
Оптика и спектроскопия, 2019, том 126, вып. 1

20
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Системы детектирования с отложенной регистрацией сигнала люминесценции перспективны для вы-

полнения сложных задач визуализации биологических объектов благодаря своей простоте и низкой

стоимости. В настоящей работе в системах отложенной регистрации использованы нанокристаллы β-

NaYF4 : Tm
3+Yb3+/NaYF4, обладающие антистоксовой фотолюминесценцией. Показано наличие значительной

временной задержки между возбуждающим лазерным импульсом и сигналом люминесценции, что позволяет

использовать этот класс наночастиц при создании широкопольных систем визуализации с отложенной

регистрацией. Продемонстрирована возможность использования наночастиц для детектирования сигнала

фотолюминесценции во втором окне прозрачности биоткани. Эта система может быть построена на

резонансном возбуждении и детектировании сигнала фотолюминесценции ионов Yb3+.

DOI: 10.21883/OS.2019.01.47061.262-18

Введение

Необходимость понимания структуры и оценки функ-

ционального состояния клеток, органов и живых орга-

низмов стимулирует разработку методов визуализации с

высоким пространственным разрешением и чувствитель-

ностью. В последнее время биовизуализация с использо-

ванием флуоресцентных меток стала одним из ключевых

инструментов в биологии и медицинской диагностике

благодаря уникально низкой стоимости необходимого

оборудования, неинвазивности и практически полной

биобезопасности, поскольку живые организмы адапти-

рованы к световому воздействию [1]. Однако практи-

ческая реализация этого метода чрезвычайно сложна

из-за длины свободного пробега квантов света в био-

логических тканях, которая обычно составляет всего

доли миллиметра. Органические хромофоры, исполь-

зуемые в качестве контрастирующих люминесцентных

маркеров, подвержены фотообесцвечиванию, что накла-

дывает ограничения на время их детектирования, а

небольшой стоксов сдвиг фотолюминесценции и малые

времена жизни возбужденного состояния затрудняют

разделение полезного сигнала фотолюминесценции от
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фоновой автофлуоресценции биотканей [2]. Во избе-

жание автофлуоресценции все большее распростране-

ние получают инфракрасные флуорофоры [3]. К сожа-

лению, короткие времена высвечивания органических

флуорофоров и их быстрое фотовыцветание оставляют

проблему длительной высококонтрастной визуализации

биологических объектов в целом нерешенной.

С середины 1980-х годов лантаноидные хелаты успеш-

но заменили органические хромофоры в иммунофер-

ментных исследованиях, так как они менее подвер-

жены фотовыцветанию, имеют узкие линии эмиссии

и обладают большим временем жизни возбужденно-

го состояния, и поэтому сигнал фотолюминесценции

может быть дискриминирован от фонового шума как

при временной, так и спектральной селекции. Однако

лантаноидные хелаты, равно как и наночастицы, леги-

рованные редкоземельными элементами [4], возбужда-

ются вне окна прозрачности биоткани. Определенные

успехи в области биоимиджинга были достигнуты с

применением антистоксовых наночастиц — апконверти-

рующих нанофосфоров [5]. В ближнем инфракрасном

диапазоне (700−1000 nm) биологические ткани имеют

”
окно прозрачности“, характеризующееся минимальным

поглощением и рассеянием квантов света [6]. Длина

волны возбуждения нанофосфоров и некоторые линии

их фотолюминесценции попадают в окно прозрачности
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Рис. 1. Фотография синтезированных апконвертирующих наночастиц, полученная с помощью сканирующего электронного мик-

роскопа (a), энергетическая диаграмма трехвалентных ионов иттербия и тулия в матрице NaYF4 (b) и спектр фотолюминесценции

апконвертирующих наночастиц при возбуждении излучением на длине волны 975 nm с интенсивностью 5W/сm2 (c). На вставке

дана зависимость интенсивности эмиссии наночастиц на длине волны 800 nm от интенсивности возбуждения.

биоткани, что открывает принципиально новые возмож-

ности для оптических исследований живых организ-

мов [7].
Системы детектирования, построенные на принципе

отложенной регистрации сигнала флуоресценции, пред-

ставляются перспективными для выполнения сложных

задач визуализации биологических объектов благодаря

своей простоте и низкой стоимости [8]. Временная

задержка в таких системах достигается за счет син-

хронизации временных окон импульса возбуждения и

сигнала люминесценции. Задержка детектируемого сиг-

нала позволяет затухнуть фоновой автолюминесценции

с коротким (наносекундным) временем жизни до того,

как будет получен сигнал от метки с большим временим

жизни [9]. Следует отметить, что временная селекция

способна обеспечить полное разделение изображения

единичных молекулярных меток от сигналов помех [10].
В настоящей работе мы продемонстрировали опти-

ческую визуализацию с временной задержкой (система
визуализации с отложенной регистрацией) для детек-

тирования сигнала фотолюминесценции от апконверти-

рующих нанофосфоров. Использование наночастиц, воз-

буждаемых и люминесцирующих в окне прозрачности

биологической ткани, с временами, на порядки превы-

шающими времена автофлуоресценции живых систем,

расширяет возможности биоимиджинга для выполнения

сложных задач визуализации биологических объектов.

1. Методы

1.1. Синтез наночастиц
β-NaYF4 : Tm

3+Yb3+/NaYF4

Синтез НАФ проводится в среде органических рас-

творителей, в результате которого формируются гид-

рофобные наночастицы, стабилизированные олеиновой

кислотой. Технология синтеза описана нами в рабо-

те [11]. Были получены нанокристаллы со структурой

ядро/оболочка. Ядро — β-NaYF4, солегированное Yb3+,

Tm3+ в молярном соотношении 18%, 2% соответствен-

но, оболочка — NaYF4. Технология синтеза наноча-

стиц позволила получить узкодисперсные наночастицы

(рис. 1, a), обладающие интегральным коэффициентом

конверсии (отношение излученной мощности к погло-
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щенной) 9% при интенсивности возбуждающего излуче-

ния 10W/сm2.

1.2. Исследование спектров и кинетики
фотолюминесценции нанофосфоров

Спектры и кинетика фотолюминесценции исследова-

лись с помощью флуорометра Fluorolog-3 (HJY, France),
оснащенного фотоумножителем R929P (Hamamatsu

Photonics, Япония) и высокоскоростным осциллографом

TDS 6804B (Tektronix Inc., США). Синтезированные

нанокристаллы на предметном стекле помещались в

отсек для измерения. Возбуждение фотолюминесцен-

ции осуществлялось полупроводниковым волоконным

лазером ATC-laser (Semiconductor Devices, Россия) на

длине волны 975 nm. Интенсивность возбуждения образ-

ца составляла 5W/cm2, а длина импульсов возбуждения

изменялась от 100 до 1200 µm.

1.3. Системы детектирования наночастиц

Для получения изображений от нанофосфоров исполь-

зовался эпилюминесцентный микроскоп, схема которого

показана на рис. 2, a. Образец освещался излучением

на длине волны 975 nm от полупроводникового лазера

ATC-Laser (Semiconductor devices, Россия) с волокон-

ным выходом. Запись изображения проводилась с помо-

щью высокочувствительной CCD-камеры Raptor (Raptor
Photonics, Великобритания) с электронным умножением,

способной регистрировать одиночные фотоны. Реали-

зация режима отложенной регистрации производилась

посредством синхронизации сигнала с оптического мо-

дулятора света (чоппера) MC2000B (Thorlabs, США),
расположенного непосредственно перед видеокамерой,

с возбуждающим лазером. Таким образом, во время

перекрытия матрицы камеры образец освещается воз-

буждающим лазером, затем при открытии матрицы

лазерное излучение прерывалось и происходила реги-

страция послесвечения образца. Поэтому возбуждение

частиц и регистрация сигнала образца происходили в

противофазе. Посредством настройки фазы и скоро-

сти оптического модулятора, проводимых с помощью

генератора импульсов, удавалось добиться подавления

”
быстрой“ люминесценции и наблюдать только исследу-

емые частицы с длительной флуоресценцией.

Для широкопольной системы отложенной регистра-

ции собрана схема с чоппером, изображенная на

рис. 3, a. Включение лазера возбуждения синхронизи-

ровано с чоппером, благодаря чему возбуждение на-

ночастиц и регистрация сигнала фотолюминесценции

происходят в противофазе. Возбуждение люминесцен-

ции осуществлялось полупроводниковым лазером, луч

которого отклонялся гальваносканером (Атеко, Россия)
по заданной программе и сканировал образец.
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Рис. 2. Эпилюминесцентный микроскоп для детектирования

наночастиц (a), где 1 — CCD-камера, 2 — чоппер, 3 —

полупрозрачное зеркало, 4 — объектив, 5 — образец на пред-

метном стекле, 6 — коллиматор, 7 — оптоволоконный кабель,

8 — полупроводниковый лазер, 9 — генератор импульсов.

Фотография, полученная с помощью оптического микроско-

па (b) и изображение с эпилюминесцентного микроскопа с

отложенной регистрацией (c).

2. Результаты

Для построения систем отложенной биовизуализации

требуется, чтобы целевые организмы были помечены

длинноживущим люминесцентным маркером, как пра-

вило, с временем жизни люминесценции, более чем

в 500 раз превышающим время жизни (t ∼ 100 ns)
биологической автофлуоресценции [8]. Для построения

системы отложенной регистрации мы синтезировали

наночастицы β-NaYF4: 20%Yb3+; 0.6%Tm3+/NaYF4 и

выполнили исследование временной динамики антисток-

совой люминесценции при импульсном ИК возбуждении

(длительность импульса от 50 до 2000 µs). На рис. 1, a

представлена фотография синтезированных наночастиц,

полученная с помощью сканирующего электронного

микроскопа.

Апконвертирующая наночастица состоит из матрицы,

а также ионов лантаноидов двух типов. Ион первого

типа — сенсибилизатор, способен эффективно погло-

тить ИК фотон и перейти из основного в возбужденное

метастабильное состояние. В наночастице возможен

безызлучательный резонансный перенос энергии меж-

ду возбужденным ионом сенсибилизатором и ионом
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Рис. 3. Широкопольная система отложенной регистрации (1 — полупроводниковый лазер, 2 — гальваносканер, 3 — CCD-камера,

4 — чоппер, 5 — генератор импульсов, 6 — образец) (a) и полученное с ее помощью изображение микропробирок, содержащих

коллоидный раствор с апконвертирующими наночастицами в разной концентрации. Интенсивность возбуждения 2W/сm2 (b).

второго типа — активатором. Многократная передача

энергии от возбужденного сенсибилизатора к активато-

ру приводит к последовательному возбуждению ионов

активатора в метастабильные состояния с большей

энергией, чем энергия возбуждающего сенсибилизатор

кванта ближнего инфракрасного диапазона спектра. Из-

лучательная релаксация состояний активатора приводит

к антистоксовой люминесценции. Эффективность этого

процесса определяется неорганической кристаллической

матрицей, концентрацией лантаноидов в матрице, пе-

рекрытием спектров испускания и поглощения ионов

сенсибилизатора и активатора соответственно [12]. Ион

Yb3+ является одним из наиболее эффективных сенсиби-

лизаторов, обладающих большим сечением поглощения

(σabs ∼ 10−20
−10−21 сm2) в окрестности длины волны

975 nm. В качестве ионов активаторов выбирают ионы

лантаноидов (Er3+, Tm3+, Ho3+ и др.) с
”
лестничной“

схемой метастабильных состояний [1]. На рис. 1, b

показана энергетическая диаграмма для трехвалентных

ионов иттербия и тулия в матрице NaYF4.

В спектре фотолюминесценции апконвертирующих

наночастиц, возбуждаемых излучением полупроводнико-

вого лазера (975 nm), присутствуют линии на длинах

волн 800, 650, 475, 450, 360 и 345 nm (рис. 1, с).
Возбуждение на длине волны 975 nm и сильная линия

фотолюминесценции на длине волны 800 nm хорошо

подходят для целей оптической визуализации, посколь-

ку попадают в окно прозрачности биологических тка-

ней [13]. Из энергетической диаграммы, представленной

на рис. 1, b, видно, что апконверсия является нелиней-

ным процессом. Так, например, интенсивность излуче-

ния на длине волны 800 nm соответствует переходу

иона тулия 3H4 →
3H6, пропорциональна 2-й степени

от интенсивности накачки в отсутствие насыщения,

которое, как правило, достигается при интенсивностях

возбуждающего излучения выше 25W/сm2 [14]. На

вставке к рис. 1, с показана зависимость интенсивности

фотолюминесценции наночастиц на длине волны 800 nm

от интенсивности возбуждения на длине волны 975 nm.

Из наклона кривой в двойном логарифмическом масшта-

бе видно, что интенсивность фотолюминесценции иона

тулия 3H4 →
3H6 в апконвертирующей наночастице име-

ет квадратичную зависимость от плотности мощности

возбуждающего излучения.

На рис. 4, a–d представлена временная динамика

антистоксовой люминесценции наночастиц β-NaYF4:

20%Yb3+; 0,6%Tm3+/NaYF4 при импульсном ИК воз-

буждении (длительность импульса от 100 до 1200 µs).
Временной профиль фотолюминесценции можно опи-

сать тремя параметрами: τdelay — время задержки раз-

вития сигнала фотолюминесценции от начала возбужда-

ющего импульса на длине волны 975 nm; τmax — время

достижения максимума сигнала фотолюминесценции; и

шириной на полувысоте. Из экспериментально получен-

ных кривых видно, что сигнал фотолюминесценции с

максимумом на длине волны 800 nm начинает нарастать

после прихода возбуждающего импульса, а его макси-

мум достигается со значительным временным сдвигом

после окончания импульса возбуждения. Такой характер

кинетики фотолюминесценции объясняется процессом

миграции энергии между ионами Yb3+ в наночастице и

подробно рассмотрен нами ранее [15].
Динамика люминесценции на длине волны 800 nm

при различной длительности импульса возбуждения

демонстрирует значительную задержку в достижении

максимума сигнала. Задержка сигнала превышает 1ms

благодаря тому, что ионы Yb3+ выполняют роль
”
ак-

кумуляторов“ энергии, перераспределяя запасенное воз-

буждение по всей наночастице посредством миграции

энергии. Пока исследуемая система находится под дей-

ствием лазерного импульса, возбуждение ионов тулия

происходит преимущественно за счет девозбуждения

ближайших ионов иттербия. Как только возбуждающий

импульс заканчивается, вступает в силу механизм ми-

грации энергии. Энергия, накопленная в системе после

импульсного возбуждения, зависит от длительности им-
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Рис. 4. Кинетика фотолюминесценции перехода тулия 3H4 →
3H6 при возбуждении импульсом с длительностью 0.1 (a), 0.3 (b),

0.7 (c) и 1.2ms (d) на длине волны 975 nm. Временной профиль возбуждающего импульса показан сплошной красной кривой.

Сигналы нормированы на единицу. Начало временной шкалы соответствует началу импульса возбуждения.

пульса и от конечных состояний ионов тулия, на кото-

рых они заканчиваются. После прекращения импульса

возбуждения наиболее вероятным процессом в системе

является безызлучательный энергетический транспорт

от ионов Yb3+ к Tm3+, и поскольку каждый ион тулия

окружен множеством возбужденных ионов иттербия, то

в момент окончания импульса возбуждения вероятность

многофотонных процессов максимальна. При девозбуж-

дении с испусканием фотонов каждый ион тулия создает

локальный минимум в пространственном распределении

накопленной энергии в системе вокруг себя и для его

последующего возбуждения требуется большее время

из-за миграции энергии по цепочке ионов Yb3+ в на-

нокристалле.

Поскольку существует значительная временная за-

держка между возбуждающим лазерным импульсом и

развитием сигнала фотолюминесценции в апконверти-

рующих наночастицах, эту паузу можно эффективно

использовать для создания системы отложенной реги-

страции. Специализированная система получения опти-

ческих изображений, способная регистрировать сигнал

фотолюминесценции от апконвертирующих наночастиц,

сохраняя параметры накачки на длине волны 975 nm

в пределах допустимых лазерных доз для работы с

биообъектами, была реализована нами на макете эпилю-

минесцентного микроскопа (рис. 2, a) и широкопольной

установке оптического имиджинга (рис. 3, a). Эффек-

тивность сбора фотонов люминесценции от апконвер-

тирующих наночастиц обеспечивалась CCD-камерой с

электронным умножением, способной регистрировать

одиночные фотоны вблизи 800 nm. Перед объективом

CCD-камеры устанавливался электромеханический пре-

рыватель — вращающийся диск (чоппер). С помощью

генератора импульсов достигалась синхронизация вре-

менных окон импульсного возбуждения и регистрации

сигнала фотолюминесценции. Задержка позволяла за-

тухнуть лазерному излучению и фоновым сигналам с

короткими временами жизни до того, как будет по-

лучен сигнал от наноизлучателей с миллисекундным

временем жизни. Рис. 2, b, c иллюстрируют изображения

наночастиц на предметном стекле, полученные с по-

мощью оптического микроскопа и эпилюминесцентного

микроскопа в режиме отложенной регистрации соот-

ветственно. Широкопольное изображение получено с

помощью установки, изображенной на рис. 3, a для мик-

ропробирок, содержащих коллоидный раствор апконвер-

тирующих наночастиц. На сделанном снимке (рис. 3, b)
видно, что при увеличении концентрации наночастиц от

0.02 до 0.7 g/l интенсивность люминесцентного сигнала

увеличивается.
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Нельзя не отметить возможность использования этого

класса наночастиц для детектирования сигнала фотолю-

минесценции во втором окне прозрачности биоткани.

Второе окно прозрачности [16] в ближней ИК области

(1000−1350 nm) благодаря снижению коэффициента ат-

тенюации биоткани открывает возможность высокочув-

ствительной визуализации кровеносных сосудов in vivo

через кожу [17]. Ионы Yb3+, входящие в состав апкон-

вертирующих наночастиц, имеют только два энергетиче-

ских уровня. В приближении LS-связи эти уровни Yb3+

обозначаются как 2F5/2 и 2F7/2 (рис. 1, b). Кратность

вырождения для уровней 2F5/2 и 2F7/2 равна 6 и 8

соответственно. Электрическое поле матрицы кристалла

частично снимает вырождение, но поскольку ион Yb3+

содержит нечетное число электронов, уровни остаются

двукратно вырожденными. Систему уровней ионов Yb3+

можно рассматривать, как квазидвухуровневую, посколь-

ку в каждом мультиплете устанавливается термодина-

мическое равновесное расщепление населенностей по

подуровням. Это приводит к тому, что сечение погло-

щения и люминесценции в значительной мере зависит

от симметрии кристаллической матрицы нанокристалла

и, очевидно, чем ниже симметрия матрицы, тем выше

эффективность поглощения и люминесценции. На рис. 5

представлены сечение поглощения ионов иттербия в

наночастицах, спектр фотолюминесценции и кинети-

ка фотолюминесценции синтезированных наночастиц в

окрестности длины волны 975 nm.

Измеренное нами сечение поглощения Yb3+ в нано-

кристалле NaYF4 : Yb
3+, Tm3+ составило 4 · 10−20 сm2

с максимумом на длине волны 975.8 nm. Время жизни

ионов Yb3+ в нанокристаллах NaYF4 : Yb
3+, Tm3+ бы-

ло определено как 0.61ms. Учитывая высокую кванто-

вую эффективность кристаллов, легированных ионами

Yb3+ [18], большое сечение поглощения и длительное

время жизни возбужденного состояния — реализация

системы визуализации с отложенной регистрации, по-

строенной на резонансном возбуждении и детектиро-

вании сигнала фотолюминесценции ионов Yb3+, видит-

ся перспективной, хотя и потребует перехода на дру-
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гие типы CCD-матриц, обладающие большей чувстви-

тельностью в этом спектральном диапазоне, например

InGaAs.

Заключение

Синтезированные апконвертирующие наночастицы ти-

па NaYF4 использованы для получения люминесцент-

ного сигнала, регистрируемого созданными эпилюми-

несцентным микроскопом и широкопольной системой.

Возбуждение и люминесценция в ближней ИК области

спектра апконвертирующих наночастиц позволяет рас-

сматривать их в качестве люминесцентных маркеров для

глубокого оптического зондирования биотканей. Зна-

чительная временная задержка между возбуждающим

лазерным импульсом и развитием сигнала фотолюми-

несценции в апконвертирующих наночастицах позволяет

реализовать бесфоновую оптическую визуализацию с

временной задержкой. Показана возможность исполь-

зования этого класса наночастиц для детектирования

сигнала фотолюминесценции во втором окне прозрач-

ности биоткани. Высокая квантовая эффективность кри-

сталлов, легированных ионами Yb3+, большое сечение

поглощения и длительное время жизни возбужденного

состояния открывает возможность визуализации с от-

ложенной регистрацией, построенной на резонансном

возбуждении и детектировании сигнала фотолюминес-

ценции ионов Yb3+, расширяя возможности биоими-

джинга для выполнения сложных задач визуализации

биологических объектов.
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