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Металл-усиленная хемилюминесценция люминола в микрофлюидной

системе с осажденными в вакууме наночастицами серебра
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Усиление хемилюминесценции люминола в присутствии серебряных наночастиц исследовано в специально

разработанном для этой цели микрофлюидном чипе. Конструкция чипа обеспечивает интенсивное переме-

шивание люминола с окислителем и доставку смеси к наночастицам, обладающим плазмонным резонансом

в полосе хемилюминесценции люминола. Установлена зависимость интенсивности хемилюминесценции

люминола от концентрации гипохлорита натрия. Покрытие дна микрофлюидного чипа серебряными

наночастицами привело к увеличению интенсивности хемилюминесценции люминола в нейтральной среде в

среднем в полтора раза.
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Введение

Хемилюминесценция — излучение света, вызванное

химической реакцией, имеет множество разнообразных

применений, в том числе для анализа биологических

материалов. Наиболее непосредственным образом хе-

милюминесценция может быть применена для обнару-

жения и определения степени оксидативного стресса

организма, который является маркером, а в некоторых

случаях и причиной ряда заболеваний. Люминол и люци-

генин, излучающие при контакте с окислителями в сине-

зеленой области спектра, успешно используются для

регистрации синглетного кислорода, перекиси водорода

и других перекисей в щелочной среде. В нейтральных

средах, которые используются при исследовании био-

логических проб, интенсивность хемилюминесценции

обоих названных хемилюминофоров резко падает, что

не позволяет регистрировать малые концентрации окис-

лителя. В этих условиях слабость хемилюминесценции

связана как с малой вероятностью самого перехода

молекулы в электронно-возбужденное состояние в ходе

окислительно-восстановительной реакции, так и с ма-

лым квантовым выходом хемилюминесценции, обуслов-

ленным конкуренцией излучательных и безызлучатель-

ных каналов дезактивации электронно-возбужденного

продукта химической реакции [1]. Последнее обстоятель-

ство открывает возможность увеличения интенсивности

хемилюминесценции путем увеличения ее квантового

выхода за счет ускорения радиационного перехода.

Зависимость скорости радиационных переходов от

диэлектрических свойств окружающей излучатель среды

известна как эффект Парселла [2]. Особенно сильным

может быть действие металлических наночастиц, об-

ладающих локализованным плазмонным резонансом, в

частности золотых и серебряных. Металлические на-

ночастицы из серебра и золота широко используются

в таких биомедицинских применениях, как адресная

доставка лекарств [3], фототермическая [4] и фотоди-

намическая [5] терапия онкологических заболеваний,

оптическая когерентная томография, иммуноанализ [6,7]

и биосенсинг [8–10]. В биологических исследованиях

уже появились работы, посвященные использованию

плазмонного усиления, например для регистрации ми-

котоксинов [11]. Важной особенностью металлических

наночастиц является зависимость их оптических свойств

от размера и формы [12]. Для того, чтобы связь излуча-

ющей молекулы и металлической наноструктуры была

эффективной, необходимо обеспечить перекрытие спек-

тра излучения хемилюминофора и полосы плазмонного

резонанса. Первые результаты по плазмон-усиленной

хемилюминесценции были получены [13] на хемилюми-

нофорах, непригодных для биологического использова-

ния из-за токсичности. Решающая роль электродинами-

ческого эффекта ускорения радиационного перехода по

сравнению с возможным каталитическим действием се-

ребра на интенсивность хемилюминесценции люминола,
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Рис. 1. (a) Спектр экстинкции островковой пленки серебра, образованной на дне микрофлюидного канала, (b) спектр

хемилюминесценции люминола в процессе окисления гипохлоритом натрия.

который пригоден для биологических применений, была

продемонстрирована в [9].
В настоящей работе сообщается о применении спе-

циально разработанного микрофлюидного чипа для ис-

следования усиления хемилюминесценции люминола в

окислительной среде с нейтральным pH = 7 при контак-

те с серебряными наночастицами. Ансамбль серебряных

наночастиц был получен путем вакуумного осаждения

паров металла на стеклянную подложку, которая была

интегрирована в микрофлюидный чип. На второй пла-

стине микрофлюидного чипа, изготовленной из поли-

диметилсилоксана (PDMS), были сформированы микро-

каналы и функциональные элементы, необходимые для

смешения реагентов и доставки их к месту регистрации

излучения. Интенсивность хемилюминесценции люми-

нола в присутствии серебряных наночастиц в среднем

увеличилась в полтора раза.

Формирование ансамбля серебряных
наночастиц

Наночастицы серебра были сформированы на стеклян-

ной подложке путем термического напыления в вакуум-

ной камере PVD-75 (Kurt Lesker, США). Эквивалентная
толщина гранулированной пленки варьировалась в пре-

делах от 8 до 10 nm по показаниям кварцевых микро-

весов. После напыления пленка отжигалась в вакууме в

течение 30min при температуре 200 ◦C. Более подробно

процессы напыления и отжига описаны в [14].
На рис. 1, a представлен спектр экстинкции остров-

ковой серебряной пленки, измеренный на спектрофото-

метре СФ-56 (ЛОМО, Россия), а на рис. 1, b — спектр

хемилюминесценции люминола, зарегистрированный в

процессе окисления гипохлоритом натрия многоканаль-

ным фотонным анализатором PMA-12 (Hamamatsu, Япо-

ния). Очевидная спектральная близость спектра хеми-

люминесценции люминола и полосы поглощения грану-

лированной серебряной пленки позволяет рассчитывать

на эффективное взаимодействие между возбужденными

продуктами окисления люминола и коллективными элек-

тронными возбуждениями в наночастицах, образующих

серебряную пленку.

Для использования гранулированной серебряной

пленки в составе микрофлюидного чипа необходимо

было обеспечить возможность герметичного соединения

стеклянной подложки, несущей серебряные наночасти-

цы, с пластиной из PDMS, на которой были созданы

каналы и функциональные элементы. Поскольку отра-

ботанная технология предполагала соединение PDMS

со стеклом, была создана металлическая маска, поз-

волившая в условиях вакуумного напыления серебра

оставить на подложке не покрытые серебром части.

Кроме того, было проверено, что обработка стеклян-

ной подложки растворителями и коронным разрядом,

необходимая для обеспечения надежного соединения

частей микрофлюидного чипа, незначительно уменьшает

экстинкцию гранулированной серебряной пленки [15]
и не влияет на спектральное положение плазмонного

резонанса.

Разработка и изготовление
микрофлюидного чипа

Разработанный микрофлюидный чип состоит из двух

герметично соединенных пластин: на одной пластине,

сформированной из PDMS, были созданы необходимые

функциональные элементы, а на второй — стеклянной,

которая в обычных условиях выполняет только защит-

ную функцию [16], — была создана гранулированная

серебряная пленка, описанная выше.

Ключевым этапом проведения реакции является сме-

шивание хемилюминофора с аналитом, которое запуска-
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Рис. 2. Принципиальная схема одного канала микрофлюидно-

го чипа для хемилюминесцентной диагностики оксидативного

стресса.

ет реакцию окисления и в дальнейшем приводит к появ-

лению возбужденных продуктов реакции и излучению

света. Для эффективного перемешивания реагентов в

микрофлюидных устройствах требуется применять спе-

циальные смесители [17–19], так как без них в каналах

осуществляется ламинарное течение, при котором пере-

мешивания не происходит. Топология одиночного канала

микрофлюидного чипа представлена на рис. 2. В первой

части канала расположены входы для хемилюминофора

и аналита и миксер, а во второй — поверхность, которая

могла быть покрыта серебряными наночастицами, и вы-

ход для отработанной смеси. В области микрофлюидно-

го миксера глубина каналов составляет 70 µm, а в обла-

сти расположения серебряных наночастиц и регистрации

хемилюминесценции — 10µm. Cхема одного канала для

наблюдения хемилюминесценции представлена на рис. 2.

Для удобства проведения экспериментов на одной

подложке размером 25× 25mm были изготовлены 7

независимых микрофлюидных каналов, схема располо-

жения которых представлена на рис. 3, a. На рис. 3, b

представлена фотография изготовленного микрофлюид-

ного чипа.

Процедура измерений

Для измерения хемилюминесценции чип помещался

в специальный кожух, убирающий паразитную под-

светку. Микрофлюидный чип закреплялся над актив-

ной областью фотоэлектронного умножителя H11890

(Hamamatsu), работающего в режиме счета фотонов,

таким образом, чтобы собрать максимум излученного

света. После этого через шприцевой насос со скоростью

10 µL/min по двум силиконовым трубкам подавались

реагенты: люминол и смесь гипохлорита натрия с гид-

роксидом натрия, концентрации которых варьировались.

Реагенты смешивались в канале микрофлюидного чипа

и затем удалялись из чипа по третьей силиконовой труб-

ке. Сигнал фотоэлектронного умножителя выводился

на экран монитора. Поскольку время подачи люминола

и окислителя в миксер составляет десятки секунд,

в течение которых интенсивность хемилюминесценции

нарастает, в качестве результата измерения принималось

установившееся значение интенсивности хемилюминес-

ценции.

Результаты экспериментов

Прежде всего была определена оптимальная кон-

центрация водного раствора люминола. Для этого бы-

ла измерена хемилюминесценция в чипе без нано-

частиц в щелочной среде с pH = 12, при которой

хемилюминесценция достаточна велика для уверенной

регистрации при малой концентрации окислителя, рав-

ной 100 µM. При увеличении концентрации люминола

вплоть до 0.3mM интенсивность хемилюминесценции

растет. Однако при больших концентрациях люминола

наблюдается насыщение, а затем уменьшение интенсив-

ности хемилюминесценции. Дальнейшие эксперименты

проводились при концентрации люминола 0.3mM.

Усиление хемилюминесценции люминола под влия-

нием серебряных наночастиц представляет наибольший

интерес в нейтральных условиях при pH = 7, когда

интенсивность излучения без наночастиц при малой

концентрации окислителя падает до уровня шумов.

На рис. 4 представлены результаты измерений интенсив-

ности хемилюминесценции люминола в микрофлюидных

каналах без наночастиц и с серебряными наночастица-

ми, полученными описанным выше способом. Видно,

что, несмотря на значительный разброс в результатах

измерений, интенсивность хемилюминесценции в чипах

с серебряными наночастицами больше, чем в чипах

без серебряных наночастиц.

Обсуждение результатов

Усиление хемилюминесценции люминола в чипе с

серебряными наночастицами составило в среднем 50%.

На первый взгляд эта величина невелика, так как, следуя

теоретическим расчетам [20] и численному моделирова-

нию [21], на малых расстояниях от металлических нано-

частиц, обладающих плазмонным резонансом в полосе

излучения возбужденных продуктов реакции окисления

люминола, можно было ожидать ускорения радиацион-

ных переходов и соответствующего увеличения интен-

сивности хемилюминесценции в десятки раз. Соглас-

но [22], усреднение фактора Парселла по ориентациям

излучателя эквивалентно усреднению по поляризациям

падающего излучения, так что результаты [21] можно

использовать и для оценки среднего фактора Парселла.

Однако геометрия микрофлюидного чипа такова, что

лишь небольшая доля возбужденных молекул находится

на таких расстояниях от металлических наночастиц,

которые сравнимы с их размерами, а при удалении

излучателя от наночастицы фактор Парселла быстро

убывает. Действительно, глубина каналов изготовленных

микрочипов в области регистрации излучения составля-

ла 10 µm. Поскольку размеры серебряных наночастиц

и расстояния между ними после отжига составляют

Оптика и спектроскопия, 2024, том 132, вып. 12
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Рис. 3. Дизайн и фотография микрофлюидного чипа с семью независимыми каналами, использованного для исследования

хемилюминесценции. Каждый канал имеет два ввода для подачи хемилюминофора и окислителя и один выход для отработанной

смеси. На фотографии виден миксер в виде змейки, в котором происходит интенсивное перемешивание хемилюминофора

и окислителя.

порядка 100 nm [14], примерно сотая доля излучающих

молекул находится на оптимальном расстоянии от по-

верхности, покрытой наночастицами. Дальнейшее сокра-

щение глубины канала ограничено возрастающим гидро-

динамическим сопротивлением, требующим увеличения

давления жидкости, которое, в свою очередь, ограничено

пределом прочности соединения частей микрофлюидной

системы. Уменьшение глубины канала ограничено так-

же точностью изготовления мастер-формы для мягкой

литографии, с помощью которой была изготовлен чип

из PDMS. В указанных условиях обнаруженная величина

усиления хемилюминесценции люминола в среднем на

50% представляется соответствующей условиям наблю-

дения.

Заключение

Использование специально разработанной микрофлю-

идной системы позволило наблюдать хемилюминесцен-

цию люминола в контролируемых и воспроизводимых

условиях. Покрытие дна микрофлюидных каналов се-

ребряными наночастицами, обладающими плазмонным

резонансом в полосе хемилюминесценции люминола,

привело к возрастанию интенсивности хемилюминесцен-

ции при окислении в нейтральной среде с pH = 7, что

наиболее актуально для биомедицинских применений, в

среднем на 50%.
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Рис. 4. Увеличение интенсивности хемилюминесценции лю-

минола в микрофлюдных чипах с нанесенной на дно канала се-

ребряной пленкой. Интенсивность хемилюминесценции в кана-

лах без серебряной пленки показана открытыми квадратиками,

а интенсивность хемилюминесценции в каналах с нанесенной

на дно канала серебряной пленкой — заполненными кружками.

Концентрация люминола 0.3mM, pH = 7.

Конфликт интересов

Авторы заявляют, что у них нет конфликта интересов.
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