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mgr małgorzata misiak studiowała w latach 2005–2010 
na Wydziale chemii Uniwersytetu Wrocławskiego. W roku 
2010 uzyskała tytuł magistra chemii ze specjalnością chemia 
biologiczna za pracę magisterską „kompleksy jonów wap-
nia i magnezu z ligandami bisfosfonianowymi” (promotor 
prof. t. kowalik-Jankowska) wykonaną w Zespole chemii Bio-
nieorganicznej i Biomedycznej. od 2011 roku jest zatrudniona 
we Wrocławskim centrum Badań eit+ w projekcie nanomat 
podzadaniu naomis na stanowisku chemika.  W ramach pro-
jektu jest uczestnikiem studium doktoranckiego w instytucie 
niskich temperatur i Badań strukturalnych polskiej akade-
mii nauk we Wrocławiu. obecnie zajmuje się syntezą i cha-

rakterystyką nanoluminoforów domieszkowanych jonami lantanowców. Jej zaintereso-
wania obejmują ponadto możliwości zastosowania syntezowanych związków w naukach 
biologicznych.

mgr katarzyna Prorok w 2011 roku ukończyła studia na 
Wydziale chemii Uniwersytetu Wrocławskiego na specjaliza-
cji chemia fizyczna. pracę magisterską wykonywała w Zespole 
dielektryków. W pracy tej zajmowała się zjawiskiem konwersji 
energii wzbudzenia z zakresu podczerwonego na widzialny w 
scVo4 domieszkowanym jonami tm3+, Yb3+. od 2011 roku jest 
zatrudniona w  WcB eit+, w projekcie nanomat, w podza-
daniu naomis, którego kierownikiem jest dr inż. artur Bed-
narkiewicz. Jej zainteresowania naukowe obejmują syntezę 
oraz charakterystykę nanoluminoforów, a także ich zastoso-
wanie w biobrazowaniu i biodetekcji. 

dr artur Bednarkiewicz ukończył Wydział inżynierii Bio-
medycznej na politechnice Wrocławskiej w 1998 roku. tytuł 
doktora nauk fizycznych uzyskał w instytucie niskich tem-
peratur i Badań strukturalnych (intiBs) polskiej akademii 
nauk (pan) we Wrocławiu w 2003 roku. Zarówno pracę 
magisterską (dotyczącą laserów neodymowych) jak i pracę 
doktorską (dotyczącą laserów i spektroskopii kryształów 
domieszkowanych jonami iterbu) wykonał w grupie prof. 
dr hab. Wiesława stręka. po 3 letnim stażu podoktorskim 
w Joint research centre, italy, komisji europejskiej, powrócił 
do intiBs pas i równocześnie zainicjował powstanie inter-
dyscyplinarnego zespołu w ramach Wrocławskiego centrum 

Badań eit+. grupa skupia się na wykorzystaniu nanoluminoforów do biodetekcji i bio-
obrazowania – naomis (ang. Nanoparticle Assisted Molecular Imaging and Sensing).
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aBstract

fluorescence is one of the most commonly used methods of biodetection, mainly 
due to the high sensitivity, non-invasiveness, simplicity, and also due to the availabi-
lity of the whole range of powerful light sources, a wide range of photodetectors, and 
numerous and sensitive measuring methods. from the point of view of biodetection 
and bioimaging, the important characteristics of such fluorophores are large stokes 
shift, narrow absorption/emission lines as well as stable and efficient luminescence. 

traditional organic dyes applied in biology reveal very fast photobleaching and 
limited opportunities for simultaneous detection of many biomolecules, what stimu-
late development of new fluorescent markers. fast and intensive development of 
nanotechnology and chemical engineering observed in recent years, aims at design-
ing the nanophosphors or luminescent nanoplatforms, that demonstrate desirable 
properties and devised functionality. however, new phosphors are not included yet in 
broad practical applications, mainly because of the need to adapt the measuring appa-
ratus so as to fully exploit their potential. from among the fluorescent nano-particles, 
silica dye doped nanoparticles, quantum dots, nanocolloidal metallic nanoparticles, 
and lanthanide doped nanoluminophores show the largest application potential. this 
article discusses the unique physico-chemical properties of lanthanide doped nano-
particles, which beside very long luminescence lifetimes and narrow emission bands, 
enable to obtain a visible emission under the near infrared photoexcitation (called 
anti-stokes emission), offering improved sensitivity, stability, repeatability and accu-
racy of the fluorescent biodetection and bioimaging methods.

in this review, physico-chemical properties of lanthanide doped nanolumino-
phores and many examples of their biological applications have been discussed. the 
first chapter presents spectral characteristics of rare-earth ions with particular regard 
to the mechanism of energy transfer and up-conversion, which is a fundamental 
difference and the decisive advantage compared with other known fluorescent mar-
kers. the luminescent properties of lantanides are demonstrated based on the most 
commonly used nanomaterials singly doped with eu3+ and tb3+ and the codoped 
matrices, like Yb3+-tm3+, Yb3+-er3+or Yb3+-ho3+ co-doped phosphores. the features of 
these materials are best suited from the point of view of biodetection and bioimaging. 
the next chapter gives an overview of the applications of lanthanide doped nano-
luminophores in biological sciences. different types of hetero-/homo-genous tests 
and luminesce based sensors for ph, co2, the level of glucose, and other analytes 
are presented. then, basic aspects of bioimaging, photodynamic and thermo-therapy, 
nanotermometry as well as nano-bio-technology platforms have been summarized. 
in conclusion suggestions of new research directions and new biological applications 
of lanthanide doped nanoparticles have been presented.

słowa kluczowe: nanoluminofory konwertujące w górę, luminescencja, biotesty, 
zastosowania biomedyczne
keywords: up-converting nanoparticles, luminescence, bioassays, biomedical appli-
cations
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wykaz stosowanych skrótów

af  –  autofluorescencja (ang. Autofluorescence)
apBa  –  kwas aminofenyloboronowy (ang. Amino Phenyl Boro  - 
  nic Acid)
apte  –  sumowanie fotonów na drodze transferu energii  
  (fr. Addition de Photons par Transferts d’Energie)
BtB  –  błękit bromotymolowy (ang. Bromothymol Blue)
cfU  –  jednostka tworząca kolonię (ang. Colony Forming  
  Unit) 
cr  –  relaksacja krzyżowa (ang. Cross-Relaxation)
ct  –  przeniesienia ładunku (ang. Charge-Transfer)
dds  –  matryca krzemionkowa domieszkowana barwnikami  
  organicznymi (ang. Dye-Dopped Silica)
esa  –  absorpcja ze stanu wzbudzonego (ang. Excited-State  
  Absorption)
etU  –  sumowania fotonów na drodze transferu energii  
  (ang.  Energy-Transfer Upconversion)
f  –  fluorofor (ang. Fluorophore)
fret  –   försterowski rezonansowy transfer energii  
  (ang. Förster Resonance Energy Transfer)
fWhm  –  szerokość połówkowa (ang. Full Width at Half Maxi - 
  mum)
gsa  –  absorpcji ze stanu podstawowego (ang. Ground-State  
  Absorption)
hsa  –  ludzka albumina surowicza (ang. Human Serum  
  Albumin)
igg  –  immunoglobulina g (ang. Immunoglobulin G)
ln:nc  –  nanoluminofor domieszkowany jonami lantanowców  
  (ang. Lanthanide:Nanocrystal)
lret  –  luminescencyjny rezonansowy transfer energii  
  (ang. Luminescence Resonance Energy Transfer)
mri  –  obrazowanie rezonansem magnetycznym (ang. Mag- 
  netic Resonance Imaging)
nir  –  nisko energetyczne promieniowanie podczerwone  
  (ang. Near Infrared)
np  –  nanocząsteczki (ang. Nanoparticles)
oct  –  optyczna koherentna tomografia komputerowa  
  (ang. Optical CoherenceTomography)
pa  –  proces lawinowej emisji fotonów  (ang. Photon Ava- 
   lanche) 
pdt  –  terapia fotodynamiczna (ang. Photodynamic Therapy)
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pet  –  pozytonowa emisyjna tomografia komputerowa  
  (ang. Positron emission tomography)
Q  –  wygaszacz (ang. Quencher)
Qds  –  kropki kwantowe (ang. Quantum Dots)
ret  –  rezonansowy transfer energii (ang. Resonance Energy  
  Transfer) 
rhBitc  –  izotiocyjanian rodaminy B (ang. Rhodamine B Isothio- 
   cyanate)
shg  –  generacja drugiej harmonicznej (ang. Second Harmo - 
  nic Generation)
sirna  –  małe inerferujące rna (ang. small interfering RNA)
tcspc  –  metoda zliczania pojedynczych fotonów skorelowa- 
  nych czasowo (ang. Time-Correlated Single Photon  
  Counting)
test elisa  –   test immunoenzymatyczny lub immunoenzymosorb- 
  cyjny (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
tpe  –  emisja dwufotonowa (ang. Two-Photon Emission)
Uc  –  konwersja energii w górę (ang. Upconversion)
Ucnps  –  konwertujące w górę nanoluminofory domieszko- 
  wane jonami lantanowców (ang. Upconverting Nano- 
   particles)
UV  –  ultrafiolet (ang. Ultraviolet)
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wstęP

nanotechnologia jest nową dziedziną nauki skupiającą się na tworzeniu funk-
cjonalnych materiałów, urządzeń i systemów. obserwuje się znaczny postęp w opra-
cowywaniu i optymalizacji technik syntezy, modyfikacji powierzchni oraz nowych 
i coraz liczniejszych zastosowań nanomateriałów. szczególnie dużym zaintereso-
waniem cieszą się funkcjonalne nanomateriały i nanocząsteczki (np) o wymiarach 
poniżej 50 nm w zastosowaniach biotechnologicznych i biologicznych. ich wielkość 
jest wówczas porównywalna z rozmiarem wielu biomolekuł, a tym samym umożli-
wia wnikanie w głąb komórek. pokrycie powierzchni np odpowiednimi biomole-
kułami (np. przeciwciałami) powoduje, że mogą krążyć w organizmie nawet przez 
kilka dni i w sposób selektywny akumulować się w zadanych miejscach organizmu 
(np. komórkach nowotworów), by następnie umożliwić określenie ich położenia za 
pomocą obrazowania lub też inicjować zlokalizowaną chemioterapię, termoterapię 
czy też terapię fotodynamiczną [1, 2].

istotną zaletą stosowania nanomateriałów jest możliwość łatwej i precyzyjnej 
kontroli oraz optymalizacji ich właściwości fizyko-chemicznych. przykładem może 
być wpływ rozmiaru kropek kwantowych na ich właściwości luminescencyjne 
[3]. innym ciekawym przykładem jest odpowiednio zaprojektowana chemiczna 
modyfikacja powierzchni nanopręcików złota, które pod wpływem obniżonego ph 
w nowotworach agregują, umożliwiając wykonanie zabiegu zlokalizowanej termo-
terapii [4, 5]. nanomateriały wykazują bardzo często właściwości fizykochemiczne 
istotnie odbiegające od ich makroodpowiedników. przykładem mogą być kropki 
kwantowe i nanowytrącenia metali szlachetnych, a także nanoluminofory domiesz-
kowane jonami lantanowców, których właściwości luminescencyjne w skali nano 
zależą od otoczenia chemicznego [6]. Unikalne właściwości optyczne, elektryczne 
czy też magnetyczne powodują, że nanomateriały mogą być precyzyjnie zaprojekto-
wane tak, by spełniały równocześnie jedną lub więcej funkcji biotechnologicznych. 
istnieją liczne próby łączenia różnych metod obserwacji nanomateriałów (np. metod 
optycznych, pozytonowej emisyjnej tomografii komputerowej pet oraz rezonansu 
magnetycznego mri [7]), funkcji czujnikowych (np. pomiar ph, co2, temperatury, 
obecności analitu, stopnia uwolnienia leku itp.) czy też równoczesnego dostarczenia 
i uwalniania leków do chorobowo zmienionych tkanek.

Jednym z najpowszechniej stosowanych sposobów biodetekcji czy bioobrazo-
wania jest wykorzystanie znaczników fluorescencyjnych ze względu na ich funk-
cjonalność, znikomą inwazyjność oraz wysoką czułość pomiaru fluorescencji [8]. 
niebagatelne znaczenie mają również aspekty techniczne sposobu detekcji, m.in. 
dostępność źródeł światła wzbudzenia oraz detektorów zdolnych do rejestracji 
sygnałów (intensywności, widma, kinetyki, anizotropii itp.). pomiar fluorescencji 
pozwala ponadto na zdalny i bezdotykowy odczyt, łatwą integrację i brak interak-
cji z innymi metodami obrazowania (ang. Optical Coherent Tomography, oct; 
ang. Magnetic Resonance Imaging, mri) czy detekcji (np. pomiary impedancji). 
istotne jest również tzw. multipleksowanie, czyli zdolność wykrywania wielu ana-
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litów w jednej próbce, możliwe dzięki spektralnej dekonwolucji emisji pochodzą-
cej z wielokolorowych fluoroforów obecnych w próbce. ta właściwość wpływa na 
wydajność i przepustowość testów diagnostycznych, co z kolei odgrywa istotną rolę 
w badaniach nowych leków czy w testach schorzeń genetycznych. 

W ostatnich latach, jako sondy fluorescencyjne w biologicznej detekcji stoso-
wano barwniki organiczne, białka fluorescencyjne, a także chelaty lantanowców 
(eu3+ i tb3+). posiadają one wiele zalet takich jak biokompatybilność, łatwość ich 
modyfikacji poprzez kowalencyjną koniugację molekuł oraz relatywnie wysoką 
wydajność fluorescencji. Znaczniki te wykazują jednak krótkie czasy życia stanów 
wzbudzonych (prócz kompleksów lantanowców), są toksyczne, ulegają fotowybiela-
niu i chemicznej degradacji. dodatkowo barwniki organiczne zazwyczaj charakte-
ryzują się względnie szerokimi pasmami absorpcji oraz emisji, przez co utrudniona 
jest ich detekcja [9]. ponieważ trudno jest selektywnie wzbudzić pojedynczy fluoro-
for, trudno jest również spektralnie odseparować emisję pochodzącą od różnych 
znaczników. 

aby uzyskać stabilne i wydajne luminofory, opracowane zostały nanowymia-
rowe hybrydy organiczno/nieorganicznych nanocząstek, składających się z poli-
meru bądź też krzemionkowej matrycy domieszkowanej barwnikami organicznymi 
[10]. W przypadku pokrycia polimerem (np. polistyrenem) otrzymane cząsteczki 
wykazywały jednak skłonność do aglomeracji, a także uszkadzania powłoki, co 
w konsekwencji prowadziło do wycieku barwników i uniemożliwiało ich zastoso-
wanie w charakterze biomarkerów luminescencyjnych [11]. Znacznie korzystniejsze 
parametry udało się uzyskać w przypadku luminoforów składających się z matrycy 
krzemionkowej domieszkowanej barwnikami organicznymi (ang. Dye Doped Silica, 
dds). poprawie uległa wydajność kwantowa fluorescencji oraz fotostabilność. Uzy-
skane związki można stosunkowo łatwo zdyspergować w wodzie, a także zmodyfiko-
wać ich powierzchnię poprzez sprzężenie bioaktywnych molekuł. ponadto, wielkość 
cząstek i zakres spektralny fluorescencji mogą być stosunkowo łatwo dostosowane 
do wymagań konkretnego zastosowania. krzemionka separuje cząsteczki barwnika 
od środowiska zewnętrznego, przez co są one chronione przed działaniem tlenu, 
wody, a także rozpuszczalników, dzięki czemu ograniczone jest ich fotowybielanie 
oraz degradacja [12]. co więcej, krzemionka jest fotochemicznie obojętna, prze-
źroczysta dla światła widzialnego, nie bierze udziału w procesie transferu energii 
ani elektronów. W zależności od wielkości krzemionkowej nanocząsteczki można 
w niej umieścić od kilkuset do kilku tysięcy molekuł barwników, co może skut-
kować nawet 10 000-krotnym zwiększeniem intensywności sygnału fluorescencji 
w porównaniu z pojedynczymi molekułami fluoroforów organicznych [13]. dds 
były stosowane jako sondy dla ultraczułego bioobrazowania i detekcji [14], a także, 
do monitorowania złożonych procesów biologicznych na poziomie komórkowym 
[15]. dds pozwalają również na selektywne znakowanie szerokiej gamy biomole-
kuł, komórek rakowych i mikroorganizmów [16].
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molekuły barwników umieszczone w krzemionkowej matrycy charakteryzują 
się szerokimi pasmami absorpcji i emisji oraz krótkimi czasami życia fluorescencji. 
Utrudnia to analizy, które wymagają znakowania i śledzenia wielu, jednocześnie 
przebiegających procesów biologicznych. interesujące rozwiązanie tego problemu 
zaproponowali Wang i tan [13], którzy domieszkowali nanocząsteczki krzemion-
kowe kilkoma różnymi rodzajami cząsteczek barwników fluorescencyjnych. spek-
tralne kody barwne powstały na skutek wielokrotnego rezonansowego transferu 
energii (fret) między poszczególnymi barwnikami w dds. Uzyskane w ten sposób 
duże przesunięcie stokesa oraz możliwość stworzenia wielu kodów barwnych jest 
bardzo interesującym rozwiązaniem z punktu widzenia analiz wieloparametrycz-
nych [13].

Wraz z rozwojem nanotechnologii, jako alternatywa dla typowych bioznacz-
ników fluorescencyjnych pojawiły się nowe materiały luminescencyjne o konku-
rencyjnych właściwościach fizykochemicznych. przykładem są półprzewodnikowe 
kropki kwantowe (ang. Quantum Dots, Qds) oraz nanoluminofory domieszkowane 
jonami lantanowców (ang. Lanthanide Doped Nanocrystal, ln:nc).

kropki kwantowe są kilku nanometrowymi, półprzewodnikowymi krystalitami 
składającymi się z atomów ii-Vi (np. cds, cdte, cdse, Znse) oraz iii-V (np. inp, 
inas) grupy układu okresowego [17]. luminescencja tych nanocząsteczek wynika 
z efektów kwantowych, które wpływają na dyskretyzację gęstości dozwolonych sta-
nów elektronowych. Właściwości spektroskopowe Qds w dużej mierze zależą od 
rozmiaru i kształtu krystalitu, te parametry z kolei mogą być precyzyjnie kontrolo-
wane podczas syntezy przez dobór czasu i temperatury oraz odpowiednie ligandy 
[18–20]. ponadto, kropki kwantowe cechują się szerokim zakresem absorpcji promie-
niowania UV oraz emisją w zakresie widzialnym zależną od rozmiaru nanokrystalitu 
[21]. szerokość połówkowa pasma emisji (ang. Full Width Half Maximum,  fWhm) 
kropek kwantowych w zależności od ich składu i rozmiaru wynosi 40–80 nm. Jest 
ona wystarczająca do dekonwolucji spektralnej emisji i detekcji co najmniej kilku 
analitów znakowanych różnymi kropkami kwantowymi w jednej próbce. poprzez 
umieszczenie różnych kropek kwantowych a także regulację ich względnych kon-
centracji w krzemionkowych kulkach, uzyskuje się kody barwne [22, 23]. takie 
znaczniki są za duże, by mogły być wykorzystane w biologicznych badaniach in vivo, 
jednak nadają się do testowania leków czy też badań przesiewowych schorzeń gene-
tycznych. Wydajna luminescencja kropek kwantowych może być również użyta w 
czujnikach opartych na efekcie fret, tj. försterowskim rezonansowym transferze 
energii, gdzie pełnią one funkcję donora dla organicznych akceptorów [24, 25]. Ze 
względu na toksyczność metali ciężkich, wchodzących w skład typowych kropek 
kwantowych (cd, se itp.), a także w celu poprawy ich właściwości spektroskopo-
wych (np. wyeliminowania fotomigotania, fotowybielania, poprawy bezwzględnej 
intensywność emisji) opracowano metody syntezy pozwalające na uzyskanie struk-
tur typu rdzeń–powłoka. pokrycie Qd nieorganiczną warstwą (np. Zns [26], sio2 
[27]), bądź też organicznym polimerem [28] minimalizuje ich cytotoksyczność [29] 



BiologicZne ZastosoWania nanolUminoforóW domiesZkoWanYch lantanoWcami 401

i poprawia biokompatybilność oraz właściwości emisyjne. powłoka chroni rów-
nież półprzewodnikowy rdzeń przed chemiczną degradacją. pokrycie powłoką ma 
szczególne znaczenie z punktu widzenia nanotoksykologii, ograniczonej akumulacji 
i zdolności do wydalania tych nanokrystalitów z organizmu [30].

W niniejszym artykule, omówione zostały właściwości oraz zastosowania bio-
technologiczne innej, obiecującej grupy nanoluminoforów, których luminescencja 
pochodzi z optycznie aktywnych jonów lantanowców zamkniętych w nanorozmia-
rowych matrycach dielektrycznych. Zaletami tych nanoluminoforów są m.in. wąskie 
linie absorpcyjne i emisyjne (fWhm 10–20 nm), długie czasy zaniku luminescencji 
(μs–ms), bardzo duża fotostabilność, a także możliwość uzyskania wydajnej emisji 
anty-stokesowskiej. stosowane matryce dielektryczne nie zawierają szkodliwych 
komponentów, więc w przeciwieństwie do wielu barwników organicznych czy kro-
pek kwantowych uważane są za nietoksyczne [31]. istniejące doniesienia literatu-
rowe potwierdzają znikomą toksyczność chemiczną tych związków [32, 33], jed-
nak problem toksykologii nanomateriałów jest bardziej złożony i nie ogranicza się 
jedynie do składu chemicznego. Współczesna toksykologia dopiero wypracowuje 
metody szacowania szkodliwości wytworów nanotechnologii, mając na uwadze 
zarówno mały rozmiar, wysoką reaktywność chemiczną nanocząsteczek, ich głę-
boką penetrację i długą retencję w organizmie, oraz wysoki stosunek powierzchni 
do objętości nanocząsteczek [34, 35]. 

Biologiczne zastosowania nanomateriałów wymagają jednak opracowania 
i optymalizacji metod modyfikacji ich powierzchni [36–38]. funkcjonalizacja i bio-
koniugacja powierzchni nanoznaczników zapewnia nie tylko biokompatybilność, 
ale przede wszystkim jest istotna dla uzyskania biospecyficzności, czyli selektyw-
nego wykrywania biomolekuł (np. białek, antygenów, dna, rna, komórek nowo-
tworowych itp.) [39]. Zarówno nanoluminofory domieszkowane lantanowcami, jak 
i metody ich biodetekcji czy bioobrazowania pozwalają zminimalizować lub nawet 
wyeliminować wpływ innych biokomponentów obecnych w próbkach biologicz-
nych. Jak wiadomo, komórki i tkanki silnie rozpraszają, absorbują lub emitują świa-
tło, co w wielu przypadkach utrudnia prowadzenie ultraczułych pomiarów [40]. 
ponadto, możliwość projektowania właściwości optycznych tych nanoluminoforów 
przez dobór matrycy, syntezę kompozytów i struktur typu rdzeń–powłoka, kontrolę 
fazy krystalicznej czy też składu domieszek, może prowadzić do szeregu nowych 
biotechnologicznych zastosowań. może to służyć przyspieszaniu i uproszczeniu 
pomiarów biologicznych, takich jak testy obecności drobnoustrojów chorobotwór-
czych, czy też wykrywania mutacji genetycznych w testach przesiewowych [41]. 



m. misiak, k. prorok, a. BednarkieWicZ402

1. właściwości sPektroskoPowe lantanowców

1.1. mechanizmy wzBudzenia

luminescencja jonów lantanowców może być wynikiem trzech rodzajów przejść 
elektronowych: przeniesienia ładunku (ang. charge transfer, ct), przejść pomiędzy 
powłokami 4f i 5d oraz najbardziej charakterystycznych dla jonów lantanowców 
przejść w obrębie powłoki 4f. przejścia ct związane są z przeniesieniem elektronu 
walencyjnego z liganda na orbital metalu lub z procesem odwrotnym, z jonu metalu 
na ligand. przejścia te są dozwolone regułami laporte, co wiąże się z wysokim prze-
krojem czynnym na absorpcję. najczęściej występują przy wzbudzeniu wysokoener-
getycznym promieniowaniem UV o energii około 40000 cm–1 (λ < 250 nm). Wyjątek 
stanowią jony, które mogą być relatywnie łatwo zredukowane do +2 stopnia utle-
nienia (sm3+, eu3+, tm3+, Yb3+), bądź też utlenione do +4 (ce3+, pr3+, tb3+). W tym 
przypadku przejście ct występuje przy energii około 30 000 cm–1(λ < 330 nm) [42]. 
przejścia te skutkują pojawieniem się szerokich pasm o intensywności zależnej od 
symetrii otoczenia jonu centralnego. na rysunku 1 przedstawiono schemat pozio-
mów energetycznych jonów eu3+ oraz tb3+ z uwzględnieniem poziomów 5d oraz 
pasm ct. często obserwowanym przejściem ct w widmach elektronowych pier-
wiastków ziem rzadkich jest przejście o2–→eu3+, którego maksimum znajduje się 
przy około 250 nm. W przypadku jonów eu3+ przejście to pełni funkcję tak zwanej 
anteny efektywnie absorbującej energię wzbudzenia i przekazującej ją do poziomów 
4f6. Jako skutek tego transferu obserwuje się emisję światła o większej intensyw-
ności niż w przypadku luminoforu, w którym ct nie zachodzi, a proces wzbudze-
nia odbywa się przez przejścia f-f [43]. Wykorzystanie nanoznaczników, w których 
istnieje możliwość wywołania luminescencji poprzez wzbudzenie pasma ct, jest 
jednak problematyczne z kilku powodów. po pierwsze, światło ultrafioletowe z tego 
zakresu jest szkodliwe dla komórek i tkanek. po drugie, promieniowanie to jest sil-
nie rozpraszane na strukturach komórkowych oraz pochłaniane przez chromofory 
tkankowe, indukując w wielu przypadkach ich autofluorescencję (af). Jeśli jednak 
af jest zaniedbywalna, a pomiar następuje w biotestach in vitro, nanoluminofory 
mogą być bardzo interesującą alternatywą, np. dla chromatografii czy elektroforezy 
zastępując kłopotliwe testy izotopowe [44, 45].

kolejnym rodzajem przejść elektronowych, występującym w jonach ziem rzad-
kich, są przejścia pomiędzy powłokami 4f→5d. ich energia w dużej mierze zależy od 
środowiska otaczającego jon metalu, gdyż zewnętrzne orbitale 5d wchodzą w bez-
pośrednią interakcję z orbitalami otaczających je ligandów. Jako przykład mogą 
posłużyć trójdodatnie jony ceru, których długość emitowanej fali może wynosić od 
290 do 400 nm w zależności od matrycy, w której są umieszczone. przejścia 4f→5d 
wymagają użycia wysokoenergetycznego promieniowania i są obserwowane tylko 
dla niektórych trójdodatnich jonów, takich jak ce3+, pr3+, tb3+ oraz dwudodatnich 
np. eu2+, Yb2+, sm2+ [42]. przejścia 4f→5d są przejściami dozwolonymi regułami 
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wyboru, co skutkuje szerokimi i intensywnymi pasmami emisji, oraz relatywnie 
krótkimi czasami życia stanu wzbudzonego (kilka μs).

W większości przypadków widzialna emisja lantanowców pochodzi z przejść 
elektronowych w obrębie powłoki f (4f→4f). przejścia te są przejściami zabronio-
nymi regułami laporte, więc przekrój czynny na absorpcję takich materiałów jest 
około 2–3 rzędy mniejszy niż dla barwników organicznych czy kropek kwantowych. 
Z kolei czasy życia luminescencji (tj. średni czas przebywania elektronów w stanie 
wzbudzonym) sięga dziesiątek mikrosekund, do nawet pojedynczych milisekund. 
elektrony znajdujące się na powłoce 4f są silnie ekranowane przez całkowicie zapeł-
nione powłoki 5s2 i 5p6, dzięki czemu są one chronione od otaczającego je środowiska. 
słabo oddziałują z otoczeniem i nie biorą udziału w tworzeniu wiązań chemicznych. 
W konsekwencji czynniki zewnętrzne (np. pole krystaliczne) mają niewielki wpływ 
na właściwości spektroskopowe jonów lantanowców na +3 stopniu utlenienia. kon-
sekwencją są wąskie pasma absorpcji i emisji jonów lantanowców umieszczonych 
w nieorganicznej matrycy (fWhm wynosi około 10–20 nm), które przypominają 
zazwyczaj widma wolnego jonu [46]. Z powodu wąskich i słabych pasm absorpcji 
lantanowców, korzystne jest stosowanie wąskich spektralnie i intensywnych źródeł 
światła, np. laserów lub diod led. Z kolei dostępne na rynku ultraczułe fotode-
tektory, umożliwiają detekcję pojedynczych fotonów. tak więc, mimo stosunkowo 
niedużej bezwzględnej intensywności luminescencji znaczników zawierających 
jony lantanowców, detekcja czy biobrazowanie z ich użyciem nie stanowi tech-
nicznej przeszkody. ponadto, niewielka szerokość połówkowa emisji lantanowców 
w matrycach krystalicznych pozwala na łatwą interpretację widm w przypadku, gdy 
dochodzi do nakładania się pasm emisji kilku jonów. długie czasy zaniku fluore-
scencji umożliwiają również, w technicznie prosty sposób, poprzez pomiary roz-
dzielcze w czasie, zniwelować autofluorescencję komponentów biologicznych. Jedną 
z podstawowych zalet matryc (współ)domieszkowanych jonami lantanowców jest 
możliwość uzyskania wydajnej emisji anty-stokesowskiej, tj. emisji wysokoenerge-
tycznych fotonów przy wzbudzeniu fotonami o mniejszej energii. Zjawiska dwufo-
tonowej emisji barwników organicznych i kropek kwantowych są znane i stosowane 
w biologii i obrazowaniu biologicznym, jednak lantanowce oferują kilka rzędów 
wielkości wyższą efektywność tych procesów [37, 47, 48]. procesy transferu energii 
i konwersji energii w górę, zostaną omówione poniżej.
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rysunek 1.  schemat poziomów energetycznych jonów eu3+ oraz tb3+ 
figure 1.  energy level diagram of eu3+ and tb3+ ions 

1.2. właściwości luminescencyjne

emisja jonów ziem rzadkich obejmuje cały zakres spektralny od UV (gd3+) 
poprzez promieniowanie widzialne (tm3+ – niebieskie, tb3+ – zielone, sm3+ – poma-
rańczowe, eu3+ – czerwone) do zakresu nir (pr3+, nd3+, er3+, Yb3+) [49]. dwa jony, 
la3+ i lu3+, nie wykazują przejść f-f, dlatego w ich przypadku nie obserwuje się emisji 
światła. położenie pasm emisji f-f nie zależy od składu chemicznego matrycy oraz od 
fizycznych rozmiarów krystalitów. Jednak struktura tych pasm oraz względna inten-
sywność, a także czasy życia emisji podlegają zmianom przy redukcji rozmiarów. 
Wynika to z rosnącego wówczas stosunku powierzchni do objętości nanokrystalitów, 
i wszystkich, wynikających z tego faktu konsekwencji. na powierzchni nanokry-
stalitów obecne są ligandy, których drgania mogą modyfikować procesy transferu 
energii lub modulować emisję promienistą i niepromienistą. W nanomateriałach 
obserwuje się mniejszą gęstość fononów niż w matrycach mikrokrystalicznych [50]. 
ponadto, przejścia dipolowo-dipolowe silnie zależą od współczynnika załamania 
ośrodka, w którym następuje emisja fotonów [6, 51]. W przypadku nanomate-
riałów efektywny współczynnik załamania, zależny od parametrów matrycy oraz 
chemicznego otoczenia, determinuje właściwości emisyjne jonów lantanowców [6]. 
Jedną z najcenniejszych zalet nanoluminoforów domieszkowanych lantanowcami 
w zastosowaniach biologicznych jest możliwość uzyskania emisji anty-stokesow-
skiej [52]. Zjawisko to, nazywane konwersją energii w górę (ang. Up-conversion, 
Uc), jest nieliniowym procesem optycznym, w którym wzbudzając nisko ener-
getycznym promieniowaniem podczerwonym (nir) otrzymuje się emisję światła 
widzialnego, bądź też ultrafioletowego, o energii fotonów wyższej niż energia foto-
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nów promieniowania pompującego. pojęcie konwersji energii w górę zostało pierw-
szy raz sformułowane przez auzela, w połowie lat sześćdziesiątych. W 1966 roku, 
zademonstrowano luminofor caWo4 współdomieszkowany jonami Yb3+ i er3+, 
w którym zachodziła efektywna konwersja dwóch niskoenergetycznych fotonów 
(~1000 nm) na fotony o wyższej energii (540 i 650 nm) [53]. dalsze badania zjawiska 
konwersji promieniowania podczerwonego na widzialne umożliwiły rozwój takich 
urządzeń jak detektory kwantowe [54], czujniki temperatury [55] oraz lasery [56]. 
Wykorzystanie efektu Uc ograniczone było przez ponad 30 lat jedynie do mate-
riałów monokrystalicznych i mikrometrycznych proszków. Wzrost zainteresowania 
nanotechnologią i nanocząsteczkami nastąpił na początku lat dziewięćdziesiątych. 
dostrzeżono możliwość zastosowania konwertujących w górę nanoluminoforów 
domieszkowanych jonami lantanowców (ang. Up-converting Nanoparticles, Ucnps) 
w testach bioanalitycznych oraz w obrazowaniu luminescencyjnym [38]. Jednakże 
wykorzystanie zjawiska konwersji energii w biologii i medycynie było ograniczone 
głównie ze względu na trudność syntezy nanorozmiarowych cząstek, które wykazy-
wałyby wysoką intensywność emisji oraz wysoką dyspersję i stabilność koloidalną 
w zawiesinach wodnych. dopiero pod koniec lat dziewięćdziesiątych Uc została 
wykorzystana w testach biologicznych i obrazowaniu medycznym [57]. 

konwertujące w górę nanoluminofory koloidalne syntezowane są zwykle jako 
nieorganiczne matryce – najczęściej halogenki lub tlenki np. naYf4, laf3, Yf3, Y2o3, 
domieszkowane optycznie aktywnymi trójwartościowymi jonami lantanowców np. 
Yb3+, er3+, tm3+. Większość luminoforów zawiera jony Yb3+ stosowane jako uczulacz, 
a także jony er3+, tm3+, ho3+, rzadziej pr3+w charakterze emitera. Badania wykazały, 
że ze względu na właściwości fononowe, najbardziej efektywnymi w procesie kon-
wersji energii w górę są kryształy fluorków β-naYf4 domieszkowane jonami Yb3+/
er3+ lub Yb3+/tm3+ [58–60].

1.3. mechanizmy konwersji energii w górę

proces konwersji energii w górę może zachodzić według jednego z następują-
cych mechanizmów: (1) absorpcji ze stanu wzbudzonego esa (ang. Excited State 
Absorption), (2) sumowania fotonów (fr. Addition de Photons par Transferts d’Energie, 
apte) na drodze transferu energii etU (ang. Energy Transfer Up-conversion) oraz 
(3) w procesie lawinowej emisji fotonów pa (ang. Photon Avalanche). procesy te 
polegają na absorpcji kolejnych fotonów wzbudzających, a sam mechanizm fizyczny 
znacznie się różni od wielofotonowej absorpcji i generacji wyższych harmonicznych. 
Uc wmatrycy β-naYf4 domieszkowanej jonami er3+ oraz Yb3+ charakteryzuje się 
około 105 razy większą wydajnością niż ma to miejsce w przypadku rodaminiy 6g 
oraz fluoresceiny, w których emisja światła jest wynikiem dwufotononowej absorpcji 
[61]. Zademonstrowano, że sprawność konwersji energii w górę (ηUc) jest 3 [47] do 
107 [48] razy większa w porównaniu do wydajności dwufotonowej absorpcji w krop-
kach kwantowych (ηQds). istnieją również inne możliwe procesy konwersji energii 
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w górę, jak na przykład kooperatywna emisja (obserwowana w parach jonów Yb3+), 
kooperatywne uczulanie (np. w Yb3+-eu3+) czy też procesy nieliniowe (np. generacja 
drugiej harmonicznej). Wydajność tych procesów jest jednak 3 do 10 rzędów niższa 
niż proces apte [62].

na rysunku 2a przedstawiono mechanizm absorpcji ze stanu wzbudzonego, 
w którym wzbudzenie następuje poprzez absorpcję kolejnych fotonów pompujących 
hvex, w obrębie jednego jonu. W wyniku absorpcji fotonu hvex = e1 – g, elektron ze 
stanu podstawowego g jest przeniesiony do stanu e1. proces ten nosi nazwę absorp-
cji ze stanu podstawowego (gsa). absorpcja kolejnego fotonu przez ten sam jon, 
powoduje wzbudzenie elektronów, tym razem z poziomu e1 do kolejnego wyższego 
poziomu e2, z którego następuje emisja światła (e2 → g), przy czym e2 – g > hvex. 
absorpcja ze stanu wzbudzonego jest bezpośrednim skutkiem metastabilnego cha-
rakteru stanów wzbudzonych w jonach lantanowców, co wiąże się z dużym prawdo-
podobieństwem absorpcji fotonów przez wzbudzony jon. dodatkowym warunkiem 
zaistnienia esa jest dopasowanie energetyczne fotonów wzbudzających i różnicy 
energetycznej ∆e = e2 – e1 pomiędzy wzbudzonymi poziomami e1 i e2. 

rysunek 2.  schemat najbardziej wydajnych mechanizmów konwersji energii w górę. a) absorpcja ze stanu 
podstawowego (gsa) g → e1 i absorpcja ze wzbudzonego (esa) e1 → e2; b) sumowanie fotonów 
(apte) na drodze transferu energii (etU); c) proces lawinowy (pa). czerwoną linią -.-.- zazna-
czono wzbudzenie, czarną linią ----- bezpromienistą relaksację, natomiast linią ciągłą - emisję.

figure 2.  most efficent Uc processes found in lanthanide doped nanoparticles. a) excited state absorption 
(esa), b) energy transfer upconversion (etU), c) photon avalanche (pa). the dash-doted red, 
dashed black and solid arrows represent photon excitation, nonradiative relaxation and emission 
processes, respectively. 

na wydajność procesu konwersji w górę, ma również wpływ różnica energii 
∆e między poziomem emitującym a dowolnym, niżej leżącym, poziomem energe-
tycznym (tzw. przerwa energetyczna). Zgodnie z prawem przerwy energetycznej 
[63], wraz ze wzrostem tej różnicy, prawdopodobieństwo depopulacji poziomów 
wzbudzonych na drodze bezpromienistej maleje eksponencjalnie. depopulacja bez-
promienista staje się nieefektywna, gdy wartość ∆e jest przynajmniej pięciokrotnie 
większa od energii fononów dostępnych w matrycy. proces ten ma krytyczne zna-
czenie dla obsadzenia poziomów energetycznych i wydajności kwantowej emisji. Jak 
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pokazano na rysunku 3, jony er3+ oraz tm3+ posiadają stosunkowo duże przerwy 
energetyczne pomiędzy poziomami pośrednimi a emitującymi, co skutkuje wydajną 
emisją anty-stokesowską. prawo przerwy energetycznej ma szczególne znaczenie 
przy wyborze matrycy, która będzie domieszkowana. poszukiwane są materiały 
o jak najmniejszej częstotliwości odcięcia (ωmax,), tzn. o niskoenergetycznych drga-
niach sieci krystalicznej, po to, by zminimalizować bezpromienistą depopulację 
poziomów energetycznych. dlatego matryce fluorkowe (np. naYf4, laf3, srf2) 
oraz chlorkowe (np. lacl3) o ωmax ~ 250–350cm–1 pozwalają uzyskać wydajniejszą 
luminescencję anty-stokesowską w porównaniu do matryc tlenkowych (np. Yalo3, 
Y3al5o12) o ωmax ~ 550–700cm–1 [64]. 

przykładem absorpcji ze stanu wzbudzonego jest anty-stokesowska emisja 
obserwowana w jonach er3+. różnica energetyczna pomiędzy poziomem 4i11/2 a 4i15/2 
(~10350 cm–1) jest w przybliżeniu równa różnicy energetycznej pomiędzy pozio-
mem 4f7/2 a 4i11/2 (~10370 cm–1). dzięki takiej konfiguracji poziomów energetycz-
nych 4i15/2, 

4i11/2 oraz 4f7/2, jony erbu przy wzbudzeniu promieniowaniem 980 nm 
wykazują konwersję energii w górę. na rysunku 3 przedstawiono schematy kon-
wersji energii w górę w jonach er3+, tm3+ oraz ho3+, które często stosowane są jako 
aktywatory. luminofory domieszkowane pojedynczo lantanowcami charakteryzują 
się jednak niską wydajnością procesów konwersji energii, głównie ze względu na 
procesy wygaszania koncentracyjnego oraz niekorzystnie niskie przekroje czynne 
na esa. Źródłem wygaszania koncentracyjnego jest tzw. relaksacja krzyżowa (ang. 
Cross-relaxation, cr), która w wyniku transferu energii między dwoma jonami pro-
wadzi do depopulacji stanów wzbudzonych. na podstawie schematu energetycz-
nego przedstawionego na rysunku 2b, proces wygaszania koncentracyjnego można 
wyjaśnić następująco. dwa sąsiadujące jony znajdujące się w stanach podstawowym 
g oraz wzbudzonym e2, przechodzą w wyniku procesu cr do poziomów energe-
tycznych e1. proces relaksacji krzyżowej jest zależny od dopasowania energii między 
odpowiednimi poziomami (e1 – g względem e2 – e1), a także od koncentracji jonów 
aktywnych, a tym samym od odległości między nimi. 

kolejnym mechanizmem konwersji energii w górę, który może zachodzić 
pomiędzy jonami lantanowców, jest proces lawinowej emisji fotonów. schemat tego 
procesu został przedstawiony na rysunku 2c. charakterystyczny dla tego procesu 
jest brak absorpcji ze stanu podstawowego, wynikający z niedopasowania energe-
tycznego pomiędzy poziomem g a e1 z energią fali wzbudzającej. promieniowanie 
pompujące jest natomiast rezonansowo dopasowane do przejść pomiędzy metasta-
bilnym poziomem e1 a stanami o wyższej energii e2. poziom e1 jest początkowo 
pusty, a jego obsadzenie buduje się powoli w wyniku emisji e2 → e1 lub w wyniku 
procesów niepromienistego transferu energii (np. relaksacji krzyżowej). objawia się 
to występowaniem progowej wartości mocy wzbudzenia, powyżej której obserwuje 
się lawinowy wzrost intensywności emisji. po przekroczeniu progu procesu lawino-
wego, promieniowanie wzbudzające jest silnie absorbowane w wyniku esa, a inten-
sywność fluorescencji wzrasta o kilka rzędów. proces lawinowej emisji fotonów jest 
bardzo interesującym, ale niezbyt często spotykanym zjawiskiem, gdyż zależy od 
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subtelnego współgrania wielu parametrów takich jak czasy życia stanów wzbudzo-
nych, schemat poziomów energetycznych, wielkość niedopasowania energii między 
odpowiednimi poziomami elektronowymi [65–71].

rysunek 3.  schematy poziomów energetycznych i mechanizmów konwersji energii w górę w jonach er3+, 
tm3+ oraz ho3+ dla różnych linii wzbudzających (900, 980, 1560 nm dla er3+, 808 i 110 nm dla 
tm3+ oraz 900 i 1100 nm dla ho3+). linią przerywaną zaznaczono wzbudzenie; linią falowaną 
wielofononową relaksację, linią ciągłą – emisję.

figure 3.  schematic energy level diagram showing typical Uc processes for er3+, tm3+ and ho3+ using diffe-
rent excitation light. the dashed, wavy and solid arrows represent photon excitation, mulitphonon 
relaxation and emission processes, respectively.

aby uniknąć niepromienistej depopulacji poziomów wzbudzonych koncen-
tracja jonów aktywatorów winna być odpowiednio niska i dobrana do stosowanej 
matrycy. stosowanie niskich stężeń jonów domieszkujących prowadzi niestety 
do obniżenia bezwzględnej intensywności luminescencji. dodatkowo, większość 
jonów ziem rzadkich, posiada niski czynny przekrój na absorpcję promieniowania 
z zakresu nir, co powoduje, że materiały zawierające tylko jeden rodzaj domieszki, 
charakteryzują się niską wydajnością konwersji energii wzbudzenia. istotny wzrost 
efektywności tych procesów następuje w przypadku dodawania fotonów zgodnie 
z mechanizmem etU, którego schemat został przedstawiony na rysunku 2b. W tym 
celu matrycę współdomieszkuje się jonami aktywatorów oraz jonami spełniającymi 
rolę uczulacza, głównie jonami Yb3+. Jony te posiadają prosty schemat poziomów 
energetycznych, tylko z  jednym stanem wzbudzonym 2f5/2 (rys. 4). intensywne 
pasmo absorpcji przy około 980 nm, można przypisać przejściu 2f7/2 → 2f5/2. pasmo 
to może być skutecznie pompowane bardzo wydajnymi diodami laserowymi (np. 
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ingaas/gaas 900–1100 nm). Wzbudzone jony iterbu wykazują długie czasy zaniku 
luminescencji dzięki czemu są zdolne do magazynowania energii. struktura elektro-
nowa iterbu minimalizuje dodatkowo niekorzystne procesy tłumienia koncentra-
cyjnego, więc stężenie jonów Yb3+ w matrycy może 10–20 krotnie przewyższać ilość 
jonów aktywatora. istnieją też nanomateriały pełnokoncentracyjne, np.  naYbf4:tm3+ 
[72, 73], które mogą bardzo efektywnie absorbować promieniowanie wzbudzające 
obniżając tym samym próg emisji. co ważne, wspomniane przejście jest quasi-rezo-
nansowe w stosunku do przejść f-f wielu innych lantanowców, co sprzyja efektyw-
nemu transferowi energii między jonami uczulacza a aktywatora. najbardziej efek-
tywną konwersję energii w górę wykazują matryce współdomieszkowane parami 
jonów: er3+–Yb3+ [59] oraz tm3+–Yb3+ [74]. na rysunku 4 przedstawiono schematy 
energetyczne procesów konwersji energii w wymienionych parach jonów.

rysunek 4.  schematy energetyczne przedstawiające proces Uc zachodzący w parach jonów Yb3+-tm3+, Yb3+-
ho3+ oraz Yb3+-er3+. linią przerywaną oznaczono wzbudzenie, falowaną wygaszanie bezpromie-
niste, natomiast linią ciągłą przedstawiono emisję fotonów.

figure 4.  Upconversion mechanism of the Yb/er, Yb/tm and the Yb/ho co-doped Ucnps. the dashed, 
wavy and solid arrows represent photon excitation, mulitphonon relaxation and emission pro-
cesses, respectively.

absorpcja promieniowania o długości fali 980 nm przez jon uczulacza (Yb3+) 
prowadzi do transferu energii i wzbudzenia jonów aktywatora (np. tm3+, ho3+, er3+), 
w których obserwuje się emisję światła widzialnego. W przypadku jonów tm3+ 
silna niebieska emisja powstaje w wyniku przejścia 1d2 → 

3f4 oraz 1g4 → 3h6. nato-
miast emisja światła czerwonego, o mniejszej intensywności, pochodzi z przejścia 
1g4 → 3h4. W przypadku domieszkowania jonami Yb3+/ho3+, obserwowana emisja 
pochodzi z przejść: 2h11/2 + 5s2 → 5i8, 

5f5 → 5i8, 
5i4 → 5i8,

 2h11/2 + 5s2 → 5i7. W parze 
jonów Yb3+/er3+, na skutek Uc następuje emisja głównie z poziomów 2h11/2, 

4s3/2 
oraz 4f9/2 do poziomu podstawowego 4i15/2.

W porównaniu z typową emisją stokesowską zachodzącą w organicznych 
barwnikach fluorescencyjnych oraz w kropkach kwantowych, proces konwer-
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sji w górę wykazuje liczne zalety. Zastosowanie wzbudzenia promieniowaniem 
z zakresu podczerwieni pozwala uniknąć problemów, które pojawiają się w przy-
padku wzbudzania materiału biologicznego promieniowaniem UV. po pierwsze, 
promieniowanie ultrafioletowe ma ograniczoną zdolność penetracji tkanek, których 
składniki z jednej strony silnie rozpraszają, a z drugiej strony silnie absorbują pada-
jące fotony. chromofory tkankowe takie jak kolagen, elastyna, porfiryny, nadh, 
fad czy dna, pod wpływem UV, wykazują silną autofluorescencję. rezultatem 
jest obniżona dokładność i czułość detekcji. Złożonym zagadnieniem jest również 
wyodrębnienie użytecznego sygnału oraz poprawa stosunku sygnału do szumu. 
Zastosowanie promieniowania nir do wzbudzenia luminoforów pozwala wyelimi-
nować autofluorescencję gdyż w tkankach brak jest endogennych absorberów fal 
z tego zakresu. można wówczas uzyskać znacznie większą czułość analiz niż w przy-
padku tradycyjnie stosowanych barwników fluorescencyjnych. pozwala to znacznie 
uprościć konstrukcję układów do wzbudzania i detekcji, a tym samym zwiększyć 
przepustowość analiz, zminiaturyzować systemy czujnikowe oraz zwiększyć dostęp-
ność i powszechność szybkich testów diagnostycznych. stosowanie wzbudzenia nir 
pozwala również ograniczyć fotouszkodzenie komórek i tkanek przy jednoczesnym 
wzroście głębokości penetracji, dp, światła wzbudzającego. dla światła z zakresu 
UV dp wynosi nie więcej niż kilka milimetrów, natomiast dla promieniowania pod-
czerwonego wartość ta może sięgać nawet 10-15 centymetrów w przypadku tkanki 
tłuszczowej [75]. problematyka ta jest szerzej omówiona w rozdziale poświęconym 
obrazowaniu.

1.4. istotne Biologicznie właściwości nanoluminoforów

trudno jest jednoznacznie wskazać, które z nanoluminoforów takich jak 
kropki kwantowe, kulki krzemionkowe wypełnione barwnikami organicznymi, 
czy też domieszkowane lantanowcami nanokrystality wykazują cechy najkorzyst-
niejsze z punktu widzenia zastosowań biologicznych. na rysunku 5 porównano 
przykładowe widma absorpcji i luminescencji jonów lantanowców, kropek kwanto-
wych oraz barwników organicznych a także wyjaśniono pojęcie „okna optycznego 
skóry”. długie czasy życia poziomów wzbudzonych lantanowców oraz odporność 
na fotowybielanie, które jest wyjątkowo uciążliwe i problematyczne w przypadku 
barwników organicznych, umożliwiają prowadzenie obrazowania in vivo w czasie 
rzeczywistym, pozwalając tym samym na zrozumienie wielu procesów zachodzą-
cych w  żywej komórce bądź całym organizmie.
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rysunek 5.  Zestawienie widm absorpcji (linie przerywane) i luminescencji (linie ciągłe) różnych fluoroforów 
organicznych oraz nanoluminoforów, tzn. a) chromoforów tkankowych i wody; b) molekuł orga-
nicznych [49]; c) kropek kwantowych [70]; d) widma luminescencji jonów nd3+, tm3+, er3+ oraz 
eu2+. szary obszar 750–1100 nm to tzw. okno optyczne skóry

figure 5.  the absorption (dashed lines) and emission (solid lines) spectra of different organic fluorophores 
and luminescent nanoparticles, i.e a) tissue chromophores, water absorption and the optical win-
dow of skin; b) luminescence spectra of biological molecules [49]; c) emission and absorption 
spectra of quantum dots [70]; d) luminescence spectra of the nd3+, tm3+, er3+ and eu2+ ions 
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W porównaniu z kropkami kwantowymi konwertujące w górę nanoluminofory 
wykazują dłuższe czasy życia luminescencji i brak tak zwanego „migotania” podczas 
emisji. dodatkowo, nanoluminofory domieszkowane jonami lantanowców pozwa-
lają na uzyskanie dużej ilości kodów barwnych do równoczesnej detekcji wielu ana-
litów w jednej próbce poprzez zmianę rodzaju lub stężenia jonów domieszkujących 
[59]. podobne możliwości oferują kulki krzemionkowe domieszkowane miesza-
ninami kropek kwantowych [77] lub barwników organicznych [78], jednak tylko 
nanoluminofory domieszkowane lantanowcami pozwalają równocześnie zachować 
skalę nanometryczną.

Z punktu widzenia zastosowań biologicznych wadą nanoluminoforów jest nie-
wielki przekrój czynny na absorpcję oraz mało wydajna, choć stabilna luminescen-
cja. Ze względu na mechanizm fizyczny emisji anty-stokesowskiej w lantanowcach, 
proces konwersji energii w górę obserwowany w Ucnp jest wydajniejszy od emisji 
dwufotonowej (ang. Two-Photon Emission, tpe) czy też generacji drugiej harmonicz-
nej (ang. Second Harmonic Generation, shg). W przeciwieństwie do procesów tpe 
oraz shg, które wynikają z nieliniowych właściwości materiałów przy odpowied-
nio silnym pobudzeniu, emisja anty-stokesowska w jonach lantanowców wynika 
z sumowania fotonów w procesach transferu energii między rzeczywistymi i długo 
żyjącymi poziomami elektronowymi. maestro i współpracownicy [47] porównali 
względną intensywność emisji Ucnp (20 nm α-naYf4:Yb3+/er3+, λexc = 980 nm, λemi = 
~540 and 650 nm), sferycznych kropek kwantowych o średnicy 4 nm (λem ~650 nm) 
oraz nanopręcików złota (45 × 10 nm, λsurf.plasmon ~830 nm, λemi = 570–680 nm). pod 
wpływem 100-fs impulsowego wzbudzenia (1 mW/cm2), Ucnp wykazywały odpo-
wiednio ~2 i ~3 razy większą efektywność emisji anty-stokesowskiej niż kropki 
kwantowe i nanopręciki złota w przeliczeniu na jedną nanocząsteczkę. Jednak pod 
wpływem wzbudzenia podczerwonym laserem pracy ciągłej (1 mW/cm2), emisję 
widzialną wykazywały jedynie Ucnp. Z kolei heer wraz ze współpracownikami 
[48] porównali 1% wag. zawiesiny koloidalne β-naYf4: 20%Yb3+, 2%er3+oraz 5 nm 
kropki kwantowe cd-se-Zns używając tej samej geometrii pomiarowej oraz lase-
rowego wzbudzenia ciągłego 10 kW/cm2 odpowiednio na 974 oraz 909 nm. Zare-
jestrowano 7 rzędów wielkości większą intensywność luminescencji fluorkowych 
Ucnp w porównaniu do dwu-fotonowej emisji kropek kwantowych czy nanoprę-
cinków złota, ale wyniki nie były normalizowane do pojedynczych nanocząsteczek 
jak w pracy maestro. Wysoka efektywność emisji anty-stokesowskiej oraz relatyw-
nie niska progowa intensywność wzbudzenia konwertujących w górę nanocząstek 
pozwala na znaczne uproszczenie aparatury i upowszechnienie tych metod badaw-
czych. Jak dotąd, spośród znanych znaczników luminescencyjnych, jedynie Ucnp 
pozwoliły uzyskać dwu-fotonowe obrazowanie z wykorzystaniem nielaserowych 
źródeł światła, czy też wysokorozdzielcze i głębokie obrazowanie dwu-fotonowe 
w mikroskopii szerokiego pola [79].

kolejnym ważnym zagadnieniem dotyczącym zastosowań nanoluminoforów 
w naukach biomedycznych, jest brak rozpuszczalności większości nanocząsteczek 
w roztworach wodnych [80]. nieorganiczne nanokryształy mają zdolność pozosta-
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wania w formie koloidalnych zawiesin wodnych jedynie po modyfikacji powierzchni 
[59], czyli funkcjonalizacji. proces ten polega na wprowadzeniu hydrofilowych 
grup funkcyjnych (np. –oh), które umożliwiają zdyspergowanie nanoznaczników 
w roztworach wodnych. kolejnym krokiem, niezbędnym do zastosowania nanolu-
minoforów w naukach biologicznych, jest ich biokoniugacja, czyli kowalencyjne lub 
adsorpcyjne dołączanie specyficznych molekuł biologicznych (np. przeciwciał [81], 
białek [82] czy też aptamerów, czyli krótkich nici dna/rna [83]) do powierzchni 
nanocząsteczek. proces ten jest szczególnie istotny i niezbędny dla uzyskania specy-
ficzności detekcji i użyteczności tych związków w biologii oraz medycynie.

należy również zwrócić uwagę na kwestię toksyczności nanoznaczników. 
W porównaniu do najpowszechniej stosowanych kropek kwantowych (np. cdse), 
wykorzystujących związki kadmu i selenu, omawiane nanoluminofory nie wykazują 
praktycznie żadnej chemicznej toksyczności pierwotnej. niemniej jednak konieczne 
są dalsze badania toksyczności in vivo, wynikającej z potencjalnej dekompozycji 
nanokrystalitów, rozmiaru hydrodynamicznego tych nanoluminoforów (opisu-
jącego tendencję do aglomerowania), albo zaburzenia funkcjonowania organów 
w wyniku zatkania kapilarnych naczyń krwionośnych. Wiele przeprowadzonych 
eksperymentów biologicznych wskazuje na brak toksyczności tych materiałów, 
sugerując tym samym możliwość zastosowania ich w biologii i medycynie [31, 46]. 
można jednak przypuszczać, że w związku z odkładaniem się nanoluminoforów 
w organach wewnętrznych [84], głównie w wątrobie i śledzionie [85], dominującym 
sposobem wykorzystania tych obiecujących materiałów w biologii będą zastosowa-
nia in vitro w testach przesiewowych. dalsza optymalizacja i poprawa biokompaty-
bilności nanocząsteczek może w przyszłości umożliwić zastosowania in vivo w ludz-
kim organizmie.

2. zastosowania w naukach Biologicznych

Wyjątkowe właściwości spektroskopowe jonów lantanowców, takie jak wąskie 
pasma emisji, zdolność do konwersji energii w górę, odporność na fotowybielanie 
i stabilna luminescencja spowodowały wzrost zainteresowania możliwością wyko-
rzystania tych związków w naukach biologicznych. listę różnych nanoluminoforów, 
domieszkowanych jonami lantanowców, wraz ze stosowaną metodą funkcjonaliza-
cji/biokoniugacji oraz ich zastosowaniem przedstawiono w tabeli 1.

W naukach biomedycznych Ucnps mogą być wykorzystane w obrazowaniu 
optycznym [61, 86], w testach fluorescencyjnych zarówno homogenicznych (wyko-
rzystujących mechanizm fret [41, 87]) jak i heterogenicznych [88, 89], a także 
w terapii fotodynamicznej [90]. istnieją również przykłady badań nanoluminoforów 
pod kątem zastosowań w nanotermometrii [91], zlokalizowanej hipertermii [92] czy 
też wykorzystania ich jako platformy nano-biotechnologiczne [93]. W literaturze 
obcojęzycznej ukazało się kilka interesujących artykułów przeglądowych opisują-
cych wykorzystanie konwertujących w górę nanoluminoforów w naukach biologicz-
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nych [38, 46, 94]. W polskiej literaturze brakuje podobnych prac na temat aktual-
nego stanu wiedzy z dziedziny omawianej w niniejszym artykule.

tabela 1.  Zestawienie stosowanych w biologii nanomateriałów luminescencyjnych domieszkowanych 
lantanowcami. przedstawiono skład matrycy, zastosowaną domieszkę, ligand oraz docelowe 
zastosowanie.

table 1.  a list of available nanocolloidal luminescent materials used in biological experiments. the com-
position, dopant ions, ligands and target application was compared. 

matryca domieszka ligand Zastosowanie ref.

fe3o4/gd2o3 eu3+ neutrawidyna, dna wykrywanie mutacji w dna [95]

gd2o3 Yb3+, er3+ poli(tlenek etylenu) peg znacznik fluorescencyjny, 
kontrast w mri

[96]

gd2o3 – sio2, peg multimodalneobrazowanie [2]

la2o2s Yb3+, er3+ przeciwciała anty-e2 oznaczenie estradiolu [97]

laf3 Yb3+, er3+ sio2 dostarczanie leków,
bioobrazowanie,
biosensing

[98]

laf3 ce3+, tb3+ chlorowodorek poliallilo-
aminy pah)
polistyrenosulfonian sodu 
(pss)
chitozan
glukoza

oznaczanie glukozy [99]

laf3 ce3+, tb3+ kopolimer kwasu 
metakrylowego i styrenu

niespecyficzna sonda dna [100]

nagdf4 tm3+, er3+, Yb3+ kwas azelainowy multimodalne obrazowanie 
in vivo

[101]

naYf4 Yb3+, er3+ peg kontrast w oct obrazowanie 
in vivo

[102]

naYf4 Yb3+, tm3+ kwas poliakrylowy (paa) długoterminowe obrazowanie 
in vivo

[33]

naYf4 Yb3+, er3+ streptawidyna detekcja dna [103]
naYf4 Yb3+, er3+ sio2 + kwas foliowy (fa) detekcja komórek rakowych [104]
naYf4 Yb3+, er3+ sio2, przeciwciało znakowanie i obrazowanie komó-

rek hela, terapia fotodynamiczna
[90, 105]

naYf4 Yb3+, er3+ poli(etylenoimina) pei 
ftalocyjaninazynku

terapia fotodynamiczna [106]

naYf4 Yb3+, er3+ kwas foliowy chitosan obrazowanie komórek nowotworo-
wych płuc

[107]

naYf4 Yb3+, er3+ pei obrazowanie in vivo nicieni [108]

naYf4 Yb3+, er3+, gd3+ cytrynian/kwas oleinowy 
(oa), 18f

multimodalna tomografia 
emisyjna, rezonans magnetyczny

[7]

naYf4 Yb3+, er3+ sio2 obrazowanie sirna w żywych 
komórkach

[109]
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matryca domieszka ligand Zastosowanie ref.

naYf4 Yb3+, tm3+ 
Yb3+, ho3+ 
Yb3+, ho3+, ce3+

– obrazowanie in vivo [110]

naYf4 Yb3+, er3+ naYf4/sio2 terapia fotodynamiczna [95]

naYf4 nd3+ hipertermia [92]

ndf3 – sio2 obrazowanie nir-nir in vivo [111]

Y2o3 er3+ peg detekcja komórek rakowych [112]
Y2o3 Yb3+, er3+ peg 

streptawidyna
biologiczne znakowanie [113]

YVo4 eu3+ – oznaczanie h2o2 i silnych 
utleniaczy

[114]

Ze względu na unikalne właściwości fizyko-chemiczne (omówione w sekcji 
1.2.), nanoluminofory domieszkowane lantanowcami mogą być stosowane w wielu 
dziedzinach nauk biologicznych [38, 94, 115–118]. na rysunku 6 przedstawiono 
klasyfikację biologicznych zastosowań nanoluminoforów. podzielono je na 3 kate-
gorie: zastosowania pasywne (obrazowanie), modulacyjne (czujniki) oraz aktywne 
(terapie). 

W większości udokumentowanych badań, ln:nps stanowią pasywne lumino-
fory, których właściwości spektroskopowe zasadniczo nie podlegają wpływom che-
micznego otoczenia. po odpowiedniej modyfikacji powierzchni nanoluminofory 
selektywnie wiążą się z odpowiednimi grupami funkcyjnymi na powierzchni komó-
rek. W wyniku akumulacji tak zmodyfikowanych znaczników w preparatach biolo-
gicznych możliwe jest obrazowania morfologii i struktury tkanek, komórek i struk-
tur subkomórkowych (rozdział 3.4.). Zalety Ucnps w zastosowaniach pasywnych, 
wynikają z wysokiej fotostabilności [119] tych związków, a także z możliwości obra-
zowania ich lokalizacji w tkankach i organach w długotrwałych eksperymentach 
in vitro lub in vivo. ponadto wykorzystanie metod dwufotonowych pozwala badać 
lokalizację nanoznaczników nie tylko w cienkich preparatach komórkowych, ale 
również w całych organach lub nawet w małych zwierzętach. takie nanolumino-
fory wykorzystuje się również chętnie do obrazowania innymi, wymienionymi na 
rysunku 6 i omówionymi w rozdziale 3.4. i 3.6., metodami.
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rysunek 6.  schemat przedstawiający grupy biologicznych zastosowań nanoluminoforów domieszkowanych 
lantanowcami

figure 6.  major groups of biological applications of lanthanide doped nps

W drugiej analitycznej grupie zastosowań, luminescencja ln:nps jest modu-
lowana przez inne cząsteczki (np. barwniki) lub w odpowiedzi na określone para-
metry biofizyczne otoczenia. przykładem mogą być czujniki hybrydowe omówione 
w rozdziale 3.3., w których barwnik organiczny zaadsorbowany na powierzchni 
nanokrystalitu absorbuje fotony emitowane przez Ucnp. do konstrukcji tych czuj-
ników wybierane są barwniki, których widmo absorpcji zmienia się w zależności od 
otoczenia (np. ph czy co2), przy czym barwnik ten nie musi wykazywać własnej 
luminescencji. Jest to istotne, ponieważ łatwiej jest skonstruować czujnik, w któ-
rym pomiar polega na rejestracji względnych zmian emisji Ucnp, niż na określaniu 
absorbancji. przykładem takiego barwnika może być czerwień fenolowa, która jest 
wrażliwa na zmiany ph lub błękit bromotymolowy, który reaguje zmianą barwy na 
obecność co2. 

kolejny typ czujników aktywnych opiera się na analizie pośredniej, która 
wykorzystuje zjawisko rezonansowego transferu energii (ret) między Ucnp jako 
donorem oraz inną cząsteczką (barwnikiem, plazmonami metalicznego złota) jako 
akceptorem (rozdział 3.1. i 3.2.). czujnik, w odpowiedzi na bodziec (tj. obecność 
akceptora w bliskim sąsiedztwie donora), reaguje zmianą intensywności lumine-
scencji donora, skróceniem czasów życia poziomów wzbudzonych donora, lub 
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pojawieniem się emisji akceptora. Zjawisko to jest powszechnie wykorzystywane 
w biologii do badania procesów biochemicznych, badania konformacji białek czy 
też wykrywania nukleotydów. W porównaniu z tradycyjnie stosowanymi w tym 
celu barwnikami organicznymi, zastosowanie Ucnps do konstrukcji tych czujni-
ków umożliwia znaczne uproszczenie metod pomiarowych, gdyż wykonanie testów 
nie wymaga wyrafinowanego oczyszczania i przygotowania próbek biologicznych. 
takie rozwiązanie oferuje również znaczną poprawę czułości poprzez wyelimino-
wanie sygnału tła. 

ostatnią grupą zastosowań modulacyjnych omawianych znaczników jest ana-
liza bezpośrednia, gdzie zmianom otoczenia (np. temperatury, stężenia związków 
chemicznych) towarzyszą zmiany właściwości spektroskopowych samych lanta-
nowców wbudowanych w znaczniki. Zastosowania te są omówione w rozdziałach 
3.3., 3.5. i 3.6.

domieszkowane lantanowcami nanoznaczniki mogą również aktywnie oddzia-
ływać na komórki. Zarówno możliwość lokalnego podgrzania otoczenia, jak i inten-
cjonalne generowanie wolnych rodników, doskonale nadają się do zastosowań 
w hipertermii lub terapii fotodynamicznej nowotworów. największą zaletą Ucnp 
w tej grupie zastosowań jest możliwość wykorzystania promieniowania z zakresu 
bliskiej podczerwieni, które zapewnia głębokie wnikanie światła wzbudzającego 
w tkanki i mało inwazyjną terapię. Zagadnienia te zostały omówione w rozdziale 
3.5. i 3.7. interesujące są również hybrydy, czyli platformy nanobiotechnologiczne, 
które łączą w sobie kilka z w/w cech, umożliwiając wielomodalne obrazowanie sko-
jarzone z wielomodalną terapią. takie hybrydy omówiono w rozdziale 3.8.

aktualnie jednym z najpowszechniej rozwijanych zastosowań znaczników lumi-
nescencyjnych są analizy pozaustrojowe, gdyż odgrywają ważną rolę w badaniach 
materiału biologicznego i szybkim wykrywaniu substancji będących wskaźnikami 
zagrożenia zdrowia ludzkiego, czy też środowiska naturalnego [120]. W obszarze 
zainteresowań są testy przesiewowe chorób genetycznych, obecności zanieczysz-
czeń bakteryjnych w wodzie i produktach spożywczych oraz wykrywanie zakażeń 
drobnoustrojowych itp. [121]. idealne testy powinny umożliwiać przeprowadzenie 
analizy w sposób szybki i wysoce wydajny bez konieczności złożonego przygotowa-
nia próbki, co powinno nie tylko znacząco skracać czas analizy, ale także obniżać jej 
koszty. Ze względu na czułość i techniczną prostotę metod pomiarowych, a także 
dostępność czułych detektorów i efektywnych źródeł światła, w testach biologicz-
nych najczęściej stosuje się metody bazujące na fluorescencji.

testy wykorzystujące luminescencję można podzielić na testy heterogeniczne 
oraz homogeniczne. testami heterogenicznymi nazywane są testy prowadzone 
w układach wielofazowych zawierających fazę stacjonarną i fazę ruchomą. Wyma-
gany jest w nich etap oddzielania substancji będących zanieczyszczeniami i tych, 
które nie brały udziału w przeprowadzanej reakcji. testy homogeniczne z kolei są 
prowadzone w układach jednofazowych i nie wymagają etapu rozdzielenia, co jest 
niewątpliwą zaletą i może znacznie uprościć oraz przyspieszyć analizy.
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2.1. testy heterogeniczne

rozróżniane są dwa rodzaje testów heterogenicznych: test konkurencyjny oraz 
niekonkurencyjny [46]. W przypadku testu konkurencyjnego, przedstawionego na 
rysunku 7a, analit konkuruje ze znakowaną sondą w wiązaniu do wychwytującej 
molekuły przeciwciała. intensywność luminescencji uzyskana w takim ekspery-
mencie jest odwrotnie proporcjonalna do stężenia analitu w badanej próbce, co 
jest pokazane na wykresie 7c. W teście niekonkurencyjnym, przedstawionym sche-
matycznie na rysunku 7b, znakowana sonda przyłącza się do molekuły wychwy-
tującej dopiero po uprzednim przyłączeniu cząsteczki analitu. Jak przedstawiono 
na rysunku 7d uzyskana intensywność sygnału jest więc wprost proporcjonalna do 
stężenia analitu w próbce. 

rysunek 7.  schemat testu heterogenicznego z udziałem nanocząsteczek konwertujących w górę
figure 7.  schematic illustration of heterogenic assay with up-converting nanoparticles

Jednym z bardziej znanych testów heterogenicznych jest test przepływu bocz-
nego inaczej zwany testem kasetkowym. na rysunku 8, pokazano najczęściej stoso-
wany test kasetkowy, w którym płytka testowa jest podzielona na kilka obszarów. na 
płytce wydzielona jest strefa, na którą naniesiona zostaje próbka z analitem. tuż za 
nią znajduje się kolejna strefa płytki z cząsteczkami odpowiedzialnymi za selektywne 
przyłączenie analitu i generację sygnału podlegającego późniejszej detekcji. dzięki 
działaniu sił kapilarnych, badana próbka przepływa wzdłuż płytki, a cząsteczki ana-
litu wiążą się z odpowiednimi biomolekułami, które są znakowane luminoforami. 
następnie, takie koniugaty przemieszczają się wraz z roztworem wzdłuż membrany 
nitrocelulozowej, gdzie są selektywnie wyłapywane przez molekuły wychwytujące, 
które osadzono na liniach testowych oraz kontrolnych. przykładem wykorzystania 
testu kasetkowego z użyciem konwertujących w górę nanocząsteczek luminoforów 
był test na obecność narkotyków w ślinie, a także wykrywanie obecności bakterii 
Escherichia coli o157:h7 [122].
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rysunek 8.  test przepływu bocznego z użyciem konwertujących w górę nanocząsteczek luminoforów
figure 8.  lateral flow test with up-converting nanoluminophores

odróżnienie analitów następowało w wyniku rejestracji położenia lumines-
cencyjnego kompleksu na płytce jak i barwę charakterystyczną dla wychwyconego 
luminoforu.

test kasetkowy z użyciem konwertujących w górę nanocząsteczek luminofo-
rów został również wykorzystany do detekcji małych gram-ujemnych pałeczek 
bakterii Yersinia pestis [123]. dolny limit detekcji wyniósł 104 cfU/ml. ilość ta jest 
wystarczająca do wykrycia bakterii we krwi organizmu zakażonego Y. pestis [123]. 
Zastosowany schemat testowy był dziesięciokrotnie bardziej czuły niż test immuno-
chromatograficzny oparty na koloidalnych cząsteczkach złota [124]. mader [125] 
w swojej rozprawie doktorskiej przedstawiła badania nad możliwością wykrywania 
ludzkiej albuminy surowiczej hsa (ang. human serum albumin) w oparciu o kon-
kurencyjny model testu heterogenicznego. 

corstjens [126] wraz ze współpracownikami opracowali heterogeniczny nie-
konkurencyjny test kasetkowy do wykrywania nawet 0,7 fmol pojedynczej nici 
oligonukleotydu oparty na mechanizmie hybrydyzacji kanapkowej. test prze-
pływu bocznego z użyciem nanocząsteczek gd2o3:eu3+ został także wykorzystany 
do detekcji kwasu 3-fenoksybenzoesowego. Związek ten jest traktowany jako 
wskaźnik ekspozycji na insektycydy pyretroidowe – grupę organicznych związków 
naturalnych bądź syntetycznych używanych do ochrony roślin przed szkodnikami 
[127]. dzięki wykorzystaniu nanoluminoforów osiągnięto limit detekcji kwasu 
fenoksy benzoesowego na poziomie 1,4 µg/l [128]. W teście elisa (ang. enzyme-
linked immuno-sorbent assay) dla tego samego analitu dolny limit detekcji wynosi   
0,1  ng/ml co świadczy o nieznacznie większej czułości standardowego testu [127]. 
Jednak czułość testu nie zawsze ma decydujące znaczenie w wyborze metody pomia-
rowej, szczególnie tam, gdzie liczy się koszt, szybkość i prostota wykonania analizy. 
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testy kasetkowe znajdują również szerokie zastosowanie w analizach ilościo-
wych, do wykrywania wielu analitów jednocześnie [122]. poprawa stosunku sygnału 
do szumu, poprzez użycie znaczników zdolnych do konwersji energii w górę, zwięk-
sza możliwości wykorzystania takiego schematu testowego do analizy pozaustro-
jowej wielu biologicznych komponentów. Wzbudzenie światłem podczerwonym 
pozwala zwiększyć czułość analiz, przede wszystkim poprzez wyeliminowanie 
autofluorescencji. 

2.2. testy homogeniczne

innym przykładem testów luminescencyjnych są testy homogeniczne wykorzy-
stujące mechanizm lret (ang. Luminescence Resonance Energy Transfer). mecha-
nizm lret jest analogiczny do znanego zjawiska försterowskiego bezpromieni-
stego transferu energii (fret) [129, 130]. Zjawisko to polega na bezpromienistym 
i rezonansowym przekazaniu energii z donora (d), będącego w stanie wzbudzonym, 
do znajdującego się w bezpośrednim sąsiedztwie akceptora (a) w stanie podsta-
wowym. efektywność transferu energii ηda między d i a zależy od stopnia nakła-
dania się widm emisji donora de i absorpcji akceptora aa (tzw. całki nakładania 
J(λ)), względnej orientacji dipoli obu molekuł oraz od odległości między nimi rda. 
opisane zależności wraz ze schematem testu homogenicznego przedstawiono na 
rysunku 9. 

rysunek 9.  schemat testu jednorodnego wykorzystującego mechanizm lret (a). Zależność wydajności pro-
cesu transferu energii lret od odległości pomiędzy molekułami donora i akceptora (b), J(λ) 
oznacza całkę pokrywania się emisji donora de i absorpcji akceptora aa (c)

figure 9.  a schematic illustration of homogenous assay exploiting the lret mechanism (a). the depen-
dence of lret efficiency on distance between donor and acceptor molecules (b), J(λ) denotes 
overlap integral of donor’s emission de and acceptor’s absorbance aa (c)
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mechanizm fret zachodzi poprzez oddziaływania dipol–dipol dalekiego zasięgu 
i jest efektywny w obrębie odległości pomiędzy d i a porównywalnych z wymia-
rami większości biologicznych makromolekuł, tj. od 1 do 10 nm. fret znajduje 
powszechne zastosowanie w naukach biologicznych i służy do badania zmian kon-
formacji białek, reakcji asocjacji lub dysocjacji, charakteryzacji miejsca wiązania 
antygen–przeciwciało, hybrydyzacji dna/rna i w konsekwencji bioobrazowania 
i biodetekcji. Wynika to z faktu, że efektywność fret zależy monotonicznie od 
odległości rda, dzięki czemu zjawisko to zyskało nazwę „linijki spektroskopowej” 
[131]. 

Zbliżaniu się molekuł donora i akceptora towarzyszy bezpromienisty transfer 
energii, co skutkuje wygaszaniem fluorescencji donora i pojawieniem się emisji świa-
tła z molekuł akceptora [41, 131]. najbardziej wiarygodną metodą pomiaru stęże-
nia analitu jest jednak porównanie czasów życia luminescencji donora w obec ności 
akceptora (τda) i czasów życia emisji izolowanego donora (τd) [131]. Znajomość 
τda oraz τd (τda < τd) pozwala w prosty sposób wyznaczyć efektywność transferu 
energii (η = 1 – τda/τd). tak uzyskana wartość η, pozwala z kolei oszacować odleg-
łości RDA między molekułami donora i akceptora. Wynika to z faktu, że sprawność 
transferu energii η jest równocześnie funkcją odległości rda, zgodnie z równaniem  
η = [1 + (rda/ro)

6]–1. r0 jest odległością forstera, czyli odległością, przy której  
η = 50% i jest to stała, zależna od użytych molekuł d i a. 

Jako donory i akceptory tradycyjnie stosowano molekuły barwników orga-
nicznych. ich cechy foto-fizyczne wprowadzają jednak wiele niejednoznaczności 
i potencjalnych źródeł błędów, zarówno na etapie pomiaru jak i interpretacji danych. 
ich bardzo krótkie czasy życia, na poziomie piko-/nanosekund, znacznie kompli-
kują stronę techniczną pomiaru. Zmuszają do stosowania ultrakrótkich impulsów 
światła wzbudzającego oraz ultraszybkich detektorów (fotopowielaczy, fotodiod 
lawinowych), a także techniki zliczania fotonów (ang. time correlated single photon-
counting, tcspc). Barwniki organiczne wymagają wzbudzenia w zakresie ultra-
fioletu lub wysokoenergetycznej części światła widzialnego, co sprzyja pojawieniu 
się autofluorescencji biomolekuł i przyczynia się do obniżenia czułości biotestów. 
ponadto, molekuły organiczne wykazują niewielkie przesunięcie stokes’a i bardzo 
szerokie pasma emisji, co sprzyja nakładaniu się pasm emisji donora i akceptora, 
i ze względu na stosowaną metodę detekcji pozornie podnosi efektywność transferu 
energii. molekuły organiczne podlegają również fotowybielaniu, co ogranicza czas 
prowadzenia eksperymentu i w konsekwencji zmniejsza czułość biotestów. 

Jako molekuły donorów, stosowane są również chelaty i kryptaty lantanowców. 
Związki te charakteryzują się większą foto-stabilnością oraz długimi czasami życia 
luminescencji. Jednak w porównaniu z nanoluminoforami, chelaty i kryptaty jonów 
lantanowców w roztworach wodnych wykazują większe wygaszanie luminescencji 
lantanowca, gdyż zapewniają mniejszą ochronę przed oddziaływaniem z moleku-
łami rozpuszczalnika [132]. sondy luminescencyjne, zawierające jon lantanowca, 
muszą charakteryzować się wysoką stabilnością termodynamiczną, inertnością oraz 
wysyceniem sfery koordynacyjnej centralnego jonu lantanowca. Zaprojektowanie 
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i synteza takich organicznych związków specyficznie chelatujących jony lanta-
nowców wymaga dużego doświadczenia. Większość chelatowych związków jonów 
lantanowców wymaga obecności organicznych ligandów służących jako anteny lub 
uczulacze jonu ln3+. Większość organicznych uczulaczy jest jednak podatna na 
fotowybielanie, co uniemożliwia długotrwałe i efektywne pomiary [133]. poza tym, 
wygaszanie luminescencji takiego kompleksu może zachodzić również poprzez 
transfer elektronu między jonem lantanowca a ligandem [134]. 

W charakterze akceptorów można również użyć innych luminoforów, np. kro-
pek kwantowych. te wykazują jednak „migotanie” a maksimum emisji jest zależne 
od wielkości krystalitów. W większości przypadków kropki kwantowe wymagają, 
podobnie jak barwniki organiczne, wzbudzania w zakresie światła UV lub niebie-
skiego, co indukuje autofluorescencję tła i skutkuje spadkiem czułości prowadzo-
nych analiz. W przypadku jonów lantanowców i ich związków kompleksowych 
można zaniedbać autofluorescencję poprzez użycie wzbudzania impulsowego oraz 
zastosowanie technik pomiarów/obrazowania rozdzielczych w czasie. techniki te 
są jednak bardziej skomplikowane i czasochłonne w porównaniu do bezpośrednich 
pomiarów intensywności luminescencji. Wadą większości kropek kwantowych jest 
ich cytotoksyczność. przypuszcza się, że jest ona spowodowana w głównej mierze 
uwalnianiem jonów cd2+ z rdzenia kropek kwantowych a także oddziaływaniem ze 
składnikami żywej komórki [135]. 

metody detekcji lret pozwalają wykryć niewielki nawet sygnał z uczulanej 
donorem emisji akceptora. stosuje się pomiary czasów życia luminescencji donora 
lub samej intensywności emisji donora, które wynikają z oddziaływania między 
donorem a akceptorem. dzięki wykorzystaniu mechanizmu fret możliwe jest 
wykrycie analitu nawet w niewielkich subnanomolowych stężeniach [136]. ma 
to krytyczne znaczenie, ponieważ minimalizuje objętość próbek i ilość użytych 
reagentów.

po wzbudzaniu światłem z zakresu bliskiej podczerwieni (nir) w nieobecności 
analitu obserwuje się sygnał w postaci światła widzialnego. W obecności analitu 
dochodzi do bezpromienistego przekazania energii zgodnie z mechanizmem lret 
od donora do akceptora i obserwowana emisja donora zanika, a czas życia jego 
luminescencji ulega skróceniu. 

testy homogeniczne oparte na mechanizmie lret znalazły zastosowanie mię-
dzy innymi w wykrywaniu śladowych (nanomolowych) stężeń awidyny w próbkach 
biologicznych [137]. Wykorzystano do tego celu przyłączone do biotyny nanoko-
loidalne złoto oraz biotynylowane nanoluminofory konwertujące w górę. W celu 
wykorzystania w analizach ilościowych metody fret zmierzono widma lumines-
cencyjne w funkcji stężenia awidyny w próbce. luminescencja była wygaszana 
stopniowo wraz ze wzrostem stężenia awidyny. Wykazano liniową zależność mię-
dzy względną intensywnością luminescencji a stężeniem awidyny w przedziale od 
0,5 nm do 370 nm. odpowiedzialne za ten efekt są specyficzne interakcje między 
biotyną i awidyną, które umożliwiają łączenie biotynylowanych nanocząsteczek 
złota z powierzchnią biotynylowanych Ucnps i tym samym zajście zjawiska lret. 
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innym przykładem wykorzystania mechanizmu fret był test immunologiczny 
koziej przeciwludzkiej immunoglobuliny g (igg) przedstawiony schematycznie na 
rysunku 10 [138]. test ten umożliwił detekcję i ilościowe oznaczenie przeciwciał, 
na podstawie spadku intensywności luminescencji nanoluminoforów Ucnps. na 
skutek reakcji immunologicznej pomiędzy kozią przeciwludzką igg (przeciwciało 
pierwszorzędowe) i dwoma innymi białkami (antygen na powierzchni donora i dru-
gorzędowe przeciwciało na powierzchni akceptora) następowało zmniejszenie odle-
głości pomiędzy donorem i akceptorem. W wyniku zbliżenia się molekuł, energia 
wzbudzonego promieniowaniem nir donora (naYf4: Yb3+, er3+) była bezpromieni-
ście wygaszana przez nanocząsteczki złota, pełniące rolę akceptora.

rysunek 10.  schemat procesu lret pomiędzy naYf4: Yb3+, er3+ (donor) a nanocząstką au (akceptor)
figure 10.  scheme of lret process between naYf4: Yb3+, er3+ (donor) and au nanoparticle (acceptor) 

przedstawiony mechanizm może być wykorzystany w różnorodnych testach 
służących do wykrywania innych bio-molekuł. kumar i Zhang [136] opisali sposób 
wykorzystania Ucnps do detekcji dna. stosowanie nanoluminoforów w testach 
dna/rna, nie wymaga użycia radioaktywnych izotopów przez co ogranicza pro-
blemy produkcji, użycia i utylizacji radioaktywowanych testów, które stosowane są 
jeszcze obecnie.

na rysunku 11 przedstawiono schemat działania sondy dna wykorzystujący 
mechanizm lret. sonda oligonukleotydowa połączona z Ucnp wiąże się z kom-
plementarnym fragmentem dna lub rna. Barwnik interkalujący wbudowuje się 
w podwójną nić kwasu nukleinowego, tym samym zmniejsza się odległość dzieląca 
go od konwertujących w górę nanocząsteczek i możliwy jest transfer lret mię-
dzy Ucnp a barwnikiem. Wydajność kwantowa luminescencji barwnika znacznie 
wzrasta po dodaniu do badanego roztworu nici komplementarnej do nici dna zna-
kowanej nanocząsteczkami. Wydajność wiązania barwnika organicznego do poje-
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dynczej nici dna jest niska i dlatego przy braku nici docelowej (komplementarnej 
do nici znakowanej), emisja barwnika interkalującego jest nieznaczna. W obecności 
docelowej nici dna dochodzi do hybrydyzacji z sondą i barwnik interkaluje mię-
dzy dwie nici z wydajnością znacznie większą niż w przypadku nici pojedynczych. 
opracowany test pozwala na czułe analizy ilościowe z progiem detekcji na poziomie 
20 fmol. tak wysoką czułość osiągnięto dzięki wzbudzeniu w zakresie światła pod-
czerwonego, co pozwala uniknąć bezpośredniego wzbudzania barwnika organicz-
nego oraz autofluorescencji materiału biologicznego. Z kolei Jiang i Zhang [109] 
wykorzystali mechanizm fret do badania cząsteczek sirna (ang. small interfering 
RNA) w żywych komórkach. cząsteczki sirna to małe interferujące dwuniciowe 
rna odpowiedzialne za specyficzne i wybiórcze wyciszanie genów w zależności 
od ich sekwencji nukleotydowej. Użycie nanocząsteczek w dostarczaniu sirna do 
wybranych komórek może znaleźć zastosowanie w terapii klinicznej.

rysunek 11.  sondy dna wykorzystujące mechanizm lret 
figure 11.  dna probes using lret mechanism

podobna metoda została wykorzystana do analizy aktywności endonukleazy 
– enzymu odpowiedzialnego za proces cięcia oligonukleotydów [139]. rysunek 12 
przedstawia reakcję hydrolizy enzymatycznej katalizowaną przez endonukleazę, 
która prowadzi do rozdzielenia fluoroforu (f) i wygaszacza (Q), które są uloko-
wane w różnych miejscach oligonukleotydu. W konsekwencji odblokowana zostaje 
emisja fluoroforu wzbudzanego na drodze mechanizmu lret przez konwertującą 
w górę nanocząsteczkę luminoforu również przyłączoną do nici oligonukleotydu. 
W tym przypadku obserwacja emisji świadczy o obecności w układzie aktywnej 
formy enzymu endonukleazy. ten test umożliwia bezpośredni pomiar aktywności 
bez konieczności znakowania analizowanego białka.
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rysunek 12.  Wykrywanie aktywności enzymatycznej 
figure 12.  enzymatic activity detection

kolejnym przykładem wykorzystania konwertujących w górę nanocząsteczek 
luminoforów i mechanizmu fret, może być, przedstawiony przez Wang’a i li [99], 
nieenzymatyczny pomiar glukozy w roztworach wodnych. W doświadczeniu wyko-
rzystany został mechanizm lret, w którym nanokryształy laf3:ce3+/tb3+ modyfi-
kowane glukozą służyły jako donor, a modyfikowany kwasem aminofenyloborono-
wym (apBa) izotiocyjanian rodaminy B (rhBitc) jako akceptor energii. dodanie 
glukozy do systemu zwiększa efektywną odległość między donorem a akceptorem 
poprzez konkurencyjne wiązanie wolnej i związanej z nanokrystalitami glukozy do 
grup kwasu boronowego.

interesująca jest także przedstawiona przez kuningasa i współpracowników 
metoda wykrywania estradiolu w surowicy krwi [97, 140]. W eksperymencie użyto 
nanoluminofory la2o2s:Yb3+,er3+ pokryte przeciwciałami e2, które w procesie 
konkurencyjnego wiązania estradiolu z surowicy krwi pozwoliły na wykrywanie 
jego nanomolowych stężeń bez skomplikowanego, czasochłonnego przygotowania 
i oczyszczania próbek.

nanoluminofory wykorzystano także jako niespecyficzne sondy dna [100].
nanokrystality laf3:ce3+, tb3+ okryte polimerem wykazują fluorescencję głównie 
ze względu na przejścia energetyczne zachodzące w jonie tb3+. Wykazano, że flu-
orescencja pochodząca z jonów terbu może być wygaszana przez kwasy nukleinowe. 
Wygaszanie zachodzi po utworzeniu wiązań wodorowych między dna i resztą 
kwasu karboksylowego polimeru okrywającego nanoluminofor. Ze względu na bli-
skie położenie molekuł związanych wiązaniami wodorowymi możliwy jest transfer 
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energii między jonem terbu, a molekułą dna. oznaczenie stężenia dna z wyko-
rzystaniem tego efektu było możliwe poprzez pomiar zmian intensywności lumine-
scencji jonów tb3+.

2.3. nanoczujniki luminescencyjne

konwertujące w górę nanoluminofory mogą być także użyte, jako czujniki ph 
[141], tlenu [142], dwutlenku węgla [143] czy też amoniaku [144]. ponieważ proces 
konwersji energii w górę nie zależy od parametrów układu innych niż temperatura 
[115], konieczne jest stosowanie nanokrystalitów w połączeniu z odpowiednio 
dobranymi związkami wrażliwymi na dany parametr, np. eterami koronowymi czy 
barwnikami organicznymi. pod wpływem zmiany danego parametru układu, mole-
kuły te reagują zmianą położenia pasm lub intensywności absorpcji i w ten sposób 
modulują emisję nanoluminoforu.

na rysunku 13 przedstawiono schemat czujników ph opartych na Ucnp. po 
wzbudzeniu nanokrystalitu promieniowaniem z zakresu podczerwieni następuje 
emisja promieniowania widzialnego, którego intensywność jest modulowana przez 
zmieniającą się pod wpływem jonów wodorowych absorpcję barwnika organicz-
nego. podstawowym wymogiem jest nakładanie się widma emisji Ucnp i absorpcji 
wskaźnika, który nie powinien wykazywać luminescencji. takie sondy ph działają 
więc na zasadzie efektu wewnętrznego filtra.

rysunek 13.  schemat działania czujników ph opartych na konwertujących w górę nanoluminoforach
figure 13.  a scheme of ph sensors based on up-converting nanoluminophores

sun wraz ze współpracownikami [141] zbudowali czujnik składający się z nano-
prętów naYf4:er3+, Yb3+ oraz błękitu bromotymolowego BtB będącego powszech-
nie używanym wskaźnikiem ph. Zależnie od tego czy BtB jest obecny w swojej 
formie zasadowej czy kwasowej, wykazuje on różną absorpcję czerwonej i zielonej 
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emisji pochodzącej od cząsteczek luminoforu. główną zaletą tego rozwiązania jest 
możliwość obserwacji zmian ph w próbkach biologicznych i w głębszych obszarach 
tkanek, poprzez wykorzystanie wzbudzenia promieniowaniem podczerwonym i eli-
minację autofluorescencji. taka sonda może służyć również, jako wskaźnik rozpusz-
czonych gazów o odczynie kwasowym (np. co2) [143] lub zasadowym (np. nh3) 
[144], a także jako bioczujnik w reakcjach enzymatycznych, w których protony są 
wytwarzane bądź konsumowane. 

W czujnikach gazów zwykle używana jest membrana selektywnie przepuszcza-
jąca cząsteczki gazów, ale nieprzepuszczająca protonów. taka osłona czyni czujnik 
niewrażliwym na zmiany zewnętrznego ph [144]. W oparciu o podobną zasadę 
działania, ali ze współpracownikami zademonstrował czujnik dwutlenku węgla 
pozwalający na wykonywanie pomiarów w zakresie stężeń 0,11 do 3% [143]. 

analitem, którego pomiar odgrywa istotną rolę w fizjologii, diagnostyce i tech-
nologii klinicznej oraz badaniach środowiskowych, jest tlen. achatz ze współpracow-
nikami zaprojektowali pierwszy wzbudzany promieniowaniem nir czujnik tlenu 
oparty na nanokrystalitach naYf4: Yb3+, tm3+ i związku kompleksowym irydu(iii) 
[142]. luminescencja Ucnp w zakresie widzialnym po wzbudzeniu promieniowa-
niem podczerwonym jest wykorzystana do fotowzbudzania kompleksu irydowego, 
który z kolei jest wygaszany przez tlen cząsteczkowy. Wykazano całkowicie odwra-
calny wzrost i spadek emisji pochodzącej od kompleksu irydu(iii) przy pomiarach 
prowadzonych odpowiednio w środowisku argonu i czystego tlenu. 

opisana w tym rozdziale zasada działania czujników hybrydowych jest bar-
dzo prostym, ale skutecznym i poszukiwanym sposobem pomiarów wielu analitów 
chemicznych i biologicznych. przykładem może być wykrywanie wewnątrzkomór-
kowych molekuł sygnalizacyjnych (np. cząsteczek nadtlenku wodoru h2o2), które 
znajduje liczne zastosowania w zrozumieniu procesów zachodzących w komórkach. 
Zdolność komórki do generowania różnych odpowiedzi na sygnały, w powstawa-
nie których zaangażowane są te same przekaźniki drugiego stopnia nie jest obecnie 
wystarczająco poznana, a wynika to z braku odpowiednich metod pomiarowych. 
casanova ze współpracownikami [114] wykorzystali szczególne własności nano-
krystalitów YVo4 domieszkowanych jonami eu3+ do ilościowych i dynamicznych 
pomiarów stężenia h2o2 w żywych komórkach. Jony eu3+ mogą być fotoredukowane 
do jonów eu2+. Utlenianie zredukowanych jonów europu, a tym samym przywró-
cenie luminescencji eu3+, zależy od stężenia h2o2 w badanej próbce. odpowiedź 
czujnika nie jest specyficzna dla h2o2 – podobna regeneracja fluorescencji może 
zostać wykorzystana do pomiaru stężenia innych utleniaczy fizjologicznych np. 
clo– lub no.

2.4. BiooBrazowanie

obrazowanie optyczne jest jedną z najpowszechniej stosowanych metod 
badawczych w biologii i medycynie. obrazowanie z wykorzystaniem znaczników 
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i metod fluorescencyjnych pozwala badać nie tylko morfologię i strukturę orga-
nizmów żywych, ale zrozumieć również funkcjonowanie oraz mechanizmy wielu 
zjawisk i procesów biologicznych.

Jednym z podstawowych problemów związanych z wykorzystaniem trady-
cyjnych fluorescencyjnych barwników organicznych, kropek kwantowych oraz 
domieszkowanych barwnikami organicznymi nanocząstek krzemionkowych jest 
rozpraszanie światła wzbudzającego i emitowanego. problematyczny jest także 
wysoki współczynnik absorpcji chromoforów tkankowych oraz obecność autoflu-
orescencji biochemicznych składników tkanek. długości fali światła stosowane do 
wzbudzania nanocząsteczkowych luminoforów konwertujących w górę mieszczą się 
w zakresie tzw. okna optycznego skóry. Światło o energii z tego zakresu jest słabiej 
absorbowane przez składniki skóry, przez co zdolne jest do głębszej penetracji tka-
nek i wzbudzenia nanoluminoforów.

obrazowanie optyczne z wykorzystaniem konwertujących w górę nanoczą-
steczek luminoforów znajduje coraz więcej zastosowań głównie dzięki niewielkiej 
inwazyjności, głębokiej penetracji wzbudzającego światła podczerwonego a także 
odporności nanocząsteczek na fotowybielanie. nanokrystality naYbf4, domieszko-
wane jonami er3+, tm3+ oraz ho3+,wykorzystano w obrazowaniu komórek nowotwo-
rowych [73]. Współdomieszkowanie jednej matrycy kilkoma jonami lantanowców 
pozwala uzyskać emisję w zakresach długości fal odpowiadających różnym barwom. 
Znana jest także praca przedstawiająca obrazowanie przewodów pokarmowych 
nicieni Caenorhabditis elegant [145]. 

pierwszy eksperyment z użyciem Ucnp obrazujący in vivo tkanki małych 
ssaków został przeprowadzony z nanokrystalitami naYf4:Yb3+,er3+ pokrytymi poli-
etylenoiminą [31]. Badacze obrazowali także in vitro komórki macierzyste szpiku 
kostnego, wykazując brak toksyczności stosowanych nanokrystalitów. Badania pro-
wadzono stosując roztwory nanokrystalitów o stężeniach 1 µg/ml i 25 µg/ml, przy 
czasie ekspozycji od 24 do 48 godzin [31]. 

tian wraz ze współpracownikami [110] zademonstrowali możliwość wielo-
barwnego bioobrazowania żywych organizmów. aby uzyskać obrazy pozbawione 
autofluorescencji, wykorzystano nanoluminofory naYf4:Yb3+/tm3+, naYf4:Yb3+ho3+ 
i naYf4:Yb3+/ho3+/ce3+ wzbudzane wiązką światła o długości fali 974 nm. dzięki 
selektywnej biofunkcjonalizacji powierzchni tych różnobarwnych nanokrystalitów, 
ukazano możliwość jednoczesnego obrazowania kilku różnych tkanek [110]. inną 
metodę uzyskania różnobarwnej emisji anty-stokesowskiej zaproponował cheng 
ze współpracownikami. Zespół ten zsyntetyzował serię nanoluminoforów naYf4 
wykazujących różnokolorową emisję, którą to modyfikowano zmieniając względną 
ilość i rodzaj jonów domieszkujących (Y3+, Yb3+, er3+/tm3+) [146]. obrazowanie 
luminescencji in vivo, przedstawione na rysunku 14, zademonstrowano wstrzyku-
jąc żywej myszy nanokrystality pokryte amfifilowym polimerem. nanoluminofory 
wykorzystano w multipleksowanym mapowaniu naczyń limfatycznych. Zsynte-
tyzowanych nanocząstek użyto także do wielokolorowego znakowania komórek 
nowotworowych i śledzenia komórek in vivo przez obrazowanie luminescencji 
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nanoluminoforów. dodatkowo, autorzy porównali czułość kropek kwantowych 
i nanoluminoforów w obrazowaniu in vivo. Ze względu na autofluorescencję tła, 
limit detekcji Ucnp był o rząd wielkości niższy niż konwertujących w dół kropek 
kwantowych.

rysunek 14.  Wielokolorowe bioobrazowanie. a) Widma emisji trzech zawiesin Ucnps po wzbudzeniu świa-
tłem lasera przy 980 nm. b) Zdjęcie fluorescencji trzech roztworów nanokrystalitów. c) Zdjęcie 
żywej myszy, d), e), f), wielokolorowe obrazy luminescencji in vivo żywej myszy po wstrzyknięciu 
różnych roztworów Ucnps. g) Złożenie obrazu trzech kolorów Ucnps. Umieszczono za zgodą 
z [141], l. cheng, k. Yang, s. Zhang, m. shao, s. lee, Z. liu, nano res, 3 (2010), pp. 722–732

figure 14.  multicolor imaging. a) emission spectra of three Ucnps solutions after excitation with laser 
radia tion at 980 nm. B) photography of the fluorescence of three nanocrystals solutions. c) photo 
of live mouse, d), e), f), multicolor in vivo images of luminescence in live mouse after injection 
of three Ucnps solutions. g) image of three colors of Ucnps. reproduced with permission from 
[141], l. cheng, k. Yang, s. Zhang, m. shao, s. lee, Z. liu, nano res, 3 (2010), pp. 722–732

Jalil ze współpracownikami badali biokompatybilność Ucnp naYf4: Yb3+, 
er3+/Yb3+, tm3+ pokrytych otoczką krzemionkową [147]. nanokrystality wykazały 
dobrą biokompatybilność zarówno in vitro jak i in vivo. Badane komórki pozosta-
wały żywe nawet przy wysokich stężeniach nanokrystalitów. Badania biodystrybucji 
in vivo wykazały, że płuca oraz serce są organami docelowymi dla nanozwiązków. 
dowiedziono jednak, że już po 7 dniach od wstrzyknięcia organy te są oczyszczone 
z wprowadzonych Ucnp. W długim czasie po podaniu tych nanocząsteczek stwier-
dzono, że odkładają się one w wątrobie i śledzionie. Zagadnienia nanotoksykologii 
omawianych znaczników luminescencyjnych jak i samych związków lantanowców 
są znacznie bardziej złożone [33, 148–150] i wykraczają poza ramy niniejszej pracy.
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Wykorzystanie emisji w zakresie podczerwieni stwarza możliwość obrazowa-
nia głębiej położonych tkanek wskutek mniejszego rozpraszania i tłumienia pro-
mieniowania z tego zakresu spektralnego. Zhou ze współpracownikami (89) prze-
prowadzili inny eksperyment wykorzystujący obrazowanie nir-nir. do tego celu 
wykorzystano nanoluminofory nagdf4:tm3+/er3+/Yb3+ pokryte kwasem azelaino-
wym. kompleksy paramagnetycznego gadolinu są równocześnie najpowszechniej 
stosowanym środkiem kontrastującym w technice rezonansowego obrazowania 
magnetycznego (mri) [61]. Jony gd3+ wbudowane w matrycę domieszkowaną 
innymi lantanowcami, pozwalają na prowadzenie obrazowania multimodalnego, 
tzn. zarówno metodami fluorescencyjnymi (UV→Vis), wykorzystując właściwości 
konwersji energii w górę (nir→Vis, nir) jak i rezonansowego obrazowania mri 
[151]. 

W innym eksperymencie wykorzystano nanokrystality ndf3 pokryte otoczką 
krzemionkową sio2, które po wzbudzeniu światłem o długości fali 730 nm emi-
towały światło w zakresie podczerwieni o długości fali 1056 nm [111]. poza obra-
zowaniem badano także dystrybucję nanokrystalitów ndf3 w żywym organizmie. 
eksperyment pokazał, że badane nanokompozyty nie agregują, ani nie osadzają się 
w płynach ciała, natomiast podlegają niespecyficznemu wychwytowi przez różne 
organy. nanomateriały domieszkowane jonami nd3+ są atrakcyjne ze względu na 
swoją wyjątkową charakterystykę spektralną emisji i wzbudzenia, fotostabilność, 
niską toksyczność oraz wysoko wydajny proces fluorescencji w żywych tkankach. 

do obrazowania in vitro komórek nowotworowych oraz in vivo myszy zapropo-
nowano wykorzystanie wzbudzania światłem o długości fali 915 nm, które w prze-
ciwieństwie do światła 980 nm, nie powoduje lokalnego przegrzania tkanek, gdyż 
jest słabiej absorbowane przez molekuły wody. Uzyskane przez badaczy widma fluo-
rescencji potwierdziły, że wzbudzanie wiązką o długości 915 nm jest korzystniejsze 
w głębokim obrazowaniu tkanek niż użycie wiązki 980 nm [72]. 

Wyzwaniem dla dzisiejszej onkologii jest udoskonalenie metod wczesnego 
wykrywania nowotworów. Zako wraz ze współpracownikami [112] zademonstro-
wali możliwość obrazowania komórek nowotworowych z użyciem nanokrystalitów 
połączonych z cyklicznym peptydem rgd. peptyd ten specyficznie rozpoznaje 
integrynę αvβ3, która jest eksponowana na powierzchni komórek niektórych nowo-
tworów, ale nie występuje w znaczących ilościach na komórkach zdrowych tkanek. 
konwertujące w górę nanoluminofory badano również pod względem użyteczności 
we fluorescencyjnej tomografii dyfuzyjnej [86]. Wyjątkowo dobry stosunek sygnału 
do szumu pozwala wyeliminować artefakty powstające przy rekonstrukcji obrazu, 
które pojawiają się w przypadku stosowania tradycyjnych fluoroforów. nieliniowy 
proces konwersji w górę jest zależny od mocy wzbudzenia i dlatego pozwala uzyskać 
lepszą rozdzielczość przestrzenną rozmieszczenia fluoroforów i wyraźniejsze obrazy 
trójwymiarowe. stabilne nanoluminofory o długotrwałej luminescencji zostały 
wykorzystane do obrazowania różnych organów żywej myszy [152]. W zależności 
od zastosowanej modyfikacji powierzchni nanozwiązków uzyskiwano specyficzne 
znakowanie różnych organów.
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komórki macierzyste dostarczane do organów patologicznie zmienionych 
 wykazują duże możliwości terapeutyczne. Wciąż nie ma jednak wystarczającej wie-
dzy na temat rozmieszczenia i miejsca przeznaczenia wprowadzonych komórek, 
przez co znacznie utrudnione jest efektywne wykorzystanie terapii z ich udziałem. 
idris ze współpracownikami [153] opisali eksperyment z użyciem nanoluminofo-
rów, który w przyszłości może rozwiązać ten problem. do śledzenia komórek macie-
rzystych in vitro oraz in vivo wykorzystano nanoluminofory naYf4:Yb,er pokryte 
otoczką sio2. Wykazano, że zastosowane nanokrystality pozwalają na:
 (i) jednoznaczną wysokorozdzielczą detekcję przeszczepionych komórek, 
 (ii) obrazowanie w całkowicie unaczynionych głębokich tkankach, 
 (iii) dynamiczne obrazowanie in vivo w czasie rzeczywistym dzięki wysokiej 

fotostabilności, 
 (iv) nieinwazyjne obrazowanie komórek w organizmach żywych przez przy-

najmniej jeden tydzień od wprowadzenia do żywego systemu. 
Użycie Ucnp umożliwiło otrzymanie kontrastu pozwalającego na wysokoroz-

dzielcze obrazowanie tkanek i struktur subkomórkowych do głębokości ~1–2 mm, 
co jest porównywalne z wynikiem otrzymanym w wysokorozdzielczej mikrosko-
pii dwufotonowej. głębokość penetracji promieniowania podczerwonego w głąb 
tkanek może sięgać nawet 10–15 cm w zależności od struktury i składu badanych 
tkanek. Wówczas jednak rozdzielczość optyczna jest na tyle mała, że można mówić 
jedynie o obrazowaniu miejsc, w których następuje chwilowa zwiększona akumu-
lacja Ucnp. 

innym ważnym w naukach biologicznych zagadnieniem, jest możliwość obser-
wacji pojedynczych biomolekuł. celem jest badanie oddziaływań molekularnych 
w żywych komórkach. Znane są prace przedstawiające wyniki badań dotyczące 
wykorzystania do tego celu nanorurek diamentowych [154, 155], kropek kwanto-
wych [156] i nanozwiązków złota [157]. Beaurepaire ze współpracownikami [158] 
zaproponowali wykorzystanie nanoluminoforów domieszkowanych jonami lanta-
nowców. Jednym z pierwszych tego typu badań było obrazowanie rozmieszczenia 
kanałów sodowych w miocytach mięśnia sercowego. eksperyment ten pokazał moż-
liwość zastosowania nanoluminoforów w długoterminowych badaniach dynamiki 
dyfuzji biomolekuł i określaniu położenia docelowych receptorów, migracji kom-
pleksów sygnalizujących czy też czynników patogennych w komórkach i tkankach.

2.5. teraPia fotodynamiczna

diagnostyka i terapia fotodynamiczna jest jedną z nowoczesnych metod wykry-
wania i leczenia nowotworów. po ogólnoustrojowym lub miejscowym wprowadze-
niu fotouczulacza, następuje inkubacja i jego selektywna akumulacja w pobliżu 
komórek nowotworowych. mechanizm wychwytu i retencji fotouczulacza nie jest 
do końca poznany [159, 160]. Jako fotouczulacze stosuje się pochodne porfiryn 
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(np. fotofrin®), chlorofilu (np. chlorin e6) lub prekursory fotouczulaczy (np. kwas 
δ-aminolewulinowy, δ-ala, dostępny pod nazwą handlową levulan®) [161–163]. 
fotouczulacz pod wpływem naświetlania inicjuje reakcję fotochemiczną i prowadzi 
do powstania wolnych rodników hydroksylowych lub molekuł wysoce reaktywnego 
tlenu singletowego [164]. powstające molekuły mają zdolność niszczenia biomole-
kuł znajdujących się w pobliżu cząsteczek fotouczulacza, co w konsekwencji prowa-
dzi do intencjonalnego uszkodzenia całych komórek i tkanek. 

trzy główne mechanizmy, prowadzące do zniszczenia tkanki nowotworowej, to 
bezpośrednia fotodestrukcja komórek nowotworowych, zamknięcie naczyń krwio-
nośnych dostarczających substancje odżywcze do zmienionej tkanki i aktywacja 
odpowiedzi immunologicznej przeciwko komórkom nowotworowym [165]. procesy 
te są ograniczone do obszarów, w których selektywnie zgromadził się fotouczulacz. 

terapia fotodynamiczna, pdt, (ang. photodynamic therapy) jest inicjowana 
tylko w obecności światła o odpowiednim natężeniu i odpowiedniej długości fali. 
dzięki małej inwazyjności procedury naświetlania, a także dzięki ograniczeniu 
terapii tylko do obszaru poddanego naświetlaniu, terapia fotodynamiczna stanowi 
alternatywę dla wysoce inwazyjnych zabiegów chirurgicznych, chemioterapii czy 
radioterapii.

rysunek 15.  schemat terapii fotodynamicznej z wykorzystaniem nanocząsteczek konwertujących w górę 
figure 15.  schematic illustration of photodynamic therapy with the use of up-converting nanoparticles

konwencjonalna terapia fotodynamiczna wykorzystuje promieniowanie 
z zakresu widzialnego bądź UV, które ogranicza skuteczność terapeutyczną metody 
w związku z silnym rozpraszaniem i pochłanianiem promieniowania wzbudzają-
cego przez materiał biologiczny.

konwertujące w górę nanocząstki znalazły zastosowanie jako nośniki fotouczu-
laczy i wtórne źródła światła wzbudzającego w terapii przeciwnowotworowej [90, 
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166]. Umożliwiło to wzbudzanie fotouczulaczy promieniowaniem podczerwonym, 
którego głębokość penetracji w tkankach przewyższa kilkukrotnie tę dla promie-
niowania z zakresu widzialnego. Warto zaznaczyć, że nanoluminofory stosowane 
jako źródło światła wzbudzającego fotouczulacz, stanowią trwały i stabilny w czasie 
znacznik luminescencyjny do obserwacji kinetyki i obszaru akumulacji biofunk-
cjonalizowanych nanozwiązków. na rysunku 15 przedstawiono schemat terapii 
fotodynamicznej z wykorzystaniem konwertujących w górę nanoluminoforów. 
rdzeń składający się z Ucnp jest okryty powłoką, w którą wbudowane są cząsteczki 
fotouczulacza. taka struktura jest powierzchniowo aktywowana molekułami, które 
umożliwiają specyficzne łączenie się z komórkami nowotworowymi. pod wpływem 
wzbudzającego światła podczerwonego konwertujący w górę rdzeń emituje światło 
widzialne, które z kolei wzbudza cząsteczki fotouczulacza i za jego pośrednictwem 
powoduje generowanie reaktywnych form tlenu. duża zdolność niszczenia i nie-
wielka zdolność dyfuzji tlenu singletowego powoduje, że w głównej mierze nisz-
czone są komórki nowotworowe w pobliżu których zlokalizowane są omawiane 
nanomateriały. pokazano, że zastosowane nanoluminofory generują milimolowe 
ilości tlenu singletowego pod wpływem promieniowania z zakresu bliskiej pod-
czerwieni o intensywności wzbudzenia dużo mniejszej niż stosowane w przypadku 
innych technik dwufotonowych. 

przykładem wykorzystania struktur typu rdzeń/powłoka/powłoka może być ich 
użycie w terapii fototermicznej komórek nowotworowych [95]. W tym przypadku, 
nanowymiarowe złoto zostało osadzone na pokrytych powłoką krzemionkową 
nanokrystalitach naYf4:Yb3+,er3+/naYf4. poprzez wzbudzenie nanoluminoforów, 
wyemitowane fotony promieniowania zielonego ulegały sprzężeniu z plazmo-
nami powierzchniowymi nanocząstek au, prowadząc do konwersji energii światła 
w energię cieplną. Wspomniane doświadczenie umożliwia potencjalne zastosowa-
nie badanych nanozwiązków w jednoczesnym obrazowaniu i terapii fototermicznej 
komórek nowotworowych.

2.6. nanotermometria

Wielu reakcjom zachodzącym w komórkach towarzyszą zmiany tempera-
tury [167]. Jednak wykonanie pomiarów temperatury z wystarczającą mikrome-
tryczną rozdzielczością przestrzenną i odpowiednią rozdzielczością temperaturową  
(Δt < 1°c) jest jednym z trudniejszych zagadnień w biologii komórki. Badania 
umożliwiają śledzenie wielu mechanizmów zachodzących na poziomie komórko-
wym i obserwację zmian w żywych tkankach. optyczna detekcja temperatury może 
opierać się na pomiarach bezwzględnej lub względnej intensywności fluorescencji, 
a także na zmianach położenia pików luminescencyjnych materiałów nanokrysta-
licznych. Zależność intensywności przejść bezpromienistych od temperatury umoż-
liwia wykorzystanie barwników fluorescencyjnych do pomiaru temperatury żywych 
komórek w diagnostyce nowotworów. organiczne fluorofory ulegają jednak dość 
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szybko wybielaniu, uniemożliwiając prowadzenie pomiarów długoterminowych 
[168]. rozwiązaniem tego problemu może być użycie nieorganicznych luminofo-
rów odpornych na fotowybielanie, np. nanoluminoforów domieszkowanych jonami 
lantanowców. Znane są także nanotermometry złożone z nanorurek węglowych 
wypełnionych ciekłym ga, które umożliwiają pomiar temperatury z wysoką roz-
dzielczością przestrzenną [169]. 

dzięki wykorzystaniu zależnej od temperatury luminescencji nanokrystalitów 
naYf4 domieszkowanych jonami er3+ i Yb3+, możliwy stał się pomiar rozkładu tem-
peratury w układach biologicznych z rozdzielczością przestrzenną umożliwiającą 
badanie pojedynczych komórek. Vetrone ze współpracownikami [91] zademon-
strowali możliwość użycia wrażliwej na temperaturę zielonej konwersji w górę 
nanoluminoforu naYf4:er3+,Yb3+ jako czujnika temperatury w roztworach oraz 
komórkach nowotworowych hela. W pomiarach wykorzystano pasma emisji 
odpowiadające przejściom 2h11/2 → 4i15/2 i 

4s3/2 → 4i15/2 jonu er3+, mierząc stosunek 
ich intensywności w funkcji zmian temperatury. Ze względu na niewielką różnicę 
energetyczną między wymienionymi poziomami wzbudzonymi (wynoszącą ~720 
cm–1), wzbudzenie poziomu 2h11/2 następuje z 4s3/2 na drodze termicznej. Wykonano 
pomiary temperatury w żywych komórkach od 25°c do termicznie indukowanej 
śmierci komórek w 45°c. Wykazano, że badane luminofory mogą być użyte jed-
nocześnie do obrazowania oraz w charakterze nanotermometrów. Z kolei alencar 
wraz ze współpracownikami [170] badali nanokrystality Batio3:er3+. mierzona 
intensywność luminescencji zależy od intensywności procesów relaksacji bezpro-
mienistej zależnych z kolei od wielkości nanokrystalitów. W literaturze opisanych 
jest wiele luminoforów (w tym konwertujących w górę) wykorzystywanych w ter-
mometrii. obszerny opis związków używanych do pomiarów temperatur podczas 
różnych procesów znajduje się m.in. w przeglądowej publikacji alden’a i współpra-
cowników [171]. Większość z nich służy jednak do pomiaru bardzo wysokich tem-
peratur. Wykorzystywane są w pomiarze temperatury podczas procesów spalania 
lub pirolizy, do analizy rozprzestrzeniania się płomieni w pożarach, do pomiarów 
temperatur podczas procesów zachodzących w turbinach gazowych czy też w silni-
kach spalinowych. Z punktu widzenia nauk biologicznych interesujące są materiały 
zapewniające pomiary o dużej rozdzielczości w zakresie fizjologicznych zmian tem-
peratury. dokładna kontrola i optymalizacja procesu wytwarzania nanomateriałów 
pozwala otrzymywać jednorodne biokompatybilne nanokrystality o optymalnej 
wielkości i pożądanych właściwościach.

2.7. hiPertermia – zlokalizowane Podgrzewanie

Już w XiX wieku udało się skorelować spektakularną regresję zmian nowo-
tworowych u pacjentów z wysoką (około 40°c) temperaturą, która towarzyszyła 
infekcjom bakteryjnym. obserwacja ta sprawiła, że zainteresowano się możliwoś-
cią leczenia nowotworów z wykorzystaniem podwyższonej temperatury [172, 173]. 
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Udowodniono, że terapia ciepłem niszczy tkanki nowotworowe lub działa syner-
gistycznie do innych metod leczenia, takich jak radioterapia czy chemioterapia. 
głównym źródłem terapii jest aktywacja limfocytów t, uwalnianie białek szoku 
termicznego, aktywacja czynników transkrypcyjnych nf-κ oraz komórek natural 
killers, a także wzrost ekspresji genu kodującego immunogenny peptyd hsp90 eks-
ponowany na powierzchni komórek nowotworowych. niestety, ogólnoustrojowe 
podwyższenie temperatury działa destrukcyjnie nie tylko na tkanki nowotworowe 
prowadząc do osłabienia całego organizmu i niekiedy nieodwracalnych zmian 
w zdrowych tkankach. W celu zminimalizowania uszkodzeń zdrowych organów 
ważne stało się opracowanie metody przestrzennego ograniczenia zabiegu hiper-
termii. Zlokalizowana hipertermia jest terapią, która pozwala na dokładną kontrolę 
i miejscowe stosowanie hipertermii w celu niszczenia wybranych tkanek. terapia 
ta, wykorzystuje nanowymiarowe cząsteczki zdolne do przekształcenia energii 
zewnętrznego źródła (np. fotonów czy też pola magnetycznego) w energię cieplną, 
która jest przekazywana do otaczających tkanek i komórek. przestrzenna lokali-
zacja jest zwykle osiągana poprzez aktywację nanocząsteczek biomolekułami np. 
antygenami, pozwalającymi uzyskać wybiórcze i specyficzne biologicznie wiązanie 
do określonych komórek. W praktyce klinicznej stosowane były nanocząstki złota 
z przyłączonym fluoroforem, oraz fe3o4 jako kontrastem do obrazowania rezonan-
sem magnetycznym i kropkami kwantowymi jako luminoforami [174]. postępy 
leczenia były obserwowane za pomocą magnetycznego rezonansu jądrowego, który 
jest jednak niekomfortową i kosztowną metodą obrazowania. niedawno wykazano, 
że zlokalizowane podgrzewanie można uzyskać za pomocą dwufunkcyjnych nano-
cząstek naYf4 silnie domieszkowanych jonami nd3+. nanokrystality te mogą służyć 
do zlokalizowanej fototermoterapii z jednoczesnym bioobrazowaniem nir-nir 
[92]. 

2.8. Platformy nanoBiotechnologiczne

różnorodność zastosowań i zalety nanoluminoforów konwertujących w górę 
opisane w poprzednich rozdziałach pozwalają przewidzieć, że ich cząsteczki mogą 
być w prosty sposób zaadaptowane do pełnienia więcej niż jednej funkcji [175]. 
rysunek 16 przedstawia schematycznie nanocząstkę pełniącą rolę platformy nano-
biotechnologicznej. przykładowo platformy, przenoszące chemioterapeutyki w celu 
kontrolowanego i przedłużonego uwalniania leków, mogą dodatkowo przenosić 
fotouczulacze stosowane w terapii fotodynamicznej. dodatkowo platformy te, mogą 
zawierać środki kontrastujące stosowane w magnetycznym rezonansie jądrowym, 
pozytronowej tomografii pet, a także w tradycyjnym obrazowaniu fluorescen-
cyjnym [176]. kumulacja tych nanokompozytów w obszarach chorobowych jest 
wysoce selektywna dzięki aktywacji powierzchni nanocząstek z odpowiednimi 
molekułami. 
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rysunek 16.  schemat przedstawiający wielofunkcyjne nanoplatformy
figure 16.  schematic illustration of multifunctional nanoplatforms

hu wraz ze współpracownikami [104] wykorzystali pokryte osłonką krze-
mionkową nanokryształy naYf4:Yb3+, er3+ do specyficznego obrazowania komórek 
nowotworowych. pokrycie krzemionką umożliwia wprowadzenie do otoczki orga-
nicznego barwnika fluorescencyjnego oraz odpowiednią modyfikację powierzchni 
nanokompozytów. tak powstały kompleks pokryto cienką osłonką z nanocząste-
czek złota, a następnie warstewką glikolu polietylenowego i kwasu foliowego, 
który umożliwiał lokowanie się nanocząsteczek w obszarach o obniżonym ph. tak 
zsyntetyzowane nanoluminofory mogą służyć zarówno do obrazowania za pomocą 
luminescencji [104], jak i rezonansu magnetycznego, a także mogą być zastosowane 
w terapii fototermicznej [1]. 

innym przykładem wykorzystania wielofunkcyjnych nanocząsteczek było 
zaprojektowanie nanozwiązków zawierających paramagnetyczny rdzeń gd2o3 [2]. 
W eksperymencie pokazano możliwość jednoczesnego obrazowania za pomocą 
rezonansu magnetycznego oraz fluorescencji. son i współpracownicy [177] wyko-
rzystali wielofunkcyjne nanokrystality do wykrywania mutacji w pojedynczym 
nukleotydzie. dzięki wykorzystaniu nanokrystalitów fe3o4/gd2o3:eu3+, zmutowane 
fragmenty dna mogły być odseparowane od reszty próbki poprzez działanie pola 
magnetycznego. W eksperymencie wykorzystano zarówno właściwości magne-
tyczne jak i luminescencyjne nanokrystalitów.
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Podsumowanie

konwertujące w górę nanoluminofory znajdują zastosowania w konstrukcji 
biotestów i bioczujników, w znakowaniu biologicznym, a także w obrazowaniu 
i terapii fotodynamicznej. Jedną z największych zalet Ucnp jest możliwość wyko-
nania analiz opartych na zjawisku lret. ta technika pomiarowa otwiera drogę do 
szybkich i przesiewowych testów chorób, mutacji genetycznych a także testowania 
leków in vitro, po to by zawęzić olbrzymią bazę „proto-leków” do najbardziej obiecu-
jących związków [178]. testy wykorzystujące mechanizm lret są jednorodne, nie 
wymagają separacji ani wymywania, znacznie ułatwiając detekcję analitu w prób-
kach bezpośrednio po pobraniu. Ze względu na relatywnie długi zasięg lret’u, 
jako bioaktywne makromolekuły mogą być użyte białka, przeciwciała, itp., posiada-
jące znaczne rozmiary. Zapewnia to wysoką biologiczną specyficzność i wiarygod-
ność detekcji. możliwość wykrycia nawet mało intensywnego sygnału z pomiarów 
intensywności luminescencji, a także czasów życia donora znacznie minimalizuje 
objętość próbki i ilość reagentów prowadząc do obniżenia kosztów analiz.

kolejną zaletą nanoluminoforów oraz nanokrystalitów wielofunkcyjnych, jest 
możliwość użycia ich, jako nośniki leków. Zastosowanie odpowiednich nanonoś-
ników może poprawić rozpuszczalność, biodostępność czy też odporność che-
moterapeutyków na degradację enzymatyczną. Wielofunkcyjne nanoplatformy 
pozwalają ponadto na łączenie kilku metod obrazowania, umożliwiają równoczesną 
weryfikację uwalniania leków oraz inicjują zlokalizowaną foto- lub termoterapię. 
mimo wielu potencjalnych zalet nanotechnologii w badaniach in vivo, konieczna 
jest weryfikacja wpływu nanocząsteczek na organizmy żywe i środowisko. te same 
cechy, które są pożądane i użyteczne z punktu widzenia technologii czy biomedy-
cyny (np. mały rozmiar, przenikanie bariery krew–mózg itp.), mogą przyczynić się 
do niespodziewanej nanotoksyczności. 

Podziękowania

praca została sfinansowana ze środków Wrocławskiego centrum Badań eit+ 
w ramach realizacji projektu „Wykorzystanie nanotechnologii w nowoczesnych 
materiałach” – nanomat (poig.01.01.02-02-002/08) finansowanego ze środków 
europejskiego funduszu rozwoju regionalnego (program operacyjny innowa-
cyjna gospodarka, poddziałanie 1.1.2). a.B. dziękuje również za finansowe wspar-
cie narodowego centrum nauki w ramach grantu nr n n507 58 49 38.



m. misiak, k. prorok, a. BednarkieWicZ438

Piśmiennictwo cytowane

 [1] l. cheng, k. Yang, Y. li, J. chen, c. Wang, m. shao, s.t. lee, Z. liu, angew. chem. int. ed., 2011, 
50, 7385.

 [2] J.-l. Bridot, a.-c. faure, s. laurent, c. rivière, c. Billotey, B. hiba, m. Janier, V. Josserand, 
J.-l. coll, l. Vander elst, r. muller, s. roux, p. perriat, o. tillement, J. am. chem. soc., 2007, 129, 
5076.

 [3] W.W. Yu, Y.a. Wang, X. peng, chem. mater., 2003, 15, 4300.
 [4] Y.h. chang, d.t. Bau, Y.s. lee, c.Y. chen, h.J. huang, f.J. tsai, c.h. tsai, c.Y.c. chen, adv. mater. 

res., 2009, 79-82, 565.
 [5] J. Ye, p. Van dorpe, W. Van roy, k. lodewijks, i. de Vlaminck, g. maes, g. Borghs, J. phys. chem. 

c, 2009, 113, 3110.
 [6] r.s. meltzer, s.p. feofilov, B. tissue, h.B. Yuan, phys. rev. B, 1999, 60, 14012.
 [7] J. Zhou, m. Yu, Y. sun, X. Zhang, X. Zhu, Z. Wu, d. Wu, f. li, Biomaterials, 2011, 32, 1148.
 [8] f. Wang, W.B. tan, Y. Zhang, X. fan, m. Wang, nanotechnology, 2006, 17, r1.
 [9] m. Wang, g. abbineni, a. clevenger, c. mao, s. Xu, nanomedicine: nBm, 2011, 7, 710.
 [10] a. Burns, h. ow, U. Wiesner, chem. soc. rev., 2006, 35, 1028.
 [11] s. santra, p. Zhang, k. Wang, r. tapec, W. tan, anal. chem., 2001, 73, 4988.
 [12] s. Bonacchi, d. genovese, r. Juris, m. montalti, l. prodi, e. rampazzo, n. Zaccheroni, angew. 

chem. int. ed., 2011, 50, 4056.
 [13] l. Wang, W. tan, nano lett., 2005, 6, 84.
 [14] s. santra, d. dutta, B.m. moudgil, fBp, 2005, 83, 136.
 [15] s.W. Bae, W. tan, J.-i. hong, chem. commun., 2011. 
 [16] l. Wang, W. Zhao, W. tan, nano res, 2008, 1, 99.
 [17] W.c.W. chan, d.J. maxwell, X. gao, r.e. Bailey, m. han, s. nie, curr. opin. Biotechnol., 2002,  

13, 40.
 [18] X. peng, l. manna, W. Yang, J. Wickham, e. scher, a. kadavanich, a.p. alivisatos, nature, 2000, 

404, 59.
 [19] t.t. tan, s.t. selvan, l. Zhao, s. gao, J.Y. Ying, chem. mater., 2007, 19, 3112.
 [20] t. Jin, f. fujii, e. Yamada, Y. nodasaka, m. kinjo, J. am. chem. soc., 2006, 128, 9288.
 [21] X. michalet, f.f. pinaud, l.a. Bentolila, J.m. tsay, s. doose, J.J. li, g. sundaresan, a.m. Wu, 

s.s. gambhir, s. Weiss, science, 2005, 307, 538.
 [22] d.k. Yi, s.t. selvan, s.s. lee, g.c. papaefthymiou, d. kundaliya, J.Y. Ying, J. am. chem. soc., 

2005, 127, 4990.
 [23] X. gao, s. nie, J. phys. chem. B, 2003, 107, 11575.
 [24] l. shi, V. de paoli, n. rosenzweig, Z. rosenzweig, J. am. chem. soc., 2006, 128, 10378.
 [25] J.h. kim, s. chaudhary, m. ozkan, nanotechnology, 2007, 18, 195105.
 [26] f. dubois, B. mahler, B. dubertret, e. doris, c. mioskowski, J. am. chem. soc., 2006, 129, 482.
 [27] p. Yang, n. murase, J. Yu, colloids surf., a, 2011, 385, 159.
 [28] t. pellegrino, l. manna, s. kudera, t. liedl, d. koktysh, a.l. rogach, s. keller, J. rädler, g. natile, 

W.J. parak, nano lett., 2004, 4, 703.
 [29] a.m. derfus, W.c.W. chan, s.n. Bhatia, nano lett., 2003, 4, 11.
 [30] X. gao, l. Yang, J.a. petros, f.f. marshall, J.W. simons, s. nie, curr. opin. Biotechnol., 2005,  

16, 63.
 [31] d.k. chatterjee, a.J. rufaihah, Y. Zhang, Biomaterials, 2008, 29, 937.
 [32] l. cheng, k. Yang, m. shao, X. lu, Z. liu, nanomedicine, 2011, 6, 1327.
 [33] l. Xiong, t. Yang, Y. Yang, c. Xu, f. li, Biomaterials, 2010, 31, 7078.
 [34] a. elsaesser, c.V. howard, adv. drug del. rev., 2012, 64, 129.



BiologicZne ZastosoWania nanolUminoforóW domiesZkoWanYch lantanoWcami 439

 [35] n. lewinski, V. colvin, r. drezek, small, 2008, 4, 26.
 [36] f. meiser, c. cortez, f. caruso, angew. chem. int. ed., 2004, 43, 5954.
 [37] J. shen, l.-d. sun, c.-h. Yan, dalton trans., 2008, 5687.
 [38] h.s. mader, p. kele, s.m. saleh, o.s. Wolfbeis, curr. opin. chem. Biol., 2010, 14, 582.
 [39] l. ding, h. Ju, J. mater. chem., 2011, 21, 18154.
 [40] t. Ukonaho, t. rantanen, l. Jämsen, k. kuningas, h. päkkilä, t. lövgren, t. soukka, anal. chim. 

acta, 2007, 596, 106.
 [41] t. soukka, t. rantanen, k. kuningas, ann. n.Y. acad. sci., 2008, 1130, 188.
 [42] J.-c.g. Bünzli, acc chem res, 2005, 39, 53.
 [43] Y. Wang, X. guo, t. endo, Y. murakami, m. Ushirozawa, J. solid state chem., 2004, 177, 2242.
 [44] a. mayer, s. neuenhofer, angew. chem. int. ed. engl., 1994, 33, 1044.
 [45] t. soukka, h. härmä, Lanthanide Nanoparticules as Photoluminescent Reporters [w:] Lanthanide 

Luminescence: Photophysical, Analytical and Biological Aspects, p. hänninen, h. härmä (ed.), 
springer ser fluoresc (2011) 7: 89–114, doi 10.1007/4243_2010_11, springer-Verlag Berlin 
heidelberg 2010, published online: 26 october 2010.

 [46] f. Wang, d. Banerjee, Y. liu, X. chen, X. liu, analyst, 2010, 135, 1839.
 [47] l.m. maestro, e.m. rodriguez, f. Vetrone, r. naccache, h.l. ramirez, d. Jaque, J.a. capobianco, 

J.g. solé, opt. express, 2010, 18, 23544.
 [48] s. heer, k. kömpe, h.U. güdel, m. haase, adv. mater., 2004, 16, 2102.
 [49] J.-c.g. Bünzli, s. comby, a.-s. chauvin, c.d.B. Vandevyver, J. rare earths, 2007, 25, 257.
 [50] a. Bednarkiewicz, m. mączka, W. strek, J. hanuza, m. karbowiak, chem. phys. lett., 2006, 418, 

75.
 [51] m.l. debasu, d. ananias, a.g. macedo, J. rocha, l.s.d. carlos, J. phys. chem. c, 2011, 115, 

15297.
 [52] f. auzel, chem. rev., 2003, 104, 139.
 [53] f. auzel, c.r. acad. sci., 1966, 262, 1016.
 [54] Z. hong-lou, l. ning, X. da-Yuan, Z. Xu-chang, l. Wei, l. hui-chun, chin. phys. lett., 2005, 22, 

1806.
 [55] p.V. dos santos, m.t. de araujo, a.s. gouveia-neto, J.a. medeiros neto, a.s.B. sombra, appl. 

phys. lett., 1998, 73, 578.
 [56] h. scheife, g. huber, e. heumann, s. Bär, e. osiac, opt. mater., 2004, 26, 365.
 [57] h.J. Zijlmans, J. Bonnet, J. Burton, k. kardos, t. Vail, r.s. niedbala, h.J. tanke, anal. Biochem., 

1999, 267, 30.
 [58] k.W. krämer, d. Biner, g. frei, h.U. güdel, m.p. hehlen, s.r. lüthi, chem. mater., 2004, 16, 

1244. 
 [59] J.f. suyver, J. grimm, k.W. krämer, h.U. güdel, J. lumin., 2005, 114, 53.
 [60] h. schäfer, p. ptacek, k. kömpe, m. haase, chem. mater., 2007, 19, 1396.
 [61] p. il, J.h. kim, k.t. lee, k.-s. Jeon, h. Bin na, J.h. Yu, h.m. kim, n. lee, s.h. choi, s.-i. Baik, 

h. kim, s.p. park, B.-J. park, Y.W. kim, s.h. lee, s.-Y. Yoon, i.c. song, W.k. moon, Y.d. suh, 
t. hyeon, adv. mater., 2009, 21, 4467.

 [62] f. auzel, chem. rev., 2004, 104, 139.
 [63] s.a. payne, c. Bibeau, J. lumin., 1998, 79, 143.
 [64] a.a. kaminskiĭ, Crystalline lasers: physical processes and operating schemes, crc press Boca raton 

1996.
 [65] J. marie-france, opt. mater., 1999, 11, 181.
 [66] f. auzel, Y.h. chen, J. lumin., 1995, 65, 45.
 [67] W.e. case, m.e. koch, a.W. kueny, J. lumin., 1990, 45, 351.



m. misiak, k. prorok, a. BednarkieWicZ440

 [68] n. garnier, r. moncorge, h. manaa, e. descroix, p. laporte, Y. guyot, J. appl. phys., 1996, 79, 
4323.

 [69] s. guy, m.f. Joubert, B. Jacquier, c. linares, ann. phys., 1995, 20, 117.
 [70] m. malinowski, a. Wnuk, Z. frukacz, g. chadeyron, r. mahiou, s. guy, m.f. Joubert, J. alloys 

compd., 2001, 323, 731.
 [71] s. Xiao, l. Zhou, Q.Q. Wang, h. deng, s.h. Yang, chin. phys. lett., 2009, 26, 124209.
 [72] Q. Zhan, J. Qian, h. liang, g. somesfalean, d. Wang, s. he, Z. Zhang, s. andersson-engels, acs 

nano, 2011, 5, 3744.
 [73] m. Wang, c. mi, Y. Zhang, J. liu, f. li, c. mao, s. Xu, J. phys. chem. c, 2009, 113, 19021.
 [74] J.f. suyver, J. grimm, m.k. van Veen, d. Biner, k.W. krämer, h.U. güdel, J. lumin., 2006, 117, 1.
 [75] f. Wang, d.k. chatterjee, Z. li, Y. Zhang, X. fan, m. Wang, nanotechnology, 2006, 17, 5786.
 [76] W. Jiang, e. papa, h. fischer, s. mardyani, W.c.W. chan, trends Biotechnol., 2004, 22, 607.
 [77] Y.-c. cao, Z.-l. huang, t.-c. liu, h.-Q. Wang, X.-X. Zhu, Z. Wang, Y.-d. Zhao, m.-X. liu, 

Q.-m. luo, anal. Biochem., 2006, 351, 193.
 [78] r.p. Bagwe, c. Yang, l.r. hilliard, W. tan, langmuir, 2004, 20, 8336.
 [79] J. pichaandi, J.-c. Boyer, k.r. delaney, f.c.J.m. van Veggel, J. phys. chem. c, 2011, 115, 19054.
 [80] s. majuru, m.o. oyewumi, [w:] Nanotechnology in Drug Delivery, m.m. Villiers, p. aramwit, 

g.s. kwon (eds), springer new York, new York, 2009.
 [81] t. soukka, h. härmä, J. paukkunen, t. lövgren, anal. chem., 2001, 73, 2254.
 [82] J.-Q. gu, J. shen, l.-d. sun, c.-h. Yan, J. phys. chem. c, 2008, 112, 6589.
 [83] J.k. herr, J.e. smith, c.d. medley, d. shangguan, W. tan, anal. chem., 2006, 78, 2918.
 [84] c. Buzea, i.i. pacheco, k. robbie, Biointerphases, 2008, 4, mr17. 
 [85] c. salthouse, s. hildebrand, r. Weissleder, U. mahmood, opt. express, 2008, 16, 21731.
 [86] c.t. Xu, J. axelsson, s. andersson-engels, appl. phys. lett., 2009, 94, 251107.
 [87] k. kuningas, t. rantanen, t. Ukonaho, t. lövgren, t. soukka, anal. chem., 2005, 77, 7348.
 [88] p. corstjens, m. Zuiderwijk, a. Brink, s. li, h. feindt, r.s. niedbala, h. tanke, clin. chem., 2001, 

47, 1885.
 [89] p.l.a.m. corstjens, l. van lieshout, m. Zuiderwijk, d. kornelis, h.J. tanke, a.m. deelder, g.J. van 

dam, J. clin. microbiol., 2008, 46, 171.
 [90] p. Zhang, W. steelant, m. kumar, m. scholfield, J. am. chem. soc., 2007, 129, 4526.
 [91] f. Vetrone, r. naccache, a. Zamarrón, a. Juarranz de la fuente, f. sanz-rodríguez, l. martinez 
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