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СИНТЕЗ И АПРОБАЦИЯ НАНОЧАСТИЦ YVO4:Yb,Er
НА ВИНОГРАДНЫХ УЛИТКАХ ДЛЯ ЗАДАЧ БИОВИЗУАЛИЗАЦИИ
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Вновь синтезированные наночастицы YVO4:Yb,Er были введены в организмы виноградных улиток
путем инъекции водных коллоидных растворов. При облучении препаратов из органов животных
непрерывным лазером на длине волны 980 нм наблюдалась люминесценция в области 520–560 нм,
вызванная излучательными переходами в ионах Er3+. Сравнительный анализ поведенческой актив-
ности животных с введенными наночастицами и контрольных животных без наночастиц не выявил
признаков токсичности. Показана перспективность использования наночастиц в роли люминес-
центных нанозондов в биологических задачах.
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ВВЕДЕНИЕ

Техника люминесцентной визуализации с вы-
соким пространственным разрешением, основан-
ная на применении наноразмерных люминесцент-
ных биозондов, приобретает все большую попу-
лярность в широкой области задач биологии и
биомедицины [1–3]. Традиционно в качестве био-
зондов выступают молекулы органических краси-
телей, квантовые точки, флюоресцентные протеи-
ны и люминесцентные комплексы переходных ме-
таллов [4–9]. Однако их применение затруднено
рядом существенных ограничений, вызванных, в
первую очередь, необходимостью использования
УФ излучения, которое активно рассеивается и по-
глощается биологическими тканями, приводя к их
фотодеструкции и вызывая автофлюоресценцию,
что сильно ограничивает чувствительность мето-
да. Также следует отметить низкую фотостабиль-
ность органических флюорофоров, нежелательно
широкий спектр эмиссии флюоресцентных про-
теинов, мерцание и токсичность квантовых точек
[10–19].

Нанокристаллы, допированные ионами ред-
коземельных металлов, имеют ярко выраженные
апконверсионные свойства, которые позволяют
применять ближнее ИК излучение, находящееся
в “окне прозрачности” биологических тканей, для
возбуждения люминесценции в видимом диапазо-
не. Это дает неоспоримые преимущества при их ис-
пользовании в качестве люминесцентных биозон-
дов: большая глубина проникновения ближнего
ИК излучения в биоткани [20], отсутствие паразит-
ного сигнала автофлюоресценции [21–23], фото-
стабильность [21, 24, 25] и низкая фотодеструкция
биологических молекул [26]. Также следует отме-
тить низкую токсичность апконверсионных нано-
частиц (АКНЧ) [20, 24, 27, 28].

Особый интерес представляют наночастицы,
допированные ионами Yb3+ и Er3+. Данный вы-
бор допантов обусловлен тем, что ионы Yb3+

имеют большое сечение поглощения на длине
волны 980 нм и способны эффективно переда-
вать энергию на резонансные уровни ионов Er3+.
Апконверсия является результатом последова-
тельности процессов поглощения и переноса
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энергии через метастабильные состояния ионов,
что обеспечивает большую вероятность двухкван-
товых процессов [29, 30]. Для реализации высокого
квантового выхода апконверсионной люминес-
ценции требуются матрицы с низкоэнергетичны-
ми фононами [31]. Одной из наиболее широко ис-
пользуемых матриц является кристалл β-NaYF4,
энергия фонона которого составляет 350 см–1

[32, 33]. Однако применение данных нанокри-
сталлов в роли биозондов затруднено из-за их
токсичности и высокой чувствительности к ту-
шителям люминесценции в водных растворах [34].
В данной работе мы используем в качестве матри-
цы нанокристаллы YVO4. Несмотря на сравни-
тельно большую энергию фононов 880 см–1, нано-
частицы YVO4:Yb,Er размером несколько десятков
нанометров оказываются слабо чувствительными к
воздействию поверхностных тушителей в водных
биологических средах. Помимо этого, они счита-
ются малотоксичными [35], что делает их пер-
спективными для применения в качестве нано-
биозондов.

Для оценки пригодности АКНЧ в роли биона-
нозондов были выбраны наземные легочные мол-
люски – виноградные улитки Helix lucorum крым-
ской популяции. Они, наряду с некоторыми други-
ми видами моллюсков, в настоящее время является
популярным объектом биологических исследова-
ний, в частности при исследовании нервной систе-
мы и поведения [36–38]. Эти экспериментальные
животные активно используются для исследования
механизмов обучения и памяти благодаря относи-
тельно простой нервной системе при богатом раз-
нообразии поведенческих реакций, которые обу-
словлены сложным взаимодействием безусловных
рефлексов, модулируемых процессами привыка-
ния, сенситизации и ассоциативного обучения.
Относительная простота нервной системы суще-
ственно сужает ансамбль нейронов, обеспечиваю-

щих ту или иную поведенческую реакцию. Круп-
ные размеры тел нейронов (до 200–300 мкм в диа-
метре) позволяют идентифицировать одни и те
же клетки у всех особей данного вида, что может
быть полезным в экспериментах по визуализа-
ции. Большим плюсом для экспериментаторов
является также поверхностный характер располо-
жения нейронов в ганглиях, что удобно для реги-
страции люминесценции АКНЧ.

ЭКСПЕРИМЕНТ

АКНЧ были синтезированы в соответствии со
процедурой, описанной в [39–42]. Водный рас-
твор Y(NO3)3, Er(NO3)3, и Yb(NO3)3 (c = 0.1, 0.002
и 0.02 моль/л, соответственно) был медленно до-
бавлен в водный раствор Na3VO4 (c = 0.1 моль/л)
при постоянном перемешивании при комнатной
температуре. В результате образовался белый оса-
док, указывающий на наличие наночастиц
YVO4:Yb,Er; после этого раствор был высушен до
состояния порошка. Коллоидный диоксид крем-
ния был приготовлен путем нагревания тетра-
этоксисилана, этанола и дистиллированной воды
при pH 1.25, T = 60°C в течение 1 ч. Затем наноча-
стицы были покрыты коллоидным диоксидом
кремния и диспергированным полимером
(PE6800) (молярное соотношение V : Si : PE6800 =
= 1 : 5 : 0.05). После высыхания получилась мезо-
пористая кремневая сетчатая структура, содержа-
щая наночастицы. Кальцинирование проводи-
лось при 500°C в течение 1 ч, а затем наночастицы
отжигались 10 мин при температуре 1000°C. По-
сле этого кремневая матрица была удалена с по-
мощью трехчасовой обработки в плавиковой кис-
лоте с молярным отношением HF : Si = 9 : 1.
Изображение АКНЧ на рис. 1а, полученное на
электронном микроскопе, показывает, что раз-
мер наночастиц лежит в диапазоне 10–700 нм. На

Рис. 1. Изображение наночастиц YVO4:Yb,Er, полученное на сканирующем электронном микроскопе (а). Апконвер-
сионная люминесценция наночастиц YVO4: Yb, Er, помещенных на дно ячейки с физиологическим раствором, при
облучении непрерывным лазером на длине волны 980 нм (б).

200 нм

а б
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рис. 1б видно, что облучение АКНЧ непрерыв-
ным лазером приводит к яркой люминесценции в
области 520–560 нм, которую видно невооружен-
ным глазом.

В эксперименте использовались виноградные
улитки весом 25 г (рис. 2). Перед началом экспе-
риментов животные не менее 2 недель находи-
лись в активном состоянии во влажной атмосфе-
ре при комнатной температуре (18–22°С) и из-
бытке пищи. Для экспериментов выбирались
здоровые на вид, подвижные животные. Инъек-
ции коллоидных растворов АКНЧ проводились
за сутки до проведения операций по извлечению
биологических тканей. Инъекции были выполне-
ны во внутреннюю полость животных через рай-
он синусного узла улитки (где отсутствуют боле-
вые рецепторы), для достижения максимальной
безболезненности. Коллоидный раствор АКНЧ
готовили в дистиллированной воде с дополни-
тельной процедурой диспергирования в водном
ультразвуковом диспергаторе на протяжении
10 мин непосредственно перед инъекцией живот-
ным. Животному № 1 ввели коллоидный раствор,
содержащий 0.4 мг АКНЧ в 0.2 мл H2O (дозировка
16 мг на 1 кг веса животного). Коллоидный рас-
твор для животного № 2 содержал 5 мг АКНЧ в
0.25 мл H2O (200 мг/кг). Животному № 3 в каче-
стве контроля ввели 0.2 мл H2O.

После проведения инъекций животные содер-
жались совместно в общем террариуме в одина-
ковых условиях. На протяжении суток от момента
инъекций до извлечения тканей и приготовления
препаратов проводились визуальные наблюдения
за поведением животных, которые не выявили ка-
ких-либо различий между контрольной особью и
животными, получившими инъекции АКНЧ.

Для исследования особенностей люминесцен-
ции АКНЧ в организмах животных были приго-
товлены изолированные препараты биологиче-
ских тканей – нервной системы, печени, кожи,
сердца. Перед препарированием улитки в целях
анестезии помещались в смесь воды со льдом на
15–20 мин. Препарат нервной системы представ-
лял собой изолированный подглоточный ком-
плекс ганглиев, куда входили плевральные, пари-
етальные, педальные и висцеральный ганглии.
Препарат кожи (размером 7 мм × 7 мм толщиной
около 2 мм) включал в себя верхний слой кожи и
более глубокие слои соединительной и мышеч-
ной тканей. Препарат сердца состоял из цельно-
го органа, образец печени был фрагментом цель-
ного органа длиной около 7 мм. Все ткани поме-
щались в физиологический раствор Helix lucorum
(солевой раствор) следующего состава: NaCl –
80 мM, KCl – 4 мM, CaCl2 – 7 мM, MgCl2 – 5 мM,
NaHCO3 – 5 мM (или Tris – 5 мM); pH –7.6–7.8.

Изолированные препараты тканей улитки по-
мещались на стол микроскопа MEIJI EMZ-5TR
(тринокуляр с фотонасадкой), куда излучение по-
лупроводникового лазера мощностью 50 мВт
подводилось по одномодовому оптоволокну. Пе-
ред объективом помещался абсорбционный све-
тофильтр, отсекающий накачку и пропускающий
свет сине-зеленого диапазона. Для регистрации
изображений использовалась зеркальная камера
Canon EOS 650D в режиме ручной фокусировки и
подбора экспозиции, матрица которой была за-
щищена интерференционным светофильтром от-
секающим ИК излучение. Типичный набор пара-
метров экспозиции использованных при реги-
страции изображений был следующим – ISO
1600, f/4, 20 с. Для подавления засветок лаборато-
рия затемнялась.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В работе [43] нами было показано, что синтези-

рованные наночастицы YVO4:Yb,Er сохраняют яр-
кую люминесценцию в водном коллоидном рас-
творе. На рис. 1б показана люминесценция (яркий
зеленый свет) АКНЧ, помещенных в ячейку с фи-
зиологическим раствором, в которых готовятся
препараты животных. Нами не было выявлено из-
менение яркости люминесценции АКНЧ в тече-
ние нескольких суток, что указывает на факт их
низкой чувствительности к тушителям люминес-
ценции в водных растворах.

Важно также отметить, что проникновение и
накопление наночастиц в различных биологиче-
ских тканях зависит от их размеров и формы
[44‒47]. В связи с этим мы использовали АКНЧ,
размер которых варьируется в широком диапазо-
не 10–700 нм, с целью задействовать все возмож-
ные зависящие от размеров сценарии их распре-
деления в тканях животных.

Визуальное наблюдение за животными в тече-
ние суток после инъекции наночастиц не выяви-
ло различий в их поведении. Данный факт явля-
ется важным для данного эксперимента, так как

Рис. 2. Фотография используемой в экспериментах
виноградной улитки Helix lucorum.

Шушкова
Вычеркивание
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прямо указывает на низкую токсичность создан-
ных нами АКНЧ, что открывает перспективы для
их применения в качестве люминесцентных био-
зондов, в том числе в живых системах.

Эксперименты с препаратами тканей живот-
ного № 1 показали отсутствие сигнала в области
520–560 нм, обусловленного люминесценцией
АКНЧ при излучательных переходах с уровней
2H11/2 и 4S3/2 на основной уровень 4I15/2 иона Er3+.
На рис. 3а показана фотография препарата печени,
сделанная с подсветкой. Люминесценция АКНЧ во
время сканировании поверхности препарата опто-
волокном, по которому подводилось излучение не-
прерывного лазера с длиной волны 980 нм, не за-
детектирована.

Чтобы убедиться в возможности регистрации
люминесценции АКНЧ, находящихся в тканях
животного, была сделана дополнительная инъек-
ция коллоидного раствора, состоящего из 0.4 мг
АКНЧ и 0.2 мл H2O, непосредственно в препарат
печени животного № 1. Результаты исследования
образца после инъекции показаны на рис. 3б, где
видна очень яркая зеленая люминесценция тка-
ней при накачке на длине волны 980 нм. Отме-
тим, что этот люминесцентный сигнал наблюдал-
ся во время эксперимента невооруженным гла-
зом. На рис. 3б так же хорошо видны блики на
оптоволокне, по которому подводилось лазерная
накачка.

Доза инъекции, сделанной животному № 2, на
порядок превышала дозу для животного № 1.
Эксперименты показали либо полное отсутствие

сигнала люминесценции АКНЧ (как в препара-
тах животного № 1), либо слабый сигнал, слегка
превышающий уровень шума. Именно такой сиг-
нал показан на рис. 4, где приведена фотография
подсвеченных тканей нервной системы улитки
(а) и люминесцирующий образец (б). Для точного
позиционирования оптоволокна, на его конец,
выводящий лазерное излучение, были помещены
АКНЧ, люминесценция которых отчетливо вид-
на на рис. 4б. Овалом обведена область, где на-
блюдался слабый сигнал люминесценции, воз-
можно от одиночных АКНЧ, находящихся в тка-
нях препарата.

Отсутствие сигнала в препаратах животного № 1
и наличие слабого сигнала в препаратах животно-
го № 2 указывают на то, что, по всей видимости,
АКНЧ были успешно выведены животными за
сутки. Детальная информация о скорости их вы-
ведения из живых организмов требует дополни-
тельных исследований, однако полученные дан-
ные позволяют сделать предварительное заклю-
чение о возможности безопасного применения
АКНЧЧ YVO4:Yb,Er в области биомедицины.

ВЫВОДЫ

Были синтезированы наночастицы YVO4:Yb,Er,
которые обладают эффективной апконверсией: в
водном коллоидном растворе этих наночастиц

Рис. 3. Фотография препарата печени животного № 1
(а). Интенсивная люминесценции АКНЧ, находя-
щихся в препарате печени животного № 1 после до-
полнительной прямой инъекции коллоидного рас-
твора (0.4 мг АКНЧ и 0.2 мл H2O). Лазерное излуче-
ние на длине волны 980 нм подавалось по
оптоволокну (б).

а б

Рис. 4. Фотография препарата нервной системы жи-
вотного № 2 (а). Слабая люминесценция АКНЧ, на-
ходящихся на выводящем конце оптоволокна и в тка-
нях препарата. Лазерное излучение на длине волны
980 нм подавалось по оптоволокну. Цвета инвертиро-
ваны (б).

Люминесценция АКНЧ
в препарате тканей

животного № 2

Люминесценция
АКНЧ на конце

оптоволокна

а б
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наблюдается яркая люминесценция в области
520–560 нм, вызванная излучательными перехо-
дами с уровней 2H11/2 и 4S3/2 на основной уровень
4I15/2 иона Er3+ при облучении непрерывным ди-
одным лазером на длине волны 980 нм. АКНЧ
вводились виноградным улиткам в виде инъек-
ций водных коллоидных растворов, что не приво-
дило к изменениям в поведении животных и мор-
фологии их внутренних органов в течении суток,
по сравнению с контрольными животными. От-
сутствие интенсивного сигнала люминесценции
АКНЧ в исследованных препаратах и его появле-
ние после дополнительной инъекции коллоидного
раствора АКНЧ в препарат печени может указы-
вать на то, что АКНЧ были выведены животными в
течение одних суток. Однако данный вопрос требу-
ет дополнительных исследований.

Таким образом, перечисленные факты позво-
ляют заключить, что синтезированные нами
АКНЧ YVO4:Yb,Er являются перспективными низ-
котоксичными высоколюминесцентными биона-
нозондами, пригодными для использования в ши-
рокой области биологических приложений.

Работы по синтезу АКНЧ были выполнены
при финансовой поддержке гранта Правитель-
ства РФ по постановлению № 220, договор
№ 14.W03.31.0028 с ведущей организацией КФТИ
ФИЦ КазНЦ РАН; спектроскопические исследо-
вания проводились в рамках работ по грантам
РФФИ (проекты №№ 19-02-00569 и 20-02-00545).
Работы с животными выполнялись в рамках вы-
полнения государственного задания.
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