние годы в качестве легирую-

щей добавки часто используют ионы Nd3+ (поглощение

в области 800 nm), однако в качестве сенсибилизатора

добавляют ионы Yb3+ для уменьшения вероятности

перегрева ткани [5,18].

Цветом излучения наночастиц можно управлять с по-

мощью подбора комбинаций
”
кристаллическая матрица–

легирующая добавка“, концентраций легирующих доба-

вок, а также фазы, размера, формы, кристалличности и

наличия поверхностных лигандов наночастиц. В рабо-

те [76] сообщено об одном из самых ранних примеров
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a b c d

Рис. 1. Процессы преобразования энергии в ап-конверсионных материалах: (а) последовательное поглощение из основного и

возбужденного состояний; (b, c) прямая и последовательная передача энергии; (d) миграция энергии по ионам одного типа.

генерации многоцветной ап-конверсионной люминесцен-

ции. Совместное легирование наночастиц NaYF4 допан-

тами Yb3+/Er3+ и Yb3+/Tm3+ привело к формированию

интенсивной люминесценции в желтой и синей областях

спектра. Аналогично в работе [77] было продемонстри-

ровано, что коллоидные наночастицы LiYF4 : Yb
3+
/Tm3+

имеют несколько полос люминесценции в широком спек-

тральном диапазоне (от ультрафиолетового до ближнего

инфракрасного), причем интенсивностью полос люми-

несценции можно было управлять с помощью изменения

концентрации примесного иона Yb3+.

По сравнению с многоцветными ап-конверсионными

материалами наночастицы, имеющие одну монохрома-

тическую полосу люминесценции в красной области

спектра, более предпочтительны для визуализации in

vivo глубоколежащих тканей, поскольку красное излу-

чение в диапазоне 600−700 nm находится в пределах

”
оптического окна“ биологических тканей. В последние

годы было приложено много усилий для решения этой

задачи [78–81]. Так, в работе [82] появились сообщения

об увеличении отношения интенсивностей красной и

зеленой люминесценции при увеличении концентрации

примесного иона Yb3+ в наночастицах NaYF4. Кроме

того, было обнаружено, что дополнительное легирова-

ние ионами Mn2+ наночастиц, содержащих пары РЗИ

Yb3+/Er3+ и Yb3+/Tm3+, приводит к формированию

однополосной люминесценции [81]. Это обусловлено

эффективным переносом энергии между ионами Mn2+

и РЗИ. В работе [78] описан другой подход к созда-

нию материалов с монохроматическим излучением: в

качестве матрицы для допирования РЗИ была выбрана

кристаллическая решетка KMnF3. Было обнаружено, что

однополосная люминесценция, наблюдаемая в наноча-

стицах KMnF3, не зависит от концентрации легирую-

щей примеси, мощности накачки и температуры, что

делает этот материал особенно привлекательным в каче-

стве идеального оптического биозонда для визуализации

in vivo.

На сегодняшний день большинство исследований,

посвященных ап-конверсионным наночастицам, были в

основном ограничены рассмотрением ионов Er3+, Tm3+

и Ho3+ в качестве активаторов. Другие РЗИ (напри-

мер, ионы Eu3+ и Tb3+) характеризуются большими

энергетическими зазорами между уровнями и длитель-

ными кинетиками затухания фотолюминесценции, что

делает их перспективными кандидатами для генера-

ции ап-конверсионной люминесценции. Однако задача

формирования эффективной люминесценции при тради-

ционном совместном допировании материалов ионами

Yb3+ и Eu3+ (или Tb3+) является достаточно слож-

ной [49,83]. Это обусловлено большим несоответствием

энергетических зазоров (∼ 7000 и ∼ 10000 cm−1) меж-

ду электронным переходом 2F5/2 →
2 F7/2 в ионе Yb3+

и переходами 7F0 →
5 D0 и 7F6 →

5 D4 в ионах Eu3+

и Tb3+ соответственно. Для решения этой проблемы в

работе [84] были впервые синтезированы наночастицы

NaGdF4, которые состояли из ядра NaGdF4 : Yb/Tm и

оболочки NaGdF4 : Eu. Полученные наночастицы ха-

рактеризовались интенсивной ап-конверсионной люми-

несценцией, возникающей в результате электронных

переходов 5D2 →
7 F3 (510 nm), 5D1 →

7 F1 (536 nm),
5D1 →

7 F2 (556 nm), 5D1 →
7 F3 (584 nm), 5D0 →

7 F1

(591 nm), 5D0 →
7 F2 (615 nm) и 5D0 →

7 F4 (696 nm) в

ионе Eu3+ при возбуждении в ближней инфракрасной

области спектра (976 nm). Использование структуры

типа
”
ядро@оболочка“ позволило устранить возможные

перекрестные релаксации между ионами Eu3+, Yb3+ и

Tm3+, что привело к многократному увеличению ап-

конверсионной люминесценции Eu3+ по сравнению с

традиционным допированием наночастиц [49,83,85–86].

Дополнительным преимуществом этого подхода яв-

ляется возможность интеграции интенсивного ап-

конверсионного свечения с превосходными парамаг-

нитными свойствами ионов Gd3+/Dy3+ в одной нано-

кристаллической системе, что позволит создать уни-

кальную платформу для изготовления нового клас-

са многофункциональных наноматериалов, которые од-

новременно могут использоваться в качестве лю-

минесцентного биозонда и контрастирующего агента

в методе магнитно-резонансной томографии (МРТ).
Недавно были синтезированы наночастицы со структу-

рой NaGdF4 : Yb/Tm@NaGdF4 : Ln
3+ (где Ln = Tb, Eu,

Dy) [87,88]. Генерация эффективной ап-конверсионной

люминесценции в этих наночастицах, в первую очередь,
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связана с процессами миграции энергии, обусловлен-

ными подрешеткой ионов Gd3+. Таким образом, на

основе этих спектральных данных был предложен новый

механизм ап-конверсионного преобразования энергии,

связанный с миграцией энергии по ионам одного типа.

4. Технологии синтеза
и поверхностной модификации
наночастиц, допированных РЗИ

Разработка технологии синтеза для создания высо-

кокачественных люминесцентных наночастиц, допиро-

ванных трехвалентным РЗИ, с контролируемыми кри-

сталлическими фазами, формами и размерами име-

ет важное значение для получения материалов с

заданными физико-химическими свойствами и изуче-

ния их потенциальных биомедицинских приложений.

В качестве кристаллической матрицы в основном ис-

пользуются материалы на основе иттрия Y, гадоли-

ния Gd или лютеция Lu. Процентное содержание ионов-

активаторов Yb3+ или Nd3+ обычно составляет 10−30%,

ионов-активаторов Tm3+, Er3+, Ho3+, Pr3+ — не бо-

лее 2%. Для использования в клинической медицине

наночастицы должны обладать высокой коллоидной ста-

бильностью, биосовместимостью, водорастворимостью,

низкой цитотоксичностью и иметь функциональные

группы для биоконъюгации с различными молекулами.

Поэтому в последнее десятилетие было предпринято

много усилий для разработки методов поверхностной

модификации и биоконъюгации неорганических наноча-

стиц [1,89–93].

4.1. Синтез наночастиц

К настоящему времени предложено большое количе-

ство химических и физических методов синтеза неорга-

нических наночастиц, среди которых методы термиче-

ского разложения, высокотемпературного соосаждения,

гидро- и сольвотермального синтеза, золь-гель техноло-

гии, а также синтез на основе ионных жидкостей [89–
117]. Для синтеза люминесцентных наночастиц, допиро-

ванных РЗИ, наиболее часто используются первые три

метода.

Метод термического разложения обычно использует

металлоорганические соединения в качестве прекурсо-

ров, которые разлагаются при повышенной температуре

в органическом растворителе с высокой температурой

кипения [94]. Тщательно подбирая типы растворите-

лей, концентрации прекурсоров, температуру и время

реакции, можно синтезировать наночастицы с узким

распределением по размеру, хорошей кристалличностью

и требуемыми оптическими свойствами. На сегодняшний

день с помощью метода термического разложения полу-

чены следующие люминесцентные наночастицы, допи-

рованные РЗИ: LiYF4, NaYF4, NaGdF4, NaLuF4, BaYF5,

KY3F10, BaGdF5, CaF2, SrF2, BaF2, YOF, LuOF, LaOF и

GdOF [94–98]. Несмотря на то, что этот метод синтеза

позволяет получать высококачественные наночастицы,

следует иметь в виду, что он требует дорогостоящих

токсичных прекурсоров и приводит к образованию вред-

ных побочных продуктов (например, плавиковой кисло-

ты HF), что ограничивает широкомасштабное использо-

вание этой технологии.

Высокотемпературный метод соосаждения является

другим хорошо разработанным методом синтеза люми-

несцентных наночастиц, допированных РЗИ. По сравне-

нию с методом термического разложения этот подход

отличается относительно мягкими условиями реакций,

низкой стоимостью необходимого оборудования, про-

стыми протоколами и быстротой [99]. В работе [100]
данный метод был оптимизирован для синтеза наноча-

стиц NaYF4 : Yb/Er/Tm с контролируемыми формой, раз-

мерами и интенсивной ап-конверсионной люминесцен-

цией. Технология синтеза была основана на образовании

небольших аморфных копреципитатов NaYF4 при ком-

натной температуре с последующим ростом нанокри-

сталлов при повышенных температурах (300◦C). С тех

пор этот метод широко применяется другими исследо-

вательскими группами для получения монодисперсных

наночастиц, допированных РЗИ: LiYF4, NaYF4, NaGdF4,

NaTbF4, NaLuF4, KGdF4, NaScF4 и CaF2 [101–104].
В отличие от предыдущих методов гидро- и сольвотер-

мальный синтез обычно проводится в специализирован-

ных реакционных сосудах для обеспечения герметичной

среды высокого давления и ускорения реакций между

твердыми прекурсорами. В результате этот подход поз-

воляет получать высококристаллические наноматериалы

при относительно мягких условиях синтеза [105]. Во

время синтеза обычно добавляют некоторые органи-

ческие добавки и/или поверхностно-активные вещества

(например, олеиновая кислота, полиэтиленимин, ЭДТА

и т. п.) для контроля кристаллической фазы, размера

и морфологии наночастиц, а также с целью поверх-

ностной функционализации материала. Используя этот

метод, были синтезированы различные наночастицы,

допированные РЗИ: NaYF4, NaLuF4, BaGdF5, YF3, LaF3,

LaOF, GdF3, CaF2, SrF2, BaF2 и KMnF4 [105–108].
Кроме наночастиц фторидов, с помощью метода гидро-

и сольвотермального синтеза могут быть получены мо-

нодисперсные наночастицы оксидов: ZrO2, ZnO, Y2O3,

Gd2O3 и TiO2 [109–111].
В последние годы значительный прогресс был

достигнут в развитии технологий синтеза композитных

наночастиц со структурой
”
ядро@оболочка“. Такие

наночастицы представляют собой отличную платформу

для объединения различных функциональных блоков

в одном объекте. Впервые нанокомпозитный

материал NaYF4 : Yb/Tm@NaYF4 со средним

диаметром 10 nm был получен в работе [112].
Впоследствии этот подход был усовершенствован и

в настоящее время представляет собой технологию

для синтеза разнообразных наночастиц со

структурой типа
”
ядро@оболочка“: NaYF4@CaF2,
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NaYF4@NaGdF4, NaGdF4 : Yb/Tm@NaGdF4 : Tb,

NaGdF4 : Yb/Er@NaGdF4 : Yb, NaGdF4 : Nd@NaGdF4 и

KGdF4 : Yb/Tm@KGdF4 [112–117].

4.2. Поверхностная модификация наночастиц

Вследствие гидрофобной природы используемых во

время синтеза лигандов большинство методов синтеза

позволяют получать наночастицы с гидрофобной по-

верхностью, что делает их малорастворимыми в воде

и биологических средах. Этот факт значительно огра-

ничивает биомедицинское применение наночастиц, так

как свойство гидрофильности является обязательным

условием.

Таким образом, одной из важнейших проблем, стоя-

щих перед использованием гидрофобных наночастиц для

биомедицинских приложений, является модификация и

функционализация их поверхности для улучшения водо-

растворимости и обеспечения наличия реакционноспо-

собных групп для последующего биоконъюгирования.

В последние годы для решения этой задачи было раз-

работано множество технологий модификации: методы

обмена или окисления лигандов, технология синтеза

наночастиц без лигандов, использование амфифильных

полимеров, метод электростатической послойной сборки

и силанизация поверхности наночастиц [93,118–121].

В настоящее время технология обмена лигандов

является наиболее популярным методом модификации

поверхности гидрофобных наночастиц [122]. Процеду-

ра подразумевает обмен между исходными лигандами

(например, олеиновой кислотой), находящимися на по-

верхности наночастицы, и бифункциональными органи-

ческими молекулами или полимерами. К настоящему

времени известны технологии, позволяющие модифи-

цировать поверхность наночастиц следующими соеди-

нениями: полиэтиленгликоли, полиакриловая кислота,

3-меркаптопропионовая кислота, адипиновая кислота,

2-аминоэтилдигидрофосфат [122–128]. Следует отме-

тить, что такой метод модификации поверхности на-

ночастиц может приводит к снижению интенсивности

люминесценции РЗИ за счет гашения свечения высоко-

частотными колебательными группами (−OH и −NH2),
введенными во время процедуры обмена [118]. С другой

стороны, дополнительное легирование люминесцентных

наночастиц с целью модификации кристаллического по-

ля в области центра сечения может привести к увеличе-

нию интенсивности люминесценции. В работе [129] на-
блюдали увеличение интегральной интенсивности люми-

несценции наночастиц KLaF4 : Yb/Er после допирования

ионами Al3+.

Технология окисления лигандов основана на окисле-

нии ненасыщенных углеродных двойных связей лиган-

дов (например, олеиновой кислоты) и превращении их в

группы карбоновых кислот с образованием водораство-

римых наночастиц. В работе [130] впервые продемон-

стрировали превращение покрытых олеиновой кислотой

наночастиц NaYF4 : Yb/Er в водорастворимые с сохра-

нением морфологии, дисперсности и интенсивности лю-

минесценции. В результате на поверхности наночастиц

образовались карбоксильные группы, которые не только

сделали частицы растворимыми в воде, но и обеспечили

возможность дальнейшего биоконъюгирования. Несмот-

ря на то, что этот метод модификации достаточно прост

в реализации, он применим только к ограниченному

числу лигандов, содержащих ненасыщенные углеродные

двойные связи [131].

Технология синтеза наночастиц без лигандов была

разработана с целью полного удаления олеатного ли-

ганда с поверхности наночастиц с использованием про-

стого процесса обработки кислотой и/или этанолом под

действием ультразвука. В результате полученные нано-

частицы способны к прямому конъюгированию в водном

растворе с гидрофильными и биосовместимыми моле-

кулами с электроотрицательными группами (−COOH,

−NH2 и −OH) [132,133].

Использование амфифильных полимеров для моди-

фикации поверхности наночастиц основано на гидро-

фобных ван-дер-ваальсовых взаимодействиях между спе-

циально подобранными амфифильными полимерами и

исходным гидрофобным лигандом. В этом методе гидро-

фобная часть амфифильных полимеров взаимодействует

с органическим поверхностным слоем наночастиц по-

средством гидрофобного притяжения, в то время как

гидрофильная часть взаимодействует с водным раство-

рителем, делая таким образом частицу растворимой в

воде. Предполагается, что этот метод позволит полу-

чить исключительно стабильные водорастворимые нано-

частицы с сохранением их оптических свойств. В на-

стоящее время наиболее часто используют следующие

амфифильные полимеры: поли(малеиновый ангидрид-

октадецен), аминокапроновая кислота и полиакриловая

кислота [131,134]. В отличие от предыдущего метода

технология послойной сборки основана на электростати-

ческом притяжение между противоположно заряженны-

ми веществами для достижения успешной поверхност-

ной модификации наночастиц [131].

Технология силанизации поверхности наночастиц

(или покрытия с помощью диоксида кремния) явля-

ется единственным методом модификации поверхности

неорганическими материалами. Этот метод позволя-

ет создавать гибридные нанокомпозиты, состоящие из

люминесцентных наночастиц с оболочкой из аморф-

ного кремнезема. Такая оболочка не только является

водорастворимой, фотостабильной и биосовместимой,

но также обеспечивает поверхностную карбоксильную

функционализацию для дальнейшего биоконъюгирова-

ния. В зависимости от типа лигандов на поверхности

наночастиц методы нанесения кремнеземных покрытий

можно разделить на две основные категории: метод об-

ратной микроэмульсии и метод Штобера. Наночастицы с

гидрофобными лигандами могут быть покрыты SiO2 ме-

тодом обратной микроэмульсии, тогда как наночастицы
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с гидрофильными лигандами можно покрыть методом

Штобера [135–137].
Мезопористый диоксид кремния (mSiO2) привлекает

значительное внимание, так как может быть использован

в качестве средства доставки лекарств, благодаря своим

уникальным свойствам: большой площади поверхности,

большому объему пор с узким распределением и хоро-

шей химической и термической стабильности [137–139].
Интеграция mSiO2 с наночастицами, допированными

РЗИ, для создания однородных нанокомпозитов со

структурой
”
ядро@оболочка“ представляет интерес для

получения мультимодальных агентов (например, для лю-
минесцентной и магнитно-резонансной визуализации),
адресной доставки лекарств и фотодинамической тера-

пии.

5. Применение наночастиц,
допированных РЗИ, для диагностики
in vitro

Высокочувствительное обнаружение и количествен-

ное определение различных биологических молекул, в

частности онкологических биомаркеров, имеют важное

значение для ранней тераностики заболеваний. Для

достижения этой цели были разработаны новые эф-

фективные методы анализа: флуоресцентный анализ с

временным разрешение (ФАВР) и методы, основанные

на явлении флуоресцентного резонансного переноса

энергии (FRET — fluorescence resonance energy transfer).
В этих методах широко используются люминесцентные

наночастицы, допированные РЗИ. В общем, данные ме-

тоды можно разделить на две группы: гетерогенные и

гомогенные методы анализа [5,7,11–14,22,25].

5.1. Гетерогенные методы анализа

Гетерогенные методы анализа основаны на обнару-

жении следового количества аналитического вещества

(аналита) в двухфазной системе. В медицинской и

лабораторной практике наибольшее распространение

получили методы гетерогенного твердофазного анали-

за. В этом случае на первой стадии захватывающие

молекулы (антиген или антитело) используют в им-

мобилизованном состоянии, и формирование специфи-

ческого иммунокомплекса проходит на твердой фазе.

Для реализации метода обычно применяют 96-луночные

полистирольные планшеты. Первые (захватывающие)
молекулы сорбируют на стенках лунок. Исследуемый

материал (аналит) вносят в лунку, при этом аналит

фиксируется в ней. Затем лунки тщательно промывают

буферным раствором, чтобы удалить неадсорбировав-

шиеся вещества. Затем вносят вторые (детектирующие)
молекулы, меченые люминесцентными наночастицами.

Таким образом, аналит захватывается как молекулами,

иммобилизованными на твердой фазе, так и молекулами,

мечеными наночастицами. После инкубации лунку снова

промывают, чтобы удалить несвязавшиеся молекулы, и

затем проводят измерение фотолюминесценции. В ре-

зультате можно количественно определить концентра-

цию аналита, измеряя оптический сигнал от молекул,

меченых наночастицами. Регистрируемый оптический

сигнал прямо пропорционален концентрации анализиру-

емого вещества.

В работе [140] продемонстрирован один из самых

ранних примеров конкурентного гетерогенного анализа,

основанного на люминесцентных наночастицах, допиро-

ванных РЗИ, где в качестве люминесцентного зонда для

обнаружения гербицида атразина использовался коммер-

ческий порошок Eu2O3. Предел обнаружения аналита

составил 0.5 ng/ml, что сопоставимо с пределами де-

текции (0.1 ng/ml) традиционной системы иммунофер-

ментного анализа (ИФА). Позже в работе [141] было

продемонстрировано успешное применение наночастиц

Gd2O3 : Eu для выявления феноксибензойной кислоты

(продукт метаболизма пиретроидных пестицидов) с пре-

делом обнаружения 1.4 g/L. Кроме того, в работе [142]
исследовали наночастицы YVO4 : Eu, функционализиро-

ванные биотином, для обнаружения иммуноглобулинов

класса G (IgG).
Следует отметить, что рассмотренные ранее методы

анализа были выполнены с использованием возбужда-

ющего источника света в ультрафиолетовом диапазоне.

При практическом применении подобных источников

света неизбежно снижение чувствительности регистра-

ции за счет автофлуоресценции клеток и светорассе-

яния. Для того чтобы минимизировать эти побочные

негативные эффекты, был разработан метод флуорес-

центного анализа с временным разрешением (ФАВР).
Этот метод основан на том, что время жизни РЗИ

в возбужденном состоянии обычно составляет порядка

нескольких десятков миллисекунд, что намного больше,

чем короткоживущий фоновый сигнал от биологической

ткани [143–150].
Наночастицы GdF3 : Dy стали одним из первых нано-

биозондов для обнаружения следовых количеств авидина

в методе ФАВР [145,148]. Позже для этого метода

были синтезированы и исследованы в качестве чув-

ствительных зондов ультрамалые наночастицы CaF2,

допированные РЗИ [146,150]. Результаты исследований

однозначно показали, что долгоживущая люминесценция

РЗИ в сочетании с методикой временного разрешения

особенно эффективны для устранения нежелательной

короткоживущей фоновой автофлуоресценции клеток и

тканей.

Ап-конверсионные наночастицы, допированные РЗИ,

представляют собой перспективные материалы с точ-

ки зрения их использования в гетерогенных методах

анализа. Это обусловлено тем, что люминесценция

этих наночастиц возбуждается с помощью излучения в

ближней инфракрасной области (980 nm) и в результате

этого не происходит автофлуоресценция биологических

клеток и тканей [22]. Впервые ап-конверсионные на-

ночастицы были использованы для биоаналитического
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Таблица 2. Пределы обнаружения биомолекул в гетерогенных методах анализа

Наночастицы Размер, nm Тип анализа Анализируемое вещество Предел обнаружения, nM Источник

LiLuF4 : Yb/Er 50 UCL Гонадотропин хорионический (β-hCG) 12.1 [144]
GdF3 : Tb 30−50 TRPL Авидин 0.74 [145]

CaF2 : Ce/Tb < 5 Авидин 0.48 [146]
Sr2YF7 : Eu 10 Авидин 0.41 [184]
Sr2YF7 : Eu 10 Карциноэмбриональный антиген (CEA) 0.95 [184]

NaGdF4 : Yb/Tm 25 UCL Альфа-фетопротеин (AFP) 0.00087 [85]
NaYF4 : Yb/Er 30 UCL Простатспецифический антиген (PSA) 0.53 [90]

Таблица 3. Пределы обнаружения биомолекул в гомогенных методах анализа

Наночастицы Размер, nm Тип анализа Анализируемое вещество Предел обнаружения, nM Ссылка

NaYF4 : Ce/Tb 20−40 TR FRET Авидин 4.8 [147]
KGdF4 : Tb 20−30 TR FRET Авидин 5.5 [207]
ZrO2 : Tb < 5 TR FRET Авидин 3.0 [160]
CaF2 : Ce/Tb ∼ 5 TR FRET Авидин 0.164 [146]
CaF2 : Ce/Tb ∼ 5 TR FRET Рецептор урокиназы (suPAR) 0.328 [146]
LiYF4 : Ce/Tb 20 TR FRET Глифосат 780 [149]
LaF3 : Ce/Tb 25 TR FRET Глюкоза 650 [158]

анализа в 1999 г. [151]. С тех пор разработано множество

биолюминесцентных зондов на основе таких частиц.

Так, в работе [152] показано первое экспериментальное

подтверждение перспектив и преимуществ использо-

вания ап-конверсионных люминофоров в гетерогенных

методах анализа. В этом исследовании использование

наночастиц Y2O2S : Yb/Er позволило достигнуть предела

обнаружения ДНК-зонда 1.0 ng/L, что почти в четыре

раза превышает чувствительность обнаружения с по-

мощью стандартных методов. Аналогичные результаты

были получены для обнаружения таких биомаркеров,

как хорионический гонадотропин (β-hCG), карциноэм-

бриональный антиген (CEA), простатспецифический ан-

тиген (PSA) и альфа-фетопротеин (AFP) в диапазоне

1−1200 pМ, что соответствует стандартным требова-

ниям в клинической практике (табл. 2). В настоя-

щее время для своевременной диагностики заболеваний

крайне необходимы сверхчувствительное обнаружение

и мониторинг новых онкологических маркеров широ-

кого спектра. Таким образом, ожидается, что новые

аналитические наборы, основанные на ап-конверсионных

наночастицах, допированных РЗИ, будут играть одну

из важнейших ролей в ранней диагностике и терапии

онкологических заболеваний [15,29,153–156].

5.2. Гомогенные методы анализа

К гомогенным относятся методы анализа, осуществ-

ляемые в однофазной системе и не требующие стадии

механического разделения образовавшихся комплексов.

Все гомогенные методы относятся к конкурентным и

основаны на одновременном взаимодействии с анти-

телами анализируемого и меченого антигенов. После

образования в растворе соответствующего иммунохими-

ческого комплекса проводят измерение его активности,

которая пропорциональна концентрации свободного или

связанного меченого лиганда.

Один из распространенных методов гомогенного ана-

лиза основан на явлении безызлучательного индуктивно-

резонансного переноса энергии между двумя молекула-

ми различных люминофоров, располагающихся в непо-

средственной близости друг от друга, и известен под

названием FRET (fluorescence resonance energy transfer)
анализ [157].
Применительно к биологическим объектам для до-

стижения FRET в биологическую молекулу вводят два

люминофора —- донорный и акцепторный, которые

ковалентно связывают с определенными функциональ-

ными группами биополимера. Выбор меток проводят,

исходя из условия, что спектры свободных (несвязан-
ных) люминофоров должны частично перекрываться.

Тогда при инициировании люминесценции за счет FRET

возбуждение одного (донорного) люминофора будет

инициировать излучение второго (акцепторного). На

основе наночастиц, допированных РЗИ, разрабатыва-

ются эффективные материалы для FRET-анализа. Так,

в работе [158] показано эффективное использование

наночастиц LaF3 : Ce/Tb, модифицированных цитозаном,

для определения глюкозы методом FRET. В неоптимизи-

рованных условиях исследования концентрация глюкозы

определялась в диапазоне от 0.65 до 18.5µМ (табл. 3).

Использование метода FRET с временным разреше-

нием (TR-FRET) является эффективным способом для

устранения помех, связанных со светорассеянием и

автофлуоресценцией клеток и тканей [30,159]. Принцип

метода TR-FRET аналогичен вышеупомянутому мето-
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Рис. 2. Схематическое изображение принципа метода FRET с временным разрешением (TR-FRET).

ду, за исключением того, что флуоресцентный сигнал

регистрируется после определенного времени задержки

(обычно 50−100 s) (рис. 2). В работе [147] сообщали об

исследовании одного из первых биосенсоров для метода

TR-FRET на основе функционализированных биотином

наночастиц NaYF4 : Ce/Tb в качестве донора и изотиоци-

аната флуоресцеина (FITC) в качестве акцептора. Этот

сенсор использовали для обнаружения следового коли-

чества молекул авидина (табл. 3). В работе наблюдали

явление переноса энергии между донором и акцепто-

ром посредством специфического взаимодействия между

авидином и биотином.

По сравнению с люминесцентными фторидными нано-

материалами наночастицы оксидов, допированные РЗИ,

характеризуются лучшими фото-, химической и терми-

ческой стабильностями и поэтому являются перспек-

тивными материалами для использования в качестве

люминесцентных зондов для метода TR-FRET. В рабо-

те [160] впервые была продемонстрирована попытка син-
тезировать высокочувствительные оксидные биосенсоры

для метода TR-FRET для обнаружения молекул авидина.

В работе были исследованы ультрамалые (5 nm) наноча-
стицы ZrO2, допированные РЗИ и функционализирован-

ные биотином. Кроме того, эти наночастицы продемон-

стрировали специфическую способность распознавания

опухолевых клеток, экпрессирующих рецептор урокина-

зы (uPAR), после конъюгации с урокиназным активато-

ром плазминогена (uPA). Этот результат является очень

важным для дальнейшего применения материалов для

диагностики онкологических заболеваний [15,29,94,153].

Метод анализа FRET, основанный на использовании

ап-конверсионных люминофоров в качестве донора, был

впервые предложен и экспериментально подтвержден

в работе [161], где успешно продемонстрировано чув-

ствительное обнаружение биотина с использованием

ап-конверсионных люминофоров, конъюгированных со

стрептавидином в качестве доноров и биотинилирован-

ных фикобилипротеинов в качестве акцепторов. Основ-

ным преимуществом ап-конверсионных люминесцент-

ных биозондов является снижение помех, обусловлен-

ных автофлуоресценцией и светорассеянием клеток и

тканей, за счет возбуждения в ближней инфракрасной

области спектра. В связи с этим в последние годы

были синтезированы различные типы ап-конверсионных

наночастиц для различных биологических примене-

ний, в том числе для FRET анализа и биовизу-

ализации [18,22,25,162–165]. Наиболее исследованны-

ми материалами являются наночастицы NaYF4 : Yb/Er,

NaYF4 : Yb/Tm и NaYF4 : Yb/Er/Tm [166,167].

6. Применение наночастиц,
допированных РЗИ,
для исследований in vivo

В настоящее время применение неорганических на-

ночастиц в качестве биомедицинских зондов представ-

ляет значительный интерес вследствие их уникальных

оптических и магнитных свойств. Визуализация in vivo

с использованием наночастиц, легированных РЗИ, пред-
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лагает новые возможности для морфологических иссле-

дований и, таким образом, является мощным неинвазив-

ным инструментом для исследования широкого спектра

биологических процессов [5–11,15–17,22,23,26–29].

6.1. Биовизуализация

6.1.1. Оптическая визуализация. Оптические

свойства РЗИ обусловливают активное использование

наночастиц на их основе для различных биомедицинских

приложений, в том числе для оптической визуализации.

В настоящее время большинство исследований

посвящено материалам, допированным ионами Eu3+,

Tb3+ и Dy3+, которые имеют интенсивные полосы

люминесценции [49,168,169]. Необходимо подчеркнуть,

что одним из основных недостатков люминесцентной

оптической визуализации является то, что наиболее

эффективное поглощение энергии наночастицами

обычно происходит в ультрафиолетовой или видимой

областях, что может вызвать автофлуоресценцию клеток

и тканей. Чтобы избежать этого недостатка, были

разработаны такие методы, как флуоресцентный анализ

с временным разрешением и оптическая визуализация с

использованием ап-конверсионных наночастиц. В 1990 г.

впервые было продемонстрировано изображение,

полученное с помощью флуоресцентного анализа с

временным разрешением на основе неорганических

люминесцентных меток, легированных Ln3+ [170].
Другим препятствием для визуализации in vivo яв-

ляется тот факт, что ультрафиолетовый или видимый

возбуждающий свет имеет довольно низкую проница-

емость для организма. Кроме того, ультрафиолетовое

излучение может привести к повреждению клеток. Для

решения этих проблем были предложены люминес-

центные биозонды с постоянным свечением (persistent
luminescence). Постоянное свечение — это оптическое

явление, при котором возбуждающий свет сохраняется

материалом в течение нескольких минут с последу-

ющим медленным высвобождением при тепловой ак-

тивации, что приводит к излучению света, которое

может длиться в течение нескольких часов [171,172].
Это свойство представляет особый интерес для визу-

ализации in vivo, поскольку оно позволяет полностью

избежать повреждения клеток и возникновения сигнала

автофлуоресценции при возбуждении наночастиц уль-

трафиолетовым или видимым светом. В работе [173]
впервые было продемонстрировано подтверждение кон-

цепции визуализации in vivo с использованием та-

ких люминесцентных наночастиц. В этом исследова-

нии использовали наночастицы Ca0,2Zn0,9Mg0,9Si2O6 :

Eu2+/Dy3+/Mn2+, которые демонстрировали длитель-

ную люминесценцию в красной области спектра.

В этих материалах ионы Dy3+ являются центрами

захвата энергии электронных возбуждений, а ионы Mn2+

являются центрами излучения, поглощающими энергию

в результате электронно-дырочной рекомбинации. Ми-

грация энергии между ионами Dy3+ и Mn2+ происходит

в течение нескольких часов, что обусловливает длитель-

ную постоянную люминесценцию. Для визуализации

in vivo непосредственно перед введением препарата

лабораторным животным наночастицы возбуждали уль-

трафиолетовым излучением. В результате наблюдалось

постоянное свечение в течение 1 h. В последние годы

для подобной визуализации in vivo были разработаны

некоторые новые наночастицы, допированные РЗИ [4–
7,174–176].
Другим подходом для реализации оптической визуали-

зации является использование ап-конверсионных мате-

риалов. По сравнению с традиционными люминесцент-

ными наноматериалами ап-конверсионные наночастицы

имеют ряд преимуществ: отсутствие автофлуоресцен-

ции, низкая фототоксичность и достаточно большая

глубина проникновения излучения в ткани. Это обу-

словлено тем, что для возбуждения этих наночастиц

используют излучение в ближней инфракрасной области

спектра. В настоящее время в качестве легирующих при-

месей в ап-конверсионных биозондах часто используют

ионы Er3+, Tm3+ и Ho3+ [65].
В 1999 г. впервые было получено биологиче-

ское изображение с использованием ап-конверсион-

ных частиц Y2O2S : Yb/Tm субмикронного размера

(0.2−0.4µm) [151]. Наночастицы Y2O2S : Yb/Tm были

помечены антителами для специфического связывания с

антигенами на интактных клетках. При возбуждении ин-

фракрасным светом с длиной волны 980 nm эти частицы

демонстрировали интенсивную люминесценцию в види-

мой области (синей, зеленой и красной), которую можно

было регистрировать с помощью эпифлуоресцентного

микроскопа. Исследование показало, что использование

ап-конверсионных наночастиц приводит к хорошему

отношению сигнал/шум из-за отсутствия автофлуорес-

ценции [177,178]. Кроме того, эти наночастицы не бы-

ли подвержены фотообесцвечиванию, что способствова-

ло проведению длительной микроскопии. Впоследствии

идея биовизуализации с применением ап-конверсионных

наночастиц была реализована с использованием других

оксисульфидных и оксидных наноматериалов (например,
Y2O3 : Yb/Er и Gd2O3 : Yb/Er [179,180]).
В отличие от оксидных матриц фториды считаются

более подходящими кристаллическими матрицами для

допирования РЗИ с целью достижения наиболее интен-

сивного ап-конверсионного излучения. Это обусловлено

более низкими энергиями фононов и, как следствие, ми-

нимизацией процессов безызлучательной рекомбинации

возбужденных состояний ионов РЗИ [23,24]. В послед-

ние годы были разработаны наночастицы фторидов, до-

пированных РЗИ, с контролируемыми кристаллически-

ми фазами, формами и размерами [181–184]. Среди них

матрицы NaYF4 и NaGdF4 хорошо зарекомендовали себя

как наиболее эффективные материалы для реализации

ап-конверсионного механизма передачи энергии. Таким

образом, эти материалы широко используются для визу-

ализации in vitro и in vivo [18,22–23,175,185,186]. Бла-
годаря высокой эффективности ап-конверсии эти нано-
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частицы позволяют получать качественные изображения

биологических объектов.

6.1.2. Магнитно-резонансная визуализация.
Магнитно-резонансная томография (МРТ) —

это мощный неинвазивный медицинский метод

визуализации, широко используемый в современной

клинической практике. Одним из важных преимуществ

МРТ по сравнению с оптической визуализацией

является возможность получения томографической

информации о биологических образцах с высоким

пространственным разрешением [187,188]. Медицинские

изображения получаются в результате регистрации

МР-сигнала от протонов биологической ткани.

Система сбора данных МР-томографа регистрирует

выделение энергии во время релаксации предварительно

возбужденных протонов. Небольшие локальные

различия в окружении воды в разных тканях приводят

к разным скоростям релаксации, обеспечивая контраст

между тканями на МР-изображениях. Полученный

контраст зависит от времени спин-решеточной

релаксации (T1) и спин-спиновой релаксации (T2)
протонов ткани.

Чтобы сократить времена релаксации и обеспе-

чить более качественные МР-изображения, использу-

ются контрастирующие агенты (парамагнитные, супер-
парамагнитные или ферромагнитные материалы), по-

скольку они могут увеличить скорость релаксации про-

тонов в тканях. Некоторые вещества изменяют спин-

решеточную релаксацию протонов и являются поло-

жительными (T1) контрастирующими агентами, так как

делают изображение более ярким. Напротив, некоторые

соединения в основном влияют на спин-спиновую релак-

сацию и затемняют изображение; таким образом, они

являются отрицательными (T2) контрастирующими аген-

тами. Способность контрастирующих веществ снижать

времена T1 или T2 описывается продольной (r 1) или

поперечной (r 2) релаксивностью (единица измерения —

mM−1s−1). Чем выше значение r 1 или r 2, тем сильнее

снижение T1 или T2 и тем контрастнее МР-изображения.

В настоящее время для контрастирования в МРТ

широко применяются соединения на основе иона Gd3+

с использованием органических хелатов. Это обуслов-

лено тем, что ион‘Gd3+ имеет семь неспаренных

f -электронов и симметричное S-состояние, что опреде-

ляет, с одной стороны, большой магнитный момент, а

с другой — медленную релаксацию ядерной намагни-

ченности [189]. Однако в силу известной токсичности

ионов Gd3+ активно ведется поиск новых биосовмести-

мых контрастирующих агентов, в том числе на основе

наночастиц оксидов металлов. Существует два подхода

при разработке контрастирующих веществ на основе

неорганических наночастиц. Наночастицы могут быть

непосредственным активным контрастирующим аген-

том, например оксид железа, фторид гадолиния, оксид

марганца или другие материалы [188,190]. И наоборот,

наночастицы могут быть покрыты МР-контрастирующим

материалом [191]. Кроме того, возможно создавать

композитные материалы на основе неорганических на-

ночастиц для получения двойных T1/T2 контрастиру-

ющих агентов, которые в последнее время вызывают

значительный интерес, поскольку позволяют получать

точную диагностическую информацию [192]. Например,
в работе [193] описана технология синтеза наночастиц, в

которых контрастирующие материалы T1 (Gd2O(CO3)2)
и T2 (MnFe2O4) были разделены слоем SiO2. Изменение

толщины слоя SiO2 позволяло варьировать соотношение

между временами релаксации T1 и T2. Это позволило

создать новые контрастирующие агенты с настраива-

емым T1- или T2-сигналами. Однако большие гидро-

динамические размеры наночастиц могут привести к

короткому времени их циркуляции в кровеносном русле

и плохой коллоидной стабильности в физиологических

условиях.

Неорганические наночастицы на основе Gd3+ по-

прежнему являются наиболее востребованными T1-кон-
трастирующими агентами в современной клинической

практике [194,195]. Многие неорганические наночастицы

на основе ионов Gd3+ (NaGdF4, KGdF4, GdF3, Gd2O3

и GdVO4) демонстрируют высокие значения релаксив-

ности r 1. В последние годы фторидные наночастицы на

основе Gd3+ (GdF3 и NaGdF4) привлекают все больше

внимания из-за низких значений энергии фононов в этих

матрицах, что благоприятно для эффективной излуча-

тельной рекомбинации при допировании РЗИ [23,24].
В работе [87] сообщили о контролируемом синтезе

наночастиц NaGdF4 разных размеров. Значения релак-

сивности r 1 увеличивались с 3.0 до 7.2mM−1s−1 по

мере уменьшения размера частиц, причем релаксивность

самых маленьких частиц (2.5 nm) была почти в два раза

выше, чем релаксивность клинически используемого

препарата Gd-DTPA.

Наиболее популярным T2-контрастирующим агентом

в МРТ являются суперпарамагнитные наночастицы окси-

да железа (SPIO) [187,196]. Среди T2-контрастирующих

агентов, связанных с РЗИ, следует отметить соединения,

содержащие ионы Dy3+. До настоящего времени были

исследованы несколько органических хелатов, содержа-

щих Dy3+ (например, Dy3+-DTPA), и наночастиц (на-
пример, Dy2O3, NaDyF4) [197,198]. Одним из основных

ограничений, существующих в настоящее время для кли-

нически используемых органических контрастирующих

веществ, является снижение их эффективности при бо-

лее высоких магнитных полях [199–201]. В работе [201]
была исследована релаксивность наночастиц NaDyF4
при высоких значениях магнитного поля (9.4 T). Соот-
ношение r 2/r 1 для наночастиц NaDyF4 было почти в

десять раз выше, чем у коммерческого контрастного

препарата Resovist. Это результаты свидетельствуют о

большом потенциале наночастиц, допированных Dy3+, в

качестве T2-контрастирующих агентов в ультравысоких

магнитных полях.
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6.2. Мультимодальные агенты

6.2.1. Мультимодальная визуализация.
Поскольку разные методы визуализации имеют

разные пространственное разрешение, локализации зон

интереса и области применения, то мультимодальная

визуализация, которая основана на интеграции данных,

полученных с помощью разных методов, открывает

новые возможности для получения комплексной диа-

гностической информации. Интеграция возможностей

люминесцентной визуализации и МРТ-контрастирования

в одном наноматериале представляет собой общую

стратегию развития технологий мультимодальной

визуализации [5,7,22,35,202–209].
В настоящее время уже реализована двухмодальная

визуализация (сочетающая оптическую и МР-визуа-

лизации) с использованием наночастиц, легированных

РЗИ (например, Fe3O4@LaF3 : Yb/Er, NaYF4 : Yb/Er/Gd

и Gd2O3 : Yb/Er) [202–205]. Позже был продемонстри-

рован режим трехмодальной визуализации (сочетающей

оптическую и МР-визуализации с методом позитронной

эмиссионной томографии) [208]. В этой работе иссле-

довали наночастицы NaYF4 : Yb/Er, покрытые оболоч-

кой из ионов Gd3+ и меченые радиоактивным изото-

пом 18F. Частицы характеризовались ярким ап-конвер-

сионным излучением и высоким T1-контрастированием
благодаря допированию ионами Yb3+, Er3+ и Gd3+.

Аналогичным образом авторы работы в последующем

исследовании [209] синтезировали наночастицы NaLuF4,

допированные ионами Gd3+, Yb3+, Er3+ (или Tm3+), и
также продемонстрировали возможности трехмодальной

визуализации (сочетающей оптическую и МР-визуали-

зации с методом компьютерной томографии).

6.2.2. Тераностика. В последние годы значитель-

ное внимание уделяется разработке и исследованию

мультимодальных наночастиц, которые одновременно

выполняли бы доставку лекарств, диагностику и тера-

пию [26,210–212]. В частности, неорганические нано-

частицы с контролируемыми оптическими/магнитными

свойствами являются перспективной системой для ад-

ресной доставки лекарств и тераностики заболеваний.

Одной из наиболее важных задач в клинической меди-

цине является повышение специфичности терапевтиче-

ских препаратов. Для реализации этой задачи в послед-

ние годы были разработаны различные адресные систе-

мы доставки лекарств. Например, на основе наночастиц,

легированных РЗИ, были разработаны лекарственные

носители для доставки препаратов к клеткам-мишеням

путем модификации поверхности частиц определенными

биологическими молекулами или в результате воздей-

ствия света или внешнего магнитного поля [213,214].
В качестве идеальных носителей для доставки лекарств

рассматриваются наночастицы с покрытием из диокси-

да кремния с мезопористой структурой вследствие их

высокой удельной поверхности и пористости. В рабо-

те [215] исследовали наночастицы NaYF4 : Yb/Er@mSiO2

как систему для загрузки противоопухолевого препарата

в оболочку пористого диоксида кремния. Кроме того,

было показано, что данный материал можно исполь-

зовать для люминесцентной визуализации клеток. Для

традиционной системы адресной доставки лекарств, ос-

нованной на неорганических наночастицах, использует-

ся поверхностная модификация частиц специфическими

биомолекулами. Например, при конъюгировании наноча-

стиц NaYF4 : Yb/Er@NaGdF4 с сигнальным пептидом в

работе [216] осуществили загрузку противоопухолевого

препарата доксорубицин (DOX) в наночастицы и одно-

временно наблюдали за клеточным поглощением этих

частиц с помощью бимодальной визуализации (оптиче-
ской и магнитно-резонансной).
Сочетание оптических и магнитных свойств в муль-

тимодальных наночастицах обеспечивает уникальную

возможность одновременной диагностики и терапии за-

болеваний. Например, наночастицы могут одновременно

являться контрастирующими агентами в клиническом

методе МРТ и быть использованы для фототерапии.

К методам фототерапии относятся фототермическая

абляция (ФТА) и фотодинамическая терапия (ФДТ), в
которых свет используется для лечения различных забо-

леваний, в том числе онкологических [210,211,217,218].
В методе ФДТ молекулы фотосенсибилизатора воз-

буждают светом с определенной длиной волны, и это

приводит к образованию цитотоксичных активных форм

кислорода (в частности, синглетного кислорода 1O2)
для разрушения опухолевых клеток [219]. Обычные

фотосенсибилизаторы, используемые в ФДТ, в основ-

ном возбуждаются ультрафиолетовым и/или видимым

светом с низкой проникающей способностью, что огра-

ничивает их применение для лечения глубоколежащих

опухолей. Ап-конверсионные наночастицы представля-

ют значительный интерес для использования в ФДТ

для передачи энергии к фотосенсибилизаторам, так

как эти частицы возбуждаются глубоко проникающим

излучением в ближней инфракрасной области спек-

тра. При возбуждении ап-конверсионных частиц они

излучают свет в видимом диапазоне спектра и ак-

тивируют органический фотосенсибилизатор, который

приводит к образованию синглетного кислорода [220].
Такой фототерапевтический процесс может контроли-

роваться как с помощью оптической визуализации, так

и методом МРТ. В связи с этим было разработано

несколько сопряженных с фотосенсибилизаторами муль-

тимодальных ап-конверсионных наночастиц, таких как

NaYF4 : Yb/Er@NaGdF4 и NaYF4 : Er/Yb/Gd@SiO2 [221].
Среди рассмотренных люминесцентных наночастиц

особый интерес для исследования привлекают мате-

риалы на основе наночастиц оксида церия СеО2, в

том числе допированных РЗИ [222]. Вследствие нали-

чия разновалентных форм Се3+/Се4+ на поверхности

наночастиц они проявляют уникальные окислительно-

восстановительные свойства, благодаря чему могут быть

использованы для терапии различных хронических забо-

леваний, обусловленных окислительным стрессом кле-
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ток и тканей. В наших работах исследован антиокси-

дантный потенциал данных наночастиц [223–225]. Кроме
того, были показаны низкая цитотоксичность СеО2 и

избирательное ингибирование опухолевых клеток нано-

частицами [47], что представляет значительный интерес

для биомедицинских приложений. Допирование СеО2

РЗИ приводит к усилению биологической активности

наночастиц и может быть использовано для реализации

мультимодальной визуализации [226].

Помимо вышеупомянутых биомедицинских приложе-

ний, люминесцентные наночастицы могут в дальней-

шем быть использованы для антиоксидантной тера-

пии [222–224], радиотерапии [225], оптогенетики [4],
нанотермометрии [227,228]. К сожалению, большинство

из упомянутых направлений пока не использует люми-

несцентные наночастицы. Кроме того, требуются специ-

альные технические средства для их визуализации. Тем

не менее, данные направления представляют интерес

для исследователей в ближайшем будущем.

7. Заключение

Неорганические наноматериалы, допированные трех-

валентным редкоземельным ионом, представляют новый

класс люминесцентных биозондов. В последние годы на-

блюдается значительный интерес к разработке и биоме-

дицинским исследованиям этих материалов. Наночасти-

цы, содержащие Ln3+-примеси, проявляют такие физико-

химические свойства, как длительные времена свечения,

большие стоксовы и/или антистоксовы сдвиги, узкие

полосы люминесценции, высокая фотостабильность и

низкая токсичность. На основе данных материалов бы-

ли разработаны эффективные биоаналитические мето-

ды, основанные на регистрации фотолюминесценции с

временным разрешением (метод ФАВР) и индуктивно-

резонансном переносе энергии (FRET). Кроме того,

наночастицы, допированные РЗИ, могут быть использо-

ваны для медицинской визуализации in vivo, фотодина-

мической терапии и адресной доставки лекарств.

Несмотря на то, что рассматриваемые новые матери-

алы практически не используются в клинической прак-

тике, к настоящему времени достигнуты значительные

успехи как в области фундаментальных исследований

физических и химических свойств этих объектов, так

и в области их потенциальных биомедицинских при-

менений. В настоящее время ведутся активные работы

по разработке гетерогенных и гомогенных биосенсоров

на основе новых наноматериалов с ультрамалыми раз-

мерами (менее 10 nm) и высоким квантовым выходом.

Одной из основных технологических проблем остается

синтез ультрамалых наночастиц с высокой эмиссионной

способностью вследствие квантово-размерных эффектов.

Одной из приоритетных работ в будущем является

дальнейшее улучшение пределов обнаружения для раз-

личных опухолевых маркеров. Такая цель может быть

достигнута путем повышения эффективности фотолюми-

несценции наночастиц и оптимизации текущих протоко-

лов синтеза наноматериалов и разработки биозондов для

аналитических тестов.

Технологии создания ап-конверсионных наночастиц

будут играть все более важную роль в различных биоме-

дицинских приложениях. Для практического применения

этих материалов в клинической практике необходимо

разработать простую, дешевую и коммерческую систе-

му визуализации с временным разрешением. Люминес-

центный анализ с временным разрешением является

уникальным аналитическим методом, который может

полностью устранить фоновые

омехи.
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