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Показано, что наночастицы серебра, модифицированные ионами Eu3+, способствуют увеличению
интенсивности сигнала флуоресценции в 125 раз в аналитической системе, содержащей доксицик-
лин, в результате сочетания резонансного и обменно-резонансного механизмов переноса энергии
возбуждения. С помощью модельной системы − комплекса доксициклина с ионами Tb3+ − выявле-
на и оценена роль переноса энергии от наночастиц серебра на ион доксициклина в процессе фор-
мирования аналитического сигнала. Разработана флуориметрическая методика определения док-
сициклина в диапазоне концентраций 1.0 × 10–8–1.0 × 10–5 М, основанная на образовании ком-
плекса антибиотика с ионами Eu3+ в присутствии наночастиц серебра. Уравнение градуировочного
графика y = 5.0 × 107x + 10, R2 = 0.996.
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Определение антибиотиков тетрациклинового
ряда в различных объектах является актуальной
задачей аналитической химии в связи с их широ-
ким применением в медицине, животноводстве и
пищевой промышленности. Флуориметрическое
определение биологически активных веществ
имеет ряд преимуществ, связанных с широким
диапазоном определяемых концентраций, высо-
кой чувствительностью, простотой выполнения
анализа, доступностью оборудования. Использо-
вание сигнала сенсибилизированной флуорес-
ценции, связанной с переносом энергии возбуж-
дения, позволяет повысить чувствительность и
избирательность люминесцентного определения.
Участие в формировании аналитического сигна-
ла наноматериалов с уникальными квантово-раз-
мерными свойствами способствует увеличению
квантового выхода, времени жизни флуоресцен-
ции органического аналита, эффективности резо-
нансного переноса энергии в системе донор–ак-
цептор [1–3]. Особое значение имеет модифика-
ция поверхности нанокластеров функциональным
компонентом, определяющая реакционную спо-
собность наночастиц, а также возможность повы-

шения или, наоборот, подавления эффективно-
сти резонансного переноса энергии [4–8].

Наночастицы благородных металлов характе-
ризуются высокими молярными коэффициента-
ми поглощения, легко перестраиваемыми спек-
трами флуоресценции при изменении размера и
формы наночастиц, а также развитой поверхно-
стью [9]. Оптические свойства наночастиц обу-
словлены наличием в области видимого света яр-
ко выраженной резонансной полосы поверхност-
ного плазмонного резонанса (ППР) [10].
В результате взаимодействия флуорофора в воз-
бужденном состоянии со свободными электрона-
ми наночастиц металла возможно значительное
увеличение времени жизни флуоресценции орга-
нической молекулы, эффективности резонанс-
ного переноса в системе донор–акцептор.

Цель настоящей работы − изучение влияния
наночастиц серебра, модифицированных ионами
Eu3+, на флуоресцентные свойства доксициклина
и использование их при флуориметрическом
определении указанного антибиотика.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Приборы. Спектры флуоресценции регистри-

ровали на спектрофлуориметре Cary Eclipse (Agi-
lent Technologies, Австралия) с источником воз-
буждения – импульсной ксеноновой лампой.
Ширина щели возбуждения – 10 нм, флуоресцен-
ции – 20 нм. Скорость регистрации спектров –
300 нм/мин. Измерения проводили в кварцевой
кювете с толщиной слоя 1 см. Сигнал регистриро-
вали под углом 90° к возбуждающему свету. Опти-
ческую плотность растворов в видимой и УФ-об-
ласти измеряли на спектрофотометре UV-1800
(Shimadzu, Япония) в кварцевых кюветах с дли-
ной оптического пути 1 см. Значения рН раство-
ров контролировали рН-метром рН-673 М со
стеклянным индикаторным электродом и хло-
ридсеребряным электродом сравнения. Размер и
ζ-потенциал наночастиц серебра измеряли с по-
мощью анализатора “Zetasizer Nano ZS” (Велико-
британия).

Реагенты. Доксициклин (ДЦ) фирмы “Sigma”,
содержание основного вещества не менее 98%;
кислота уксусная, ГОСТ 61-75, х.ч.; гидроксид
натрия, 0.1 М фиксанал; аммиак водный,
ГОСТ 3760-79, ч.д.а.; вода бидистиллированная,
ГОСТ 6709-72; нитрат серебра 99.9%, ч.д.а.
(PeaХим, Россия); натрий лимоннокислый трех-
замещенный 5.5-водный, ч.д.а. (PeaХим, Россия);
боргидрид натрия, х.ч. (PeaХим, Россия); хлорид
европия(III) шестиводный, 99.9% (AcrosOrganics,
Бельгия).

Синтез наночастиц серебра (AgNPs). Наноча-
стицы серебра синтезировали по методике [9]:
1.0 мл раствора AgNO3 (10 мМ), 1.0 мл Na3C6H5O7
(500 мМ) и 47.0 мл бидистиллированной воды в
течение 10 мин перемешивали при комнатной

температуре, добавляли 600 мкл NaBH4 (10 мМ).
Реакция восстановления продолжалась 30 мин,
реакционную смесь оставляли в холодильнике на
8−9 ч для завершения роста наночастиц:

Концентрацию AgNPs в растворе (моль/л) рас-
считывали по формуле:

где N – число частиц в растворе; NA = 6.02 × 1023,
моль–1 – постоянная Авогадро; V – объем раство-
ра, л; m – масса серебра в растворе (m = 0.0535 г);
r – радиус наночастиц, см; ρ = 10.5 г/см3 – плот-
ность серебра.

Восстановление тетрагидроборатом натрия
отличается простотой и возможностью получе-
ния коллоидного раствора AgNPs определенного
размера и поэтому часто используется на практи-
ке. Полученные наночастицы стремятся образо-
вать агрегаты, подавление этого процесса дости-
гается в результате снижения поверхностной
энергии за счет формирования двойного электри-
ческого слоя, создания кинетических препят-
ствий и электростатического отталкивания ча-
стиц дисперсной фазы, имеющих одноименный
электрический заряд. В качестве стабилизатора
использовали цитрат-ион, адсорбирующийся на
поверхности наночастиц и контролирующий их
рост.

На положение полосы ППР наночастиц сереб-
ра влияют характеристики индивидуальных ча-
стиц и диэлектрические свойства окружающей
среды [9, 10]. Спектры поглощения (рис. 1) син-
тезированных наночастиц содержали ярко выра-
женную резонансную полосу ППР при λ = 405 нм.
По данным просвечивающей электронной мик-
роскопии наночастицы имели сферическую фор-
му и относительно узкий диапазон распределе-
ния по размерам со средним диаметром (7 ± 2) нм
(рис. 2), ζ-потенциал –30 мВ, что свидетельствует
об удовлетворительной стабильности золей, ко-
торая сохранялась в течение 14 сут. В течение по-
следующих двух недель ζ-потенциал наночастиц
медленно уменьшался от –30 до –20 мВ вслед-
ствие агрегации и увеличения размера наноча-
стиц.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Флуоресцентные свойства доксициклина в при-

сутствии наночастиц серебра. Можно выделить два
основных условия реализации эффективного ре-
зонансного переноса энергии в системах, содер-
жащих наночастицы серебра и флуоресцирующие
биологически активные молекулы: значительное

3 4 2

2 3 3 3

2AgNO 2NaBH 6H O = 
= 2Ag + 7H 2NaNO 2H BO .

+ +
+ +

3
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Рис. 1. Спектры возбуждения доксициклина (1) и по-
верхностного плазмонного резонанса наночастиц се-
ребра (2). сAgNPs = 3.3 × 10–7 M, сДЦ = 1.0 × 10–5 M.
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перекрывание полос спектров ППР наночастиц и
спектров возбуждения флуоресцирующей молеку-
лы, а также близость (расстояние 20−50 А°) ком-
понентов пары донор–акцептор, определяющая
константу скорости переноса энергии [11]. Как
видно из рис. 1, первое условие выполняется для
доксициклина и наночастиц серебра, синтезиро-
ванных путем восстановления нитрата серебра
борогидридом натрия и стабилизированных цит-
рат-ионом. По-видимому, высокая плотность за-
ряда стабилизатора способствует экранированию
поверхности наночастиц, увеличению расстоя-
ния в паре донор–акцептор. Ожидаемый перенос
энергии возбуждения не наблюдали. С целью со-
кращения расстояния между доксициклином и
наночастицами серебра в качестве модельного
комплексообразователя использовали ион Tb3+.
Комплексообразование Tb3+ с антибактериаль-
ным лигандом исключает внутримолекулярный
перенос энергии возбуждения ввиду того, что
энергия триплетного уровня (18100–20300 см–1)
доксициклина ниже резонансного уровня Tb3+

(5D4, 20500 см–1) [12]. Данная система позволила
выявить и оценить вклад межмолекулярного пере-
носа энергии между наночастицами серебра и ан-

тибиотиком в формирование сигнала флуорес-
ценции аналитической системы. В качестве
критерия эффективности переноса энергии ис-
пользовали параметр интенсивности собствен-
ной флуоресценции доксициклина. Фотометри-
чески установили, что в присутствии добавок
доксициклина в раствор модифицированных на-
ночастиц серебра на поверхности последних об-
разуются смешанолигандные хелаты ионов Tb3+ с
антибиотиком и цитрат-ионом, схема комплек-
сов представлена на рис. 3. При комплексообра-
зовании сокращается расстояние между донором
(AgNPs) и акцептором (доксициклин) и, исклю-
чая внутримолекулярный перенос энергии, реали-
зуются условия резонансного переноса, увеличивая
интенсивность флуоресценции антибиотика в два
раза (рис. 4). Возрастание люминесценции является
результатом одновременного воздействия на флуо-
рофор (доксициклин) внешнего источника излуче-
ния и локального поля поверхностного плазмона.

Влияние ионов Eu3+. Дополнительно увеличить
сигнал сенсибилизированной флуоресценции
аналитической системы, содержащей доксицик-
лин, возможно в случае модификации поверхности
наночастиц серебра ионами Eu3+. Образующийся

Рис. 2. Микрофотография наночастиц серебра, полученная с помощью просвечивающей электронной микроскопии,
и кривая распределения наночастиц по размерам.
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на поверхности нанообъекта смешанолигандный
хелат Eu3+ с антибиотиком тетрациклинового ряда,
таким как доксициклин, и цитрат-ионом характе-
ризуется переносом энергии с триплетного уровня
лиганда антибиотика (18100 см-1) на излучательные
уровни иона Eu3+ с последующей его флуоресцен-
цией (λфл = 615 нм, λвозб = 390 нм, 5D0 → 7F2 пере-
ход) [12, 13]. Наблюдаемое синергетическое уве-
личение интенсивности сенсибилизированной
флуоресценции в 125 раз является результатом
коллективного воздействия энергии внешнего
возбуждения и резонансного локального поля по-
верхностного плазмона наночастиц серебра на
доксициклин (рис. 5). В таких условиях вероят-
ность перехода доксициклина в возбужденное со-
стояние значительно возрастает, что способству-
ет наиболее эффективной реализации внутримо-
лекулярного переноса энергии возбуждения.

Модификация наночастиц серебра ионами
Eu3+ сопровождается возрастанием и перезаряд-
кой ζ-потенциала коллоидной частицы от –30
до +90 мВ (рис. 6). Предполагается, что аналогич-
ные процессы изменения ζ-потенциала возможны
в коллоидных растворах серебра в присутствии
ионов Tb3+. Выявлены оптимальные условия моди-
фикации наночастиц серебра, позволяющие полу-
чить максимальное увеличение сигнала сенсибили-
зированной флуоресценции в аналитической си-
стеме [14].

Методика модификации наночастиц серебра
ионами Eu3+: в полипропиленовые пробирки типа
Эппендорф объемом 2.0 мл вносили 1.0 мл 3.3 ×
× 10–7 M раствора AgNPs, 1.0 мл 2.0 × 10–3 М рас-
твора Eu3+, центрифугировали (12000 об/мин) в
течение 20 мин, AgNPs отделяли, растворяли в
спирте (общий объем 2.0 мл) в ультразвуковой
(УЗ) ванне в течение 20 мин.

Модификация наночастиц серебра ионами
Eu3+ происходит в результате взаимодействия
ионов металла с цитрат-ионами, находящимися
на поверхности наночастиц. В результате стано-
вится возможным образование смешанолиганд-
ного комплекса между координационно ненасы-
щенным ионом Eu3+ и доксициклином. Таким
образом, ион антибиотика оказывается также на

Рис. 3. Схема комплексов ионов металлов Ме3+ (где
Ме3+: Eu3+ или Tb3+) с цитрат-ионом и доксицик-
лином.
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Рис. 4. Спектры флуоресценции доксициклина в от-
сутствие (1) и в присутствии наночастиц серебра и
ионов Tb3+ (2). сAgNPs = 3.8 × 10–7 М, сДЦ = 1.0 × 10–6 М,

 = 2.5 × 10–5 М, рН 8.0, λвозб = 390 нм.
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поверхности наночастицы и создаются условия
для переноса энергии.

Интенсивность сенсибилизированной флуо-
ресценции ДЦ в присутствии модифицирован-
ных наночастиц серебра в значительной степени
зависит от кислотности среды, необходимой для
реализации комплексообразования ионов Eu3+ с
доксициклином. Исследовали влияние ацетатно-
аммиачного буферного раствора на интенсивность
флуоресценции. Установили, что максимальный
сигнал эмиссии наблюдается в слабощелочной сре-
де при рН 8.0–9.0 в условиях, оптимальных для

комплексообразования доксициклина с ионами
Eu3+. Отмеченный нами диапазон кислотности со-
гласуется с результатом работы [15], авторы кото-
рой утверждают, что при рН 7–8.5 происходит об-
разование достаточно прочного комплекса Eu3+ с
тетрациклиновыми производными, сопровожда-
ющееся флуоресценцией иона металла.

В оптимальных условиях получения макси-
мальной сенсибилизированной флуоресценции
ионов Eu3+ построили градуировочный график
для флуориметрического определения доксицик-
лина с помощью модифицированных наночастиц
серебра. Зависимость интенсивности флуорес-
ценции от концентрации определяемого анти-
биотика линейна в диапазоне концентраций 1.0 ×
× 10–8–1.0 × 10–5 М. Уравнение градуировочного
графика y = 5.0 × 107x + 10, R2 = 0.996.

Методика определения доксициклина. Разрабо-
тана флуориметрическая методика определения
доксициклина в лекарственном препарате “Док-
сициклин” двух производителей. Содержимое
нескольких капсул препарата измельчали в ступ-
ке, смешивали, навеску препарата, соответствую-
щую одной капсуле, переносили в колбу емк.
25 мл с 2.0 мл соляной кислоты (1.0 × 10–8 М), рас-
творяли с добавлением бидистилированной воды
(УЗ-ванна, 20 мин) и отделяли раствор от осадка
фильтрованием (“синяя лента”), разбавляли в
100 раз, отбирали для анализа 0.1–0.5 мл в другую
пробирку, смешивали с 1.0 мл буферного раство-
ра (pH 9.0), добавляли 0.4 мл модифицированных
ионами Eu3+ AgNPs и буферный раствор до общего
объема 4.0 мл. Измеряли интенсивность флуорес-
ценции (λфл = 612 нм, λвозб = 389 нм), с помощью
градуировочного графика определяли содержание
доксициклина в лекарственном препарате.

Результаты определения представлены в табл. 1,
правильность контролировали методом введено–
найдено (табл. 2). Погрешность определения (sr)
не превышала 0.08.

Работа выполнена при финансовой поддержке Рос-
сийского научного фонда, (проект № 21-13-00267).

Рис. 6. Зависимость ζ-потенциала наночастиц серебра
от концентрации ионов европия в растворе. сAgNPs =
= 3.75 × 10–6 M.
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Таблица 1. Результаты определения доксициклина в
лекарственном препарате “Доксициклин” (n = 3, P =
= 0.95)

Производитель
Найдено, мг

х ± Δх sr

Курган Синтез 101 ± 9 0.01
Озон 109 ± 4 0.03

Таблица 2. Контроль правильности определения доксициклина в препарате “Доксициклин” методом введено–
найдено (n = 3, P = 0.95, tтабл = 4.30)

Производство Введено, мг Найдено, мг sr tэксп

Курган Синтез 10 10 ± 1 0.03 2.89

30 26 ± 14 0.14 1.87

50 48 ± 3 0.06 2.78

Озон 10 13 ± 3 0.20 1.98

30 29 ±2 0.04 1.13

50 51 ± 4 0.06 0.65
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