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Рассмотрены особенности влияния наночастиц серебра и золо-
та на флуоресцентные свойства флуорофоров и эффективность 
резонансного переноса энергии в системе донор – акцептор 
вблизи поверхности наночастиц. Использование металлических 
наночастиц в оптосенсорике основано на специфических эффек-
тах воздействия локальных поверхностных плазмонов на дина-
мику переноса энергии и открывает перспективу значительного 
повышения чувствительности и избирательности аналитических 
определений. Представлены флуориметрические методики 
определения биологически активных веществ с использовани-
ем эффектов тушения / усиления флуоресценции в присутствии 
металлических наночастиц в анализе лекарственных препаратов, 
пищевых продуктов, биологических жидкостей. 
Ключевые слова: резонансный перенос энергии (FRET), су-
пер-тушение флуоресценции (NSET), металл-усиленная флуо-
ресценция (MEF), наночастицы серебра и золота.

Effect of Surface Plasmon Resonance in the Fluorometric 

Properties of Molecules and Complexes 

T. D. Smirnova, E. A. Zhelobitskaya, T. G. Danilina

The optical properties of noble metal nanoparticles feature the pres-
ence of a pronounced resonance band in the visible light spectrum, 
called the surface plasmon resonance band. The influence of local 
surface plasmons on the dynamics of singlet–triplet energy transfer 
in the donor–acceptor pair is the subject of recent active studies by 
analysts in connection with the prospective using of nanoparticles 
in optosensorics and the opportunity of significant improvements of 
the metrological characteristics of analytical techniques. As a result 
of the action of an electromagnetic wave on the metallic surface of 
a nanoparticle, a local electric field appears which contributes to an 
increased rate of the fluorescence attenuation of the particle near 
the surface and to a changed intensity of the exciting radiation. The 
phenomenon of two different mechanisms of the plasmon resonance 
action on the fluorescent properties of a fluorophore molecule is of 
undoubted interest to the analytical sensor designers. Within the frame-
work of a brief review paper, we examine the original techniques for 
fluorimetric analysis of biologically active fluorophores and toxic metal 
ions by using silver and gold nanoparticles based on the processes 
of transfer and energy exchange of electronic excitation. Peculiarities 
of the modification of the fluorescent properties of fluorophores due 
to the surface plasmon resonance effect, the enhanced fluorescent 
properties and fluorescence quenching, and the increased efficiency 
of intramolecular energy transfer in REE complexes are revealed. Our 
literature data analysis has shown that some specific effects of the 
action of local surface plasmons on the energy transfer dynamics 
of electronic excitation open the prospect of a significant increase 
in the sensitivity and selectivity of analytical techniques. The use of 

noble metal nanoparticles in optosensorics would allow to expand the 
range of detectable biologically active substances and to diversify the 
nomenclature of analyzed objects.
Key words: Fluorescence Resonance Energy Transfer, Förster 
resonance energy transfer (FRET), Nanometal Surface Energy Trans-
fer (NSET), Metal-Enhanced Fluorescence (MEF), silver and gold 
nanoparticles.
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Введение

Оптические свойства наночастиц благород-
ных металлов отличаются наличием в области 
видимого света ярко выраженной резонансной 
полосы, называемой полосой поверхностного 
плазмонного резонанса (ППР). Ее происхож-
дение связано с образованием под действием 
света поверхностных плазмонов – коллективных 
колебаний электронов проводимости металла 
вблизи границы раздела металл/диэлектрик. ППР 
способствует проявлению нелинейных оптиче-
ских эффектов, связанных с увеличением эффек-
тивности поглощения света, люминесценции и 
комбинационного рассеяния молекул вблизи 
наночастиц. В последнее десятилетие активно 
изучаются взаимодействия плазмонных волн с 
молекулярными структурами на поверхности 
наночастиц металлов. В случае резонансного, 
более эффективного, фотовозбуждения проис-
ходит одновременное поглощение энергии как 
флуорофором, так и наночастицей. При нере-
зонансном возбуждении полученная молекулой 
энергия передается наночастице металла, которая 
впоследствии может флуоресцировать. 

Влияние локальных поверхностных плаз-
монов на динамику синглет-триплетного пере-
носа энергии в донорно-акцепторной паре яв-
ляется предметом изучения аналитиков в связи 
с перспективой использования наночастиц в 
оптосенсорике, значительного повышения чув-
ствительности и избирательности аналитических 
определений. 

Процесс переноса резонансной энергии 
(FRET) между электронно-возбужденной мо-
лекулой донора и невозбужденной молекулой 
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акцептора в результате диполь-дипольных вза-
имодействий заключается в тушении флуорес-
ценции донора (D*) и одновременном переходе 
в возбужденное состояние акцептора (А). Если 
акцептор способен к флуоресценции, то реги-
стрируют его сенсибилизированную эмиссию. 
Известно, что FRET зависит:

‒ от степени перекрывания спектров излуче-
ния донора и поглощения акцептора молекулы; 

‒ квантового выхода донора; 
‒ относительной ориентации диполей уча-

ствующих партнеров; 
‒ расстояния между донором и акцептором 

[1].
Процесс резонансной передачи энергии 

реализуется в основном для диполь-дипольных 
взаимодействий с большим радиусом действия. 
Константа скорости переноса энергии определя-
ется выражением:

,

где τD
0 и τD – времена затухания флуоресценции 

донора в отсутствие и в присутствии акцептора; 
r – расстояние между донором и акцептором; R0 – 
характеристическое расстояние, так называемый 
фёрстеровский радиус, при котором эффектив-
ность переноса составляет 50%. 

Зависимость скорости переноса энергии 
от расстояния позволяет использовать FRET в 
биохимических исследованиях, так как величина 
фёрстеровского радиуса находится в пределах 
20–50 Å, что сопоставимо с размером большин-
ства белков и толщиной биологических мембран. 
Любые процессы в молекуле, которые оказывают 
влияние на расстояние донор–акцептор, влияют и 
на скорость переноса энергии, позволяя количе-
ственно характеризовать и оценивать изменения 
в расстоянии в системе «донор–акцептор». Про-
цесс переноса энергии, связанный с тушением 
флуоресценции донора, может быть основан на 
различных молекулярных взаимодействиях и 
механизмах. В зависимости от природы тушения 
различают статический либо диффузионный 
механизм. Динамическое тушение в результате 
диффузионных столкновений флуорофора, нахо-
дящегося в возбужденном состоянии, и гасителя 
описывается уравнением Штерна–Фольмера [2].

В результате воздействия электромагнитной 
волны на металлическую поверхность наноча-
стицы возникает локальное электрическое поле, 
способствующее увеличению скорости затухания 
флуоресценции частицы, находящейся вблизи 
поверхности (особенно в случае коротких рас-
стояний наночастицы и флуорофора), изменению 

интенсивности возбуждающего излучения. Фе-
номен двух различных механизмов воздействия 
плазмонного резонанса на флуоресцентные 
свойства молекулы флуорофора вызывает несо-
мненный интерес разработчиков аналитических 
датчиков. 

Использование в наносенсорах, основанных 
на процессах FRET, металлических нанострук-
тур позволяет модифицировать спектральные 
свойства флуорофоров, значительно понизить 
предел обнаружения и повысить избирательность 
аналитических определений.

В рамках краткой обзорной статьи нами 
рассмотрены варианты применения серебряных 
и золотых наночастиц в химических и биохими-
ческих сенсорах, основанных на использовании 
процессов переноса и обмена энергией электрон-
ного возбуждения в молекулах и комплексах. 

Эффект тушения флуоресценции 
Наночастицы металлов являются эффектив-

ными тушителями флуоресценции флуорофоров 
благодаря высоким значениям коэффициентов 
молярной экстинкции в видимой области. В 
случае совпадения энергии возбуждения по-
верхностного плазмона с энергией перехода мо-
лекулы из возбужденного состояния в основное 
возможна передача возбуждения на наночастицы 
металла с ее последующей флуоресценцией.

Процессы тушения отличаются высокой 
эффективностью, связанной с взаимодействием 
электронных уровней частицы металла с мо-
лекулой адсорбата. Влияние локального элек-
трического поля на флуорофор проявляется в 
сокращении времени жизни его возбужденного 
состояния, способствует возрастанию фотоста-
бильности флуоресцирующей молекулы. 

Экспериментально установлено, что в 
процессах FRET c участием металлических 
наночастиц скорость переноса энергии возбуж-
дения обратно пропорциональна расстоянию 
донор–акцептор Rn, где n, в отличие от механизма 
Ферстера (где n=6), принимает значения от 3 до 4. 
Кроме того, отмечено превышение на несколько 
порядков по сравнению с обычными фотохими-
ческими процессами значений констант туше-
ния Штерна–Фольмера [3]. Аномально высокая 
эффективность переноса энергии возбуждения в 
присутствии наночастиц металлов позволила от-
метить процесс как «супер–тушение» (nanometal 
surface energy transfer, NSET). 

Работы по применению золотых и серебря-
ных наночастиц в качестве флуоресцирующих 
зондов свидетельствуют, что эффект NSET в 
аналитических определениях используется как 

Т. Д. Смирнова и др. Влияние поверхностного плазмонного резонанса 
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в растворах, так и на поверхности различных 
матриц. Наночастицы серебра находят примене-
ние для ковалентного закрепления индикаторных 
красителей на поверхности кварцевого стекла с 
целью получения флуоресцентного датчика для 
определения рутина [4]. 

Метод определения метимазола в образцах 
плазмы основан на процессах десорбции акриди-
на оранжевого с поверхности наночастиц серебра 
и более эффективной сорбции метимазола. В 
присутствии наночастиц серебра интенсив-
ность флуоресценции органического красителя 
значительно уменьшается. Введение в систему 
добавок антитиреоидного препарата сопрово-
ждается возрастанием интенсивности эмиссии 
системы в диапазоне концентраций метимазола 
8∙10-9 – 3.75∙10-7 М, предел обнаружения состав-
ляет 5.5∙10-9М [5].

Особую роль в аналитических определениях 
выполняют стабилизаторы коллоидных рас-
творов металлов. Для определения активности 
глутатионредуктазы используются наночастицы 
серебра, стабилизированные ДНК. Способ от-
личается высокой селективностью и чувстви-
тельностью. Активность фермента может быть 
установлена в диапазоне 0.2 – 2.0 мЕд/мл. При-
сутствие пепсина, лизоцима, трипсина, авидина, 
тромбина и миоглобина оказывает незначитель-
ное влияние на интенсивность флуоресценции 
аналитической системы [6].

На основании NSET предложен новый 
диагностический подход в онкологии, основан-
ный на прямом обнаружении метилированных 
последовательностей ДНК без использования 
химических и ферментативных методов лече-
ния [7]. 

Модификация поверхности наночастиц 
серебра L-Тиразином способствует комплексо-
образованию ионов Со (II) и Cu (II) по амино- и 
карбоксильным группам аминокислоты, которое 
сопровождается тушением флуоресценции и 
используется для определения их содержания в 
растворах [8].

Конкурирующая сорбционная способность 
тиолов и хинолонов на поверхности наночастиц 
золота находит применение во флуориметриче-
ском определении сернистых аналогов спиртов 
с пределом обнаружения 4.7∙10-8 М [9]. Извест-
ны методики определения гексахлорида фек-
софенадина в лекарственных препаратах [10], 
производных Судана I–IV в ходе медицинских 
исследований [11]. 

Тушение люминесценции хлорофилла в 
присутствии различных концентраций наноча-
стиц серебра предлагают использовать в каче-

стве оценки экологического стресса растений, 
аналитического инструмента экологического 
мониторинга [12]. 

Разработан датчик для определения со-
держания каптоприла с пределом обнаружения 
0.16∙10-6М. Чувствительный слой, содержащий 
наночастицы серебра, используется для более 
10-ти определений [13]. 

Преимущества флуориметрических дат-
чиков на основе NSET заключаются в низком 
уровне фона, высокой чувствительности, воз-
можности визуализации [14, 15].

Усиление флуоресценции
Эффект усиления флуоресценции молекул, 

находящихся вблизи поверхности наночастиц 
металлов (Metal-Enhanced Fluorescence, MEF), 
наблюдается при совпадении длины волны ППР 
с длиной волны возбуждения флуорофора [16]. 
Физическая сущность такого процесса основана 
на безызлучательном диполь-дипольном пере-
носе электромагнитной энергии между наноча-
стицей и невозбужденными и возбужденными 
состояниями близко расположенной молекулы. 
Золотые и серебряные наночастицы являются 
наиболее распространенными материалами для 
MEF. Наночастицы золота чаще используются в 
качестве тушителей, однако увеличивают флу-
оресценцию молекул с большей длиной волны 
флуоресценции [17]. Эффект MEF зависит от 
размера, формы наночастиц, расстояния между 
донором и акцептором, интеграла перекрывания 
спектров плазмонного резонанса и поглощения 
флуорофора. Экспериментально доказано, что 
слишком короткое расстояние между флуоро-
фором и наночастицей (0–5 нм) приводит к 
тушению флуоресценции [18].

В настоящее время металл-усиливающая 
флуоресценция интенсивно изучается и есть 
немногочисленные примеры ее использования в 
анализе биологически активных веществ. Наи-
более часто в качестве наночастиц используется 
коллоидный раствор серебра с размером сфери-
ческих частиц 20–70 нм, стабилизированный 
цитратом натрия [19–25]. 

Предложен флуориметрический метод 
определения  содержания  тетрациклина  в 
молоке, основанный на увеличении флуорес-
ценции в присутствии наночастиц серебра 
[26]. На поверхности наночастиц сорбируется 
комплекс Eu3+ c тетрациклином. Воздействие 
на хелат локального поля поверхностного 
плазмонного резонанса способствует возрас-
танию интенсивности сенсибилизированной 
флуоресценции в 4 раза. Диапазон определя-
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емых концентраций антибиотика составляет 
10 нМ – 10 мкМ, предел обнаружения 4 нМ.

Усиление эффекта ко-люминесценции в 
системе комплексов Tb3+ и Y3+ с дофамином в 
присутствии наночастиц серебра используется 
для определения содержания 2.0 – 100 нM гормо-
на с пределом обнаружения 0.57 нM в образцах 
сыворотки [27].

Возрастание интенсивности флуоресценции 
кверцетина до 5 раз на поверхности наночастиц 
серебра, модифицированных нуклеиновыми 
кислотами, находит применение в анализе спер-
мы рыбы. Определение ДНК характеризуется 
пределом обнаружения 1 нг/мл [28]. 

Модификация поверхности наночастиц се-
ребра β-циклодекстрином позволяет увеличить 
интенсивность собственной флуоресценции 
тетрациклинов от 3 до 5 раз и понизить пределы 
обнаружения до 0.19 мкг/л. Методика апробиро-
вана в анализе лекарственных препаратов [29].

Наночастицы серебра типа ядро–оболочка 
использованы для определения ионов Hg2+ и Ag+ 

в растворе. Показано, что на чувствительность 
методики влияет толщина стабилизирующей 
оболочки [30]. 

Метод рассеяния второго порядка и флу-
оресценции позволяет провести определение 
некоторых хинолонов в присутствии наночастиц 
серебра и ионов Tb3+. Усиление флуоресценции 
образующихся комплексов понижает предел 
обнаружения до 4.7∙10-11 М и используется в 
анализе лекарственных препаратов [31]. 

Модификация поверхности наночастиц 
серебра нуклеиновыми кислотами способствует 
росту интенсивности флуоресценции комплек-
са Al3+ с реагентом компфернол. В результате 
гидрофобных и электростатических взаимодей-
ствий с участием фрагментов молекул ДНК воз-
можно сближение компонентов реакции, повыше-
ние эффективности переноса энергии, что находит 
применение во флуориметрическом определении 
нуклеиновых кислот в сперме рыб [32].

Предложен нанокомпозит на основе мезо-
пористого диоксида кремния (HMS), наночастиц 
серебра и родамина R в качестве хемосенсора 
для определения ионов Hg2+ в водных раство-
рах. Сопоставление химико-аналитических 
свойств нанокомпозитов на основе серебряных 
или золотых наночастиц позволило установить, 
что максимальное увеличение флуоресценции в 
присутствии солей ртути наблюдается в системе 
Ag – HMS – родамин R [33].

Наночастицы серебра используются в 
качестве индифферентного носителя для им-

мобилизации индикаторных красителей, пару 
донор –акцептор, участвующих в FRET. Определе-
ние рутина основано на тушении флуоресценции 
датчика, содержащего 3-амино-9-этилкарбазол. 
При этом наночастицы серебра не участвуют в 
переносе энергии возбуждения. Способ позволяет 
определить рутин в диапазоне 2.0 ∙10−6 – 1.5 ∙10−4 М
с пределом обнаружения 8.0 ∙ 10-7 М [4].

Наночастицы серебра выполняют роль 
индифферентной матрицы в аптамере для опре-
деления содержания тромбоцитов, основанном 
на FRET процессах между флуорофорами Alexa 
Fluor 488 (Alexa), Cyanine3 (Су3) и гасителем 
флуоресценции Black hole quencher-2 (BHQ-2), 
сорбированных на поверхности наночастиц се-
ребра. С помощью описанной системы возможно 
определение тромбоцитов от 3.1 до 200 нг/мл, 
предел обнаружения 0.4 нг / мл [34].

Наночастицы золота могут выступать в 
качестве эффективного акцептора, например в 
реакции взаимодействия люминола и пероксида 
водорода, катализируемой пероксидазой хрена. 
Метод, основанный на измерении тушения лю-
минесценции люминола в результате иммунного 
взаимодействия антиген–антитело, успешно 
применен для определения альфа-протеина в сы-
воротке крови больных раком [35]. Такой подход 
использован при определении других антител и 
биологически активных веществ [36].

Эффективность FRET между донорными и 
акцепторными фрагментами двойной спирали 
ДНК возрастает при использовании наночастиц 
Ag в результате уменьшения расстояния между 
ними. При этом наблюдается рост флуоресцен-
ции акцептора и тушение донора в результате 
реализации возможности управления эффек-
тивностью и информативностью метода FRET в 
области биомедицины и биоанализа [37].

Опубликованы два обзора [3, 38], посвящен-
ных анализу работ по использованию золотых 
и серебряных наночастиц в одном из наиболее 
чувствительных аналитических инструментов 
флуоресцентной спектроскопии биоанализа на 
основе резонансного переноса энергии (NSET). 
Интенсивность сенсибилизированной флуорес-
ценции используется в качестве спектроскопи-
ческой линейки для измерения внутри- и меж-
молекулярных расстояний взаимодействующих 
компонентов. Особый интерес представляют 
зависимости эффективности передачи энергии, 
тушения наночастиц металлов от концентрации 
аналитов, возможность применения в зондиро-
вании и проектировании высокочувствительных 
химических и биологических сенсоров. 
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Заключение

В публикациях последних лет показан высо-
кий потенциал применения серебряных и золо-
тых наночастиц в качестве флуоресцентных ме-
ток, связанный с повышением до двух порядков 
чувствительности аналитических определений и 
возможностью расширения круга анализируемых 
объектов. 

Золотые наночастицы чаще используются 
в качестве эффективного гасителя флуоресцен-
ции, однако усиливают эмиссию флуорофора с 
длинноволновой флуоресценцией. Наночастицы 
серебра с более широким диапазоном длин волн 
поверхностного плазмонного резонанса чаще ис-
пользуются для усиления сигнала биосенсоров. 
Актуальными проблемами флуоресцирующих 
зондов на сегодняшний день остаются невысокая 
стабильность, малая специфичность наночастиц, 
валидность определения в анализе пищевых 
продуктов, фармацевтических объектов, био-
логических жидкостей и клинических образцов. 

Целенаправленно изменяя размер, спектр 
поверхностного плазмонного резонанса, природу 
стабилизирующей оболочки и заряд наночастиц, 
можно управлять интенсивностью аналити-
ческого сигнала, повышая чувствительность 
и избирательность определения, обеспечивая 
тем самым новый, простой подход к созданию 
наносенсора. Сочетание уникальных свойств 
наночастиц магнетита и благородных металлов 
позволит одновременно ускорить и облегчить 
пробоподготовку объектов со сложной матрицей, 
таких как биологические жидкости, пищевые 
продукты, и понизить предел обнаружения опре-
деляемых веществ. 

Эффект тушения в значительной степени 
зависит от расстояния взаимодействующих ком-
понентов и может быть использован в качестве 
«спектроскопической линейки» для измерения 
внутри- и межмолекулярных расстояний в си-
стеме донор – акцептор. 

Работа выполнена при финансовой под-
держке РФФИ (проект № 15-03-99704).
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