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1. Введение

В настоящее время всё более пристальное внимание 
уделяется воздействию глобальных климатических изме-
нений на окружающую среду. Ожидается, что в ближай-
шем будущем это воздействие существенно возрастёт 
[1,2]. Результаты компьютерного моделирования пред-
сказывают повышение температуры на Земле к 2100 г. в 
среднем на 1.8 – 5 °С, что, в свою очередь, будет сопрово-
ждаться существенным увеличением колебаний темпера-
туры на местах [2]. 

Усиление негативного воздействия на окружающую 
среду способствует снижению стрессоустойчивости во-
дных организмов в связи с активацией у них физиологи-
ческих и биохимических защитных механизмов [3]. При 

этом возникает высокий риск того, что виды с широким 
диапазоном толерантности, являющиеся более стрессоу-
стойчивыми, могут вытеснить из привычной среды оби-
тания менее стрессоустойчивые виды. Изменение видово-
го состава водных экосистем приводит к нарушению эко-
логической стабильности, что может иметь непредсказуе-
мые последствия для водных ресурсов [4, 5]. 

При адаптации к изменениям условий среды обита-
ния у большинства пресноводных организмов развива-
ются специфические защитные механизмы [6 – 8]. В экоси-
стемах древних пресноводных озер доминируют виды, 
которые узко адаптированы к специфическим условиям 
среды обитания и особенно остро реагируют на измене-
ния, связанные с глобальными потеплением и увеличени-
ем температуры окружающей среды. Данные виды осо-
бенно подвержены риску локального исчезновения или 
существенного снижения численности популяции. В этой 
связи для прогнозирования последствий климатических 
изменений и возможной дестабилизации пресноводных 
экосистем, а также для понимания принципов действия 
защитных механизмов, выработанных водными организ-
мами, требуются новые методы диагностики [9].

В последние годы всё более широкое применение в 
различных областях находят методы фотоники, являю-
щейся на сегодняшний день одной из наиболее интерес-
ных и стремительно развивающихся областей высоких 
технологий [10]. Это направление науки обеспечивает 
создание новейших способов неинвазивной диагностики 
за счет получения неизвестной ранее информации о 
структуре исследуемой среды на макро- и микроуровнях. 
Биофотоника открывает уникальные возможности для 
создания принципиально новых неинвазивных методов 
диагностики живых систем применительно к широкому 
классу биомедицинских исследований. Преимущества 
биофотоники и различные примеры использования опти-
ческих/лазерных методов для диагностики живых систем 
обобщены и представлены, например, в работах [11, 12]. 
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В настоящей работе на примере метода люминесцент-
ной спектроскопии с использованием антистоксовых лю-
минофоров в качестве оптических сенсоров продемон-
стрирована принципиальная возможность применения 
методов фотоники для экологического мониторинга.

2. Материалы и методы

Принципы и основы люминесцентной спектроскопии 
хорошо известны и подробно описаны различными авто-
рами [13]. Для наблюдения сигнала фотолюминесценции 
от антистоксовых люминофоров, помещенных в биоло-
гическую ткань, нами создана экспериментальная уста-
новка, схема которой представлена на рис.1.

Люминесценция частиц возбуждалась полупроводни-
ковым лазером ITC 4005 (Thorlabs, США) на длине вол-
ны lex = 975 нм при максимальной мощности накачки 
200 мВт. Спектры люминесценции измерялись на рассто-
янии 25 мм от поверхности исследуемого биологического 
образца посредством волоконно-оптического датчика, ос
нащенного коллиматором и светофильтром FB600-10 – Æ1'' 
Bandpass Filter (Thorlabs, США), отсекающим излучение 
на длине волны lex. Сигналы фотолюминесценции реги-
стрировались спектрометром CCS200 (Thorlabs, США). 
Время накопления детектируемого сигнала составляло 
200 мс. 

Исследования проводились на четырех взрослых осо-
бях декапод Caridina multidentata (креветка Амано) in 
vivo. Водный раствор ап-конверсионных частиц (5 мкл, с 
концентрацией 0.7 мкг/мкл) непосредственно перед про-
ведением эксперимента инъецировался внутрь брюшной 
области (в переднюю часть) декаподы, заполненную кро-
вью (гемолимфой), циркуляцию которой по всему орга-
низму обеспечивает сердце. Для проведения эксперимен-
тов декаподу помещали в кювету с водой. Температура 
воды t в кювете варьировалась от 21 °С до 30 °С с шагом 
1 °С при помощи элемента Пельтье, оснащенного датчи-
ком регулирования температуры. Во всех экспериментах 
использовались антистоксовы люминофоры – ап-конвер
сионные частицы Y2O3 : Yb, Er PT660-UF (Phosphor 
Technology, Великобритания), – средний размер которых 
составляет 1.6 мкм (рис.2). Для предотвращения агрега-
ции частиц водный раствор ап-конверсионных частиц не-
посредственно перед их инъецией обрабатывался ультра-
звуком.

Принципиальная схема возбуждения фотолюминес-
ценции предоставлена на рис.3,а. Ионы Yb3+ (ионы доно-

ра) обладают высоким эффективным сечением поглоще-
ния в инфракрасном диапазоне длин волн. Ион Er3+ (ион 
акцептора) плохо поглощает возбуждающее излучение, 
но обладает большим количеством электронных состоя-
ний, в которых ионы могут находиться довольно дли-
тельное время. В связи с тем, что энергетическое состоя-
ние иона акцептора характеризуется длительным време-
нем жизни метастабильных состояний, ион донора может 
безызлучательно передать акцептору энергию сразу не-
скольких поглощенных фотонов. В результате происхо-
дит увеличение энергии донора, обуславливающее умень-
шение длины волны фотолюминесценции [14, 15]. При об-
лучении ион-донор поглощает фотон, в результате чего 
происходит переход в возбужденное состояние 2F5/2 
(рис.3,а). Далее электрон релаксирует в основное состоя-
ние 2F7/2, безызлучательно передавая энергию ближайше-
му иону акцептора, который при этом переходит в состо-
яние 4I11/2. 

Затем при передаче энергии от Yb3+ и Er3+ происходит 
переход акцептора на уровень 4F7/2 с последующей безыз-
лучательной релаксацией на уровни 4S3/2 и 2H11/2. И, нако-
нец, при переходе в основное состояние возникает люми-
несценция в зеленой части спектра (рис.3,а). В случае пе-
рехода Er3+ из состояния 4F9/2 в основное состояние воз-
никает люминесценция в красной области спектра [14, 15]. Рис.1.  Схема экспериментальной установки. 

Рис.2.  Микрофотография антистоксовых люминофоров Y2O3 : Yb, Er, 
полученная методом сканирующей электронной микроскопии (а), 
и гистограмма распределения частиц по размерам по результатам 
обработки изображений 1500 частиц (б).
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В красной области обычно выделяются не все полосы лю-
минесценции, а только переход для длины волны с макси-
мальной интенсивностью; тонкая структура зеленой об-
ласти тоже дается иллюстративно.

В случае, если последующий акт передачи энергии или 
поглощение ионом акцептора из возбужденного состоя-
ния происходит за время, меньшее времени жизни состо-
яния 4I11/2 иона Еr3+, то акцептор переходит в состояние 
4F7/2, откуда безызлучательно релаксирует в состояние 
4S3/2, а затем переходит в основное состояние, испустив 
при этом квант света в зеленой части спектра. Если же 
время жизни метастабильного уровня 4I11/2 меньше време-
ни, требуемого для вторичной передачи энергии, то ион 
Еr3+ переходит в более долгоживущее состояние 4I13/2. В 
этом случае последующая передача энергии от донора пе-
реведет акцептор в состояние 2F9/2, откуда он релаксиру-
ет в основное состояние с излучением в красной области 
спектра.

Таким образом, излучение ап-конверсионных частиц 
(рис.3,б) в зеленой области спектра состоит из пяти полос 
люминесценции: 520 – 540 нм для уровня 2H11/2 (с макси-

мумами на длинах волн 523 и 537 нм) и 540 – 570 нм для 
уровня 4S3/2 (с максимумами на 547, 551 и 562 нм). В то же 
время излучение ап-конверсионных частиц в красной об-
ласти спектра состоит из пяти полос люминесценции (с 
максимумами на 653, 658, 661, 676 и 684 нм).

Для количественного анализа изменения температу-
ры в настоящей работе используются значения интенсив-
ностей люминесценции ап-конверсионных частиц на дли-
нах волн l1 = 676 нм и l2 = 684 нм. Выбор отношения ин-
тенсивностей на данных длинах волн обусловлен наи-
большей чувствительностью к изменению температуры 
окружающей среды, поскольку в данном случае сохраня-
ется тепловое равновесие населенности близко располо-
женных возбужденных уровней, которое описывается 
распределением Больцмана [16]:

I1(l1)/I2(l2) = Cexp(–DE/kT ),	 (1)

где I1(l1)/I2(l2) – отношение пиков интенсивности спектра 
люминесценции на длинах волн l1 и l2; C = const – норми-
ровочный множитель, определяемый степенью вырожде-
ния населенности энергетических уровней, скоростью 
спонтанного излучения и энергией излучаемого фотона; 
DE – величина энергетической щели между двумя возбуж-
денными уровнями; k – постоянная Больцмана; T – абсо-
лютная температура. Относительное изменение темпера-
туры определяется из соотношения характерных пиков 
интенсивностей спектра люминесценции ап-конверси
онных частиц как

ln[I1(l1)/I2(l2)] = lnC – DE/kT.	 (2)

3. Результаты и обсуждение

На рис.4 представлены изображения декапод C. multi
dentata до и после инъекции ап-конверсионных частиц. 
Видно, что при облучении декапод лазерным излучением 
на длине волны 975 нм сигнал люминесценции ап-кон
версионных частиц оказывается настолько сильным, что 
отчётливо виден невооруженным глазом и не требует, в 
отличие от методов лазерной конфокальной флуорес-
центной микроскопии [17, 18], специальных условий про-
ведения эксперимента.

Рис.3.  Схематическое изображение энергетических уровней в си-
стеме ионов Yb3+ и Er3+ (а) и спектры люминесценции ап-конвер
сионных частиц (lex = 975 нм) для температур: t = 25 °С (1), 35 °С (2), 
45 °С (3) и 55 °С (4) (б). 

Рис.4.  Изображение декапод C. multidentata, облучаемых лазером 
на длине волны 975 нм, до (а) и после (б) инъекции люминесцент-
ных частиц. Цветное изображение см. на сайте нашего журнала 
(http://www.quantum-electron.ru).
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Используя данные, представленные на рис.5, и урав-
нение (2), можно определить энергетическую щель между 
двумя возбужденными уровнями DE. В нашем случае DE 
= 2.6 ́  10–18 Дж (16.23 эВ) для частиц в водной среде и 
4.99 ́  10–18 Дж (31.19 эВ) для биообъекта. Наблюдаемое 
различие спектров люминесценции ап-конверсионных 
частиц в зависимости от температуры обусловлено соста-
вом исследуемых сред – деионизованной воды и гемолим-
фы декапод, содержащей широкий спектр ионов (в пер-
вую очередь, Na+ и Cl–), ряд белков (главным образом, 
дыхательный пигмент гемоцианин) и клеточные компо-
ненты.

Таким образом, показано, что градиент температуры 
внутри водных организмов in vivo может быть определен 
посредством использования ап-конверсионных частиц, 
инъецированных в биологический объект. Поскольку 
температура является одним из определяющих параме-
тров для пойкилотермных видов, измерение температуры 
внутренних тканей водных организмов позволяет в зна-
чительной степени характеризовать состояние биологи-
ческого объекта в реальном времени. Разница между тем-
пературой внутренних тканей организма и температурой 
окружения является показателем метаболической актив-
ности отдельных органов и двигательной активности ор-
ганизма в целом.

Следует отметить, что данный метод имеет ряд суще-
ственных преимуществ в сравнении с альтернативными 
оптическими методами оценки стрессовых состояний во-
дных организмов [9, 17, 18]. В частности, использование 
ап-конверсионных частиц, как уже было отмечено, не 
требует наличия специальных условий проведения экспе-
риментов в отличие от методов лазерной конфокальной 
флуоресцентной микроскопии [17, 18]. Специфичность 
положения линии лазерного зондирования в ИК области 
спектра и максимумов интенсивности спектров люминес-
ценции детектируемого сигнала позволяет исключить на-
личие фонового сигнала биоткани в отличие от методов 
оптической спектроскопии [9], где фоновое излучение яв-
ляется паразитным [19]. Кроме того, несмотря на то, что 
люминофоры имеют сравнимую с квантовыми точками 
высокую фотохимическую стабильность, они существен-

но менее токсичны [20 – 22] и обладают стабильной узко-
полосной эмиссией при возбуждении в ближнем ИК диа-
пазоне [23]. В сравнении с микросферами и микрооболоч-
ками, содержащими флуоресцентные красители [17, 18] 
или квантовые точки [23], люминофоры позволяют на-
блюдать сигнал в отсутствие автофлуоресценции биотка-
ни, что значительно увеличивает отношение сигнал/шум 
на практике. В экспериментах, представленных в настоя-
щей работе, отношение сигнал/шум составляло 13.4 (l = 
561 нм, 25 °С) и 287 (l = 658 нм, 25 °С) для контрольного 
образца (водной суспензии частиц) и 11.6 (l = 561  нм, 
25 °С) и 260 (l = 658 нм, 25 °С) для частиц, инъецирован-
ных в биологический объект. Время жизни люминесцен-
ции органических флуорофоров находится в наносекунд-
ном диапазоне, тогда как время жизни люминесценции 
использованных нами частиц порядка микросекунд [26]. 
Таким образом, разница во времени жизни люминесцен-
ции позволяет отсекать сигнал паразитной фоновой лю-
минесценции не только в спектральном диапазоне, но и 
по времени, что еще более увеличивает отношение сиг-
нал/шум.

4. Заключение

Таким образом, методами экофотоники исследована 
возможность использования люминесцентной спектро-
скопии в сочетании с использованием ап-конверсионных 
частиц для мониторинга состояния водных организмов с 
целью изучения и прогнозирования последствий негатив-
ных воздействий деятельности человека и климатических 
изменений. Показана принципиальная возможность не-
инвазивного измерения температуры внутри декапод in 
vivo при помощи термочувствительных люминесцентных 
ап-конверсионных частиц Y2O3 : Yb, Er, инъецированных 
в биологический объект (Caridina multidentata). Отмечен 
линейный характер температурной зависимости лога-
рифма отношения пиков интенсивностей спектра люми-
несценции ап-конверсионных частиц. Это позволяет ис-
пользовать предложенный метод для количественной 
оценки метаболической и двигательной активности во-
дных организмов и, в целом, открывает перспективы для 
развития методов люминесцентной спектроскопии в со-
четании с ап-конверсионными частицами в экологиче-
ских приложениях.

Дальнейшее развитие представленной в настоящей 
работе методики, по аналогии с работами [24, 25], пред-
полагает тестирование люминесцентных ап-конверси
онных частиц в качестве относительно недорогого сенсо-
ра для неинвазивной экспресс-оценки таких параметров, 
как содержание кислорода, углекислого газа, значения 
pH и наличия определенных бактерий и/или токсичных 
биохимических соединений. Предполагается, что новое 
направление – экофотоника – объединит различные от-
расли экологии, экофизиологии, фотоники, биологии, 
физиологии и биохимии и будет способствовать разви-
тию наиболее перспективных исследований для монито-
ринга состояния водных организмов, изменения которо-
го могут быть связаны с негативными последствиями 
климатических изменений, усиленными деятельностью 
человека.

Работа выполнена частично при финансовой под-
держке Академии Финляндии (проект №288164, под-
держка Е.В. и И.Я., проекты №№260321, 290596, под-
держка А.П. и А.Б.), а также при поддержке Правитель

Рис.5.  Температурная зависимость среднего значения отношения 
интенсивности флуоресценции ап-конверсионных частиц при из-
менении температуры окружающей среды в диапазоне 25 °С – 30 °С 
с шагом 1 °С на длинах волн 676 и 684 нм для частиц, введенных в 
биологический объект (1, левая шкала), и частиц в водной среде (2, 
правая шкала). Точки – экспериментальные значения, прямые ли-
нии – аппроксимация.
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