
22

ŚRODOWISKO

rok 20, nr 1

TECHNIKI I METODY

trudniej uzyskać w przypadku 
barwników organicznych. Wy-
kazano, że stosując 6 rodza-
jów QDs o  różnych barwach 
i intensywnościach emisji ist-
nieje możliwość jednoczesne-
go oznaczenia od 10000 do 
40000 różnych molekuł w jed-
nej próbce [4].
Q D s      w y k a z u j ą      p o n a d t o 
ogromną stabilność podczas 
długiego naświetlania, w  od-
różnieniu od fluoroforów or-
ganicznych, które już po kilku 
minutach tracą znaczną część 
swojej intensywności. Wykaza-
no, że zmodyfikowane kwasem 
dihydroliponowym CdSe/ZnS 
charakteryzują się 100  krotnie 
większą stabilnością i  20 krot-
nie większą intensywnością niż 
rodamina 6G [5].
Obecny stan wiedzy pozwala 
na syntezowanie QDs charak-
teryzujących się wąskim roz-
kładem wielkości w zakresie 
pojedynczych nanometrów 
[6]. W celu zwiększenia wydaj-
ności kwantowej i stabilności 
najczęściej pokrywa się rdze-
nie (np. CdS, CdSe, InP) war-
stwą półprzewodnika (np. ZnS) 
o większej przerwie energe-
tycznej w porównaniu z prze-
rwą energetyczną materiału 
kropek [7], [8], [9]. Niemniej 

syntezy wymusza koniecz-
ność odpowiedniej modyfika-
cji powierzchni, która będzie 
prowadzić do uzyskania trwa-
łych roztworów koloidalnych 
w warunkach fizjologicznych, 
umożliwi dalszą funkcjonali-
zację oraz ograniczy poten-
cjalną toksyczność.
 
Kropki kwantowe 
QDs, których właściwości 
spektroskopowe są ściśle uza-
leżnione od rozmiarów, stano-
wią bardzo dobrą alternatywę 
dla barwników organicznych. 
Wysoka wydajność kwantowa 
emisji, duże rozsunięcie pasm 
absorpcji i emisji dającej się 
ponadto modulować rozmia-
rem i składem kropek oraz 
stosunkowo wysoka stabil-
ność fizykochemiczna stano-
wią o ich znacznej przewadze 
względem znaczników orga-
nicznych. QDs wykazują po-
nadto bardzo szerokie pasma 
absorpcji w zakresie UV/VIS 
pozwalające na wzbudzenie 
różnych rodzajów QDs za po-
mocą promieniowania o tej sa-
mej długości fali. Stosunkowo 
wąskie pasma emisji pozwa-
lają na jednoczesne dokład-
ne oznaczanie kilku analitów 
w jednej próbce, co znacznie 

nizmach  [2]. Wydłużona eks-
pozycja na promieniowanie 
elektromagnetyczne z zakresu 
UV, powoduje nie tylko nisz-
czenie barwnika ale również 
śmierć komórek, uniemożli-
wiając długie obserwacje ży-
wych obiektów [3].
W związku z powyższym uza-
sadnione są usilne poszuki-
wania nowych materiałów 
luminescencyjnych charak-
teryzujących się rozmiarami 
z  zakresu pojedynczych na-
nometrów (wielkość cząste-
czek występujących natural-
nie w  organizmach żywych) 
jednak pozbawionych wad 
barwników organicznych. 
Wśród najczęściej badanych 
układów znajdują się półprze-
wodnikowe kropki kwantowe 
(QDs) oraz nanocząstki (NC) 
domieszkowane jonami pier-
wiastków ziem rzadkich. 
W obu przypadkach najbar-
dziej skuteczne metody syn-
tezy opierają się na reakcji 
odpowiednich prekursorów 
prowadzonej w wysokowrzą-
cych rozpuszczalnikach orga-
nicznych, a powstałe produk-
ty tworzą stabilne roztwory 
koloidalne w rozpuszczalni-
kach niepolarnych. Hydrofo-
bowy charakter produktów 

Stosowane obecnie w roli 
znaczników barwniki orga-
niczne wykazują wprawdzie 
doskonałe własności optycz-
ne, tj. wysokie wydajności 
kwantowe emisji czy łatwość 
chemicznej modyfikacji i przy-
łączenia do poszczególnych 
typów cząsteczek biologicz-
nych, jednakże charakteryzu-
ją się także szeregiem wad, 
wśród których wymienić nale-
ży szerokie pasma emisji, wą-
skie pasma wzbudzenia oraz 
podatność na fotodegradację, 
czy małe przesunięcia Stoke-
sa [1]. Ponadto do ich wzbu-
dzenia wymagane jest często 
promieniowanie z zakresu UV, 
które wzbudza jednocześnie 
naturalnie występujące w or-
ganizmach żywych fluorofory 
takie jak flawiny, porfiryny czy 
aminokwasy aromatyczne, co 
prowadzi do zjawiska auto-
fluorescencji wypływającego 
niekorzystnie na parametry 
pomiaru wskutek zmniejszania 
stosunku sygnału do szumu. 
Ze względu na krótkie czasy 
zaniku fluorescencji znaczni-
ków organicznych utrudnione 
jest rozdzielenie ich sygnałów 
od tych pochodzących od 
fluoroforów naturalnie wy-
stępujących w  żywych orga-
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szeniem stabilności QDs w roz-
tworze wodnym zmniejsza 
także oddziaływania niespe-
cyficzne [11]. Te i inne metody 
funkcjonalizacji przedstawio-
no schematycznie na rys. 1.
Wyniki wielu badań ujawniły 
jednak znaczną toksyczność 
QDs. Wykazano ich wpływ 
zarówno na wzrost jak i prze-
żywalność komórek, w zależ-
ności od składu, wielkości, 
metody syntezy i rodzaju li-
gandów powierzchniowych. 
Postulowane są różne mecha-
nizmy toksyczności, związane 
m.in. z tworzeniem wolnych 
rodników, desorpcją jonów 
Cd2+ czy oddziaływaniem 
z  organellami komórkowymi 
zaburzającym ich poprawne 
działanie [11].

jednak w celu rozproszenia 
QDs w środowisku fizjologicz-
nym (roztworach biologicz-
nych) wymagana jest dodatko-
wa modyfikacja powierzchni. 
Najprostsze metody polegają 
na wymianie pierwotnego li-
ganda organicznego na war-
stwę liganda hydrofilowego, 
co może jednak znacząco 
wpływać na oryginalne wła-
ściwości spektroskopowe QDs 
[10]. Często ligandy składają 
się z  trzech segmentów: ko-
twicy, hydrofilowego łańcucha 
oraz terminalnej grupy funk-
cyjnej pozwalającej na przyłą-
czenie aktywnej biologicznie 
molekuły. W roli hydrofilowe-
go łańcucha wykorzystywany 
jest powszechnie glikol poli-
etylenowy, który poza zwięk-

Rys. 1. Najpopularniejsze strategie funkcjonalizacji nano-
cząsteczek
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nie w sposób kontrolowany 
rozwiniętych i porowatych 
powierzchni. Dotychczas opi-
sane metody wymagają zasto-
sowania dodatkowych etapów 
w celu uzyskania porowatości, 
wśród których często znajduje 
się kalcynacja [17]. Fotosen-
sybilizacja również stanowi 
osobny proces, którym może 
być przyłączenie w sposób 
kowalencyjny fotosensybi-
lizatora do zmodyfikowanej 
wcześniej powierzchni lub 
nasączenie porowatych na-
nocząstek w odpowiednim 
roztworze fotosensybilizatora 
[17]. Tak przygotowane nano-
cząstki mają jednak tendencję 
do aglomerowania, a barwnik 
z ich powierzchni jest stopnio-
wo wymywany.
Większości wskazanych powy-
żej wad metod Stöbera i  mi-
kroemulsyjnej jest pozbawio-
na nowa metoda pokrywania 
hydrofobowych nanocząstek 
warstwą SiO2 [18]. W  pierw-

Opisane dotychczas metody 
pokrywania warstwą SiO2 
można podzielić na dwie gru-
py. Pierwsza z  nich obejmuje 
wszystkie metody oparte na 
opisanej przez Stöbera meto-
dzie zol-żel [15]. Wymaga ona 
jednak wstępnego rozpro-
szenia nanocząstek w środo-
wisku wodno-alkoholowym, 
a otrzymane nanocząstki rzad-
ko mają rozmiary mniejsze niż 
100 - 200 nm. Do drugiej grupy 
należą metody oparte na mi-
kroemulsjach. Pozwalają one 
uzyskać cieńsze warstwy SiO2, 
jednak regulacja grubości war-
stwy i powtarzalność jest ściśle 
uzależniona od bardzo dokład-
nego kontrolowania wielu pa-
rametrów fizykochemicznych, 
a uzyskiwane grubości warstw 
przybierają raczej wartości 
dyskretne niż dają się kontro-
lować w sposób ciągły [16].
Do wielu zastosowań, w tym 
m.in. do terapii fotodynamicz-
nej, wymagane jest uzyska-

mniejsze w zakresie od około 
700 do 1100 nm. Oczywiście, 
można znaleźć przykłady QDs, 
takich jak PbS, PbSe czy Ag2S, 
posiadających zarówno pasma 
absorpcji i  emisji w zakresie 
podczerwonym, jednakże war-
tości wydajności kwantowej 
takich związków są bardzo 
niskie, a  ponadto detektory 
na podczerwień, w  odróżnie-
niu od tych czułych na zakres 
UV-VIS, są ciągle stosunkowo 
rzadkie w laboratoriach dia-
gnostycznych. Jednak pełne 
wykorzystanie zalet nanoczą-
stek domieszkowanych jonami 
lantanowców również wyma-
ga modyfikacji powierzchni, 
analogicznie jak w przypadku 
kropek kwantowych.

Silanizacja powierzchni na-
nocząstek
Wśród najbardziej obiecujących 
metod modyfikacji powierzch-
ni nanocząstek wymienić na-
leży silanizację powierzchni. 

Nanocząstki domieszkowa-
ne jonami lantanowców 
Kolejną grupą nanocząstek 
branych pod uwagę jako 
znaczniki komórkowe stano-
wią nanocząstki domieszko-
wanie jonami lantanowców. 
Wśród nich, ze względu na bar-
dzo dobre właściwości optycz-
ne i chemiczne, na szczególną 
uwagę zasługują fluorki typu 
NaLnF4 domieszkowane parą 
jonów Yb3+ i Er3+, Yb3+ i Tm3+ 
lub Yb3+ i  Ho3+. W odróżnie-
niu do omawianych wcześniej 
barwników organicznych i QDs 
wykazują one zjawisko ana-
wersji, czyli konwersji energii w 
górę (z ang. upconversion) po-
legające na tym, że absorpcja 
dwóch lub więcej niżej energe-
tycznych fotonów (np. z zakre-
su podczerwonego) prowadzi 
do emisji fotonów wyżej ener-
getycznych, z zakresu widzial-
nego lub ultrafioletowego. 
Różnica ta daje istotną przewa-
gę nanocząstkom anawertują-
cym (UCNPs, z ang. upconver-
ting nanoparticles) podczas 
obrazowania in vivo i in vitro. 
Tkanki żywych organizmów 
są najbardziej przezroczyste 
w  zakresie okna terapeutycz-
nego [12], [13] położonego 
w  zakresie bliskiej podczer-
wieni (750 - 1000 nm). Zgodnie 
z  prawem rozpraszania Mie 
[14] im krótsza długość fali 
tym większy stopień rozpro-
szenia promieniowania, z tego 
względu stosując promienio-
wanie z zakresu podczerwieni 
można wniknąć do znacznie 
głębiej położonych części or-
ganizmu, niż w przypadku fal 
krótszych. Również absorpcja 
składników organizmu takich 
jak hemoglobina, utlenowa-
na hemoglobina, melamina 
czy woda osiąga wartości naj-

Tabela 1. Porównanie niektórych właściwości fizykochemicznych różnych związków wy-
korzystywanych do znakowania biologicznego

Cecha Barwnik 
organiczny Kropki kwantowe Nanocząstki domieszkowane 

jonami lantanowców

Szerokość pasm 
absorpcji i emisji ok. 50-80 nm

bardzo szerokie pasma 
absorpcji, stosunkowo 
wąskie pasma emisji  

(30-90 nm)

zarówno pasma emisji jak 
i absorpcji bardzo wąskie  

<20 nm

Czasy zaniku 
luminescencji ~ 1 ns ~10-100 ns ~ 0.1-5 ms

Przesunięcie 
Stokesa <50 nm <50 nm

nawet do 500 nm, zarówno 
w procesie konwersji energii 

w górę jak i w dół

Rozmiar <5 nm
1-60 nm; właściwości 

fizykochemiczne zależą 
od rozmiaru

>5 nm; zwykle 10-30 nm

Absorpcja UV/Vis UV/Vis, NIR UV/Vis, NIR
Emisja Vis Vis, NIR Vis, NIR

Stabilność 
fotochemiczna Mała

duża; bez większych zmian 
nawet podczas dłuższych 

naświetlań, problem 
niebieszczenia i migotania

bardzo duża, brak zmian nawet 
podczas długoterminowego 

naświetlania laserem

Toksyczność od małej 
do bardzo dużej

nie do końca zbadana, 
obecność metali ciężkich 
wymaga bardzo dobrego 
odizolowania od otoczenia

nie do końca zbadana, 
dotychczasowe wyniki 
przemawiają raczej  
za niskim poziomem
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szym etapie otrzymuje się 
mikroemulsję hydrofobowych 
nanocząstek w wodzie z wy-
korzystaniem odpowiednie-
go surfaktanta, np. bromku 
heksadecylotrimetyloamo-
niowego. W etapie drugim na-
stępuje pokrycie nanocząstek 
warstwą SiO2 i ich ewentual-
na fotosensybilizacja. Proces 
przebiega w układzie dwu-
fazowym: warstwę wodną 
stanowi mikroemulsja nano-
cząstek, do której dodaje się 
roztwór  L-argininy pełniącej 
rolę katalizatora, natomiast 
drugą fazę ciekłą stanowi roz-
twór tetraetoksysilanu (i  np. 
ftalocyjaniny cynku) w roz-
puszczalniku organicznym 
(np. octanie etylu lub cyklo-
heksanie). Zdjęcia TEM (rys. 2) 
potwierdzają, że metodą tą 
otrzymuje się niezaglome-
rowane nanocząstki NaGd-

Rys. 2. Zdjęcia TEM pokazują rożną porowatość nanocząstek NaGdF4:Ln3+ pokrytych SiO2, otrzymanych z roztworu 
octanu etylu (A)  i cykloheksanu (B). Obraz mapowania 2D techniką EDX (C) ukazuje strukturę typu rdzeń-płaszcz 
otrzymanych nanocząstek (na przykładzie NaGdF4:Eu3+)

Rys. 3. Schemat testu z wykorzystaniem nanocząsteczek. Opis w tekście

F4:Ln3+ pokryte warstwą SiO2 
o różnej grubości i porowa-
tości, w zależności od warun-
ków rekcji.  

Zastosowania
Testy immunologiczne z wy-
korzystaniem NC jako marke-
rów można podzielić na dwa 
typy: testy hetero- i homo-
geniczne, a te znów można 
podzielić na kompetycyjne 
(rys. 3a) i niekompetycyjne. 
W heterogenicznych testach 
przeciwciało immobilizowane 
jest na odpowiednim podło-
żu, które zostaje następnie 
inkubowane z roztworem 
zmodyfikowanego nanocząst-
kami antygenu lub badanym 
roztworem, a następnie zna-
kowanym antygenem. W obu 
przypadkach pomiar emisji 
dostarcza informacji o stęże-
niu danego analitu. 
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znaczników biologicznych. 
Mimo, że wyniki dotychczaso-
wych badań są bardzo obie-
cujące, pełne wykorzystanie 
potencjału NC w  teranostyce 
wymaga rozwiązania szeregu 
problemów, a jednym z głów-
nych wyzwań jest otrzymanie 
wielofunkcyjnych nanoplat-
form o rozmiarze hydrody-
namicznym nie większym niż 
10 nm. Ta graniczna wielkość 
wynika z faktu, że nanocząst-
ki nie są biodegradowalne 
i muszą być wydalone z orga-
nizmu. Konieczne są również 
dalsze wysiłki w  celu opra-
cowania skutecznych metod 
modyfikacji  powierzchni, 
które pozwalałyby otrzymać 
nanocząstki wykazujące dłu-
goterminową stabilność ko-
loidalną w wodzie, buforach 
i mediach zawierających suro-
wicę przy jednoczesnym za-
chowaniu wydajnej fotolumi-
nescencji. Intensywne prace 
nad tymi zagadnieniami pro-
wadzone są obecnie w  wielu 
ośrodkach badawczych na 
całym świecie.
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oraz terapię termo- czy fotody-
namiczną. Dodatkowa zaleta 
wynika z możliwości konstru-
owania w oparciu o UCNPs na-
noplatform o   funkcjonalności 
pozwalającej nie tyko na tera-
pię, ale również na jednocze-
sną diagnostykę oraz bieżące 
monitorowanie efektów lecze-
nia, a więc realizację idei okre-
ślanej pojęciem teranostyka.

Podsumowanie
Przedstawione powyżej przy-
kłady demonstrują przewagę 
nanocząstek jako znaczników 
biologicznych nad fluorofo-
rami organicznymi, należy 
jednak mieć na uwadze, że ta 
dziedzina nauki wymaga jesz-
cze znacznego rozwoju przed 
zastosowaniem w testach in 
vivo. Wykorzystywana obec-
nie aparatura diagnostyczna 
również nie jest przystoso-
wana do rejestrowania sy-
gnałów pochodzących z NC, 
niemniej jednak ciągły rozwój 
w dziedzinie optoelektroniki 
przy jednoczesnym obniża-
niu kosztów produkcji diod 
laserowych i detektorów po-
zwala mieć duże nadzieje na 
szybkie upowszechnienie 
nowych typów aparatury. Na 
podstawie literatury moż-
na stwierdzić, że największy 
potencjał do zastosowania 
komercyjnego przedstawiają 
nanocząstki domieszkowane 
jonami lantanowców. Długie 
czasy zaniku, wąskie pasma 
emisji i możliwość wykorzy-
stania transferu energii w po-
łączeniu z niską toksyczno-
ścią stawiają je na pierwszym 
miejscu wśród nowoczesnych 

W przypadku testów homo-
genicznych (rys. 3b) po zwią-
zaniu zmodyfikowanego NC 
przeciwciała ze zmodyfiko-
wanym antygenem (np. za 
pomocą nanocząstek złota 
lub barwnika organicznego) 
w  wyniku transferu energii 
obserwuje się zmianę emisji, 
na podstawie której można 
określić stężenie badanego 
analitu. Tego typu testy po-
zwalają stwierdzić np. formo-
wanie podwójnych nici DNA.
W literaturze coraz częściej 
spotyka się przykłady zasto-
sowania QDs i innych na-
nocząstek do bar wienia 
komórkowego i pierwszych 
testów in vivo, co wskazu-
je na znaczny postęp w tej 
dziedzinie w ciągu ostatniej 
dekady. Nietrudno przy tym 
zauważyć jak wielką zaletą 
jest zastosowanie nanoczą-
stek zamiast znaczników or-
ganicznych. Przykładowo Yu 
i wsp. [19] wykazali, że już po 
400 sekundach nie można za-
rejestrować emisji barwników 
organicznych (DAPI, Dil) nato-
miast emisja NaYF4:Yb3+, Er3+ 
nie ulega zmianie. Pozwala to 
zaliczyć nanocząstki do naj-
bardziej perspektywicznych 
materiałów jeśli chodzi o ich 
zastosowanie jako znaczni-
ki luminescencyjne, sensory 
chemiczne, a także w testach 
immunoenzymatycznych czy 
w obrazowaniu  komórkowym. 
Oprócz zastosowań diagno-
stycznych szczególnie inte-
resująco przedstawiają się 
możliwości terapeutycznego 
wykorzystania UCNPs obejmu-
jące m.in. dostarczanie leków 


