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Показано, что в присутствии наночастиц серебра (НЧС) возрастает эффектив-

ность внутримолекулярного переноса энергии в комплексе Eu3+ с доксициклином. Установлен 

факт повышения чувствительности определения и снижения предела обнаружения докси-

циклина методом сенсибилизированной флуоресценции в аналитической системе, содержа-

щей помимо антибиотика, наночастицы серебра, модифицированные ионами Eu3+. Дано 

обоснование наблюдаемых эффектов. Усиление сигнала флуоресценции в присутствии нано-

частиц серебра (донор энергии) становится возможным при эффективном резонансном пе-

реносе энергии возбуждения между наночастицей и антибиотиком. В результате совмест-

ного воздействия на антибиотик внешнего источника излучения и локального поля поверх-

ностного плазмона возрастает эффективность возбуждения тетрациклина, что способ-

ствует повышению скорости внутримолекулярного переноса энергии в хелате Eu3+ с докси-

циклином, росту интенсивности и времени жизни флуоресценции. Модификация поверхно-

сти наночастиц серебра ионами Eu3+ позволяет сократить расстояние между нанообъек-

том и антибиотиком, увеличить интенсивность сигнала сенсибилизированной флуоресцен-

ции более, чем в 100 раз. Стабилизатор наночастиц серебра – цитрат-ион, в процессе фор-

мирования аналитического сигнала на поверхности нанообъекта выступает в качестве вто-

рого лиганда при комплексообразовании с Eu3+, способствует сокращению расстояния между 

донором и акцептором, дополнительному удалению молекул воды из ближайшего окружения 

иона комплексообразователя, вследствие подавления процесса диссипации энергии возбуж-

дения. На основании проведенных исследований предложена флуориметрическая методика 

определения доксициклина в лекарственном препарате, отличающаяся низким пределом об-

наружения (6,0·10-9М) и широким диапазоном определяемых концентраций от 1,0·10-8 до 

1,0·10-5М. 
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ночастицы серебра 
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The paper shows that in the presence of silver nanoparticles the efficiency of intramolecu-
lar energy transfer in the complex of europium with doxycycline increases. It is proved that sensi-
tivity of determination increases and limit of detection of doxycycline decreases by the method of 
sensitized fluorescence. The justification of the observed effects is given. The amplification of the 
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signal of sensitized fluorescence in the presence of silver nanoparticles (energy donor) is the result 
of resonant transfer of excitation energy between the nanoparticle and the antibiotic ion, which is 
implemented under conditions of overlapping of the local surface plasmon resonance spectrum and 
excitation of the doxycycline ligand located near the surface of the nanoparticle. As a result of 
exposure to the antibiotic external radiation source and the local field of the surface plasmon in-
creases the efficiency of tetracycline excitation, which contributes to the effectiveness of intramo-
lecular energy transfer in europium chelate with doxycycline, doubling the intensity and lifetime. 
Modification of the surface of silver nanoparticles by europium ions allows to reduce the distance 
between the surface of a nanoparticle and an antibiotic, to increase the intensity of the signal of 
sensitized fluorescence by more than 100 times. The role of the stabilizer of a non-chromophore-
containing ligand, − citrateion, in the formation of the analytical signal lies in its participation in 
the formation of a multi-ligand Eu3+ complex on the surface of a nanoobject, which reduces the 
distance between the donor and the acceptor, as well as the additional removal of water molecules 
from the immediate environment of the complexing agent ion, suppressing the process of excitation 
energy dissipation. On the basis of the conducted researches the fluorimetric technique of defini-
tion of doxycycline in medicines is offered. It differs in a low limit of detection (6.0·10-9 M) and a 
wide range of the defined concentrations from 1.0·10-8 to 1.0·10-5 M. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Определение содержания антибиотиков в 

объектах окружающей среды, пищевых продуктах, 

биологических жидкостях является актуальной за-

дачей аналитической химии в связи с их доста-

точно высокой токсичностью и не всегда оправдан-

ным применением [1]. Для определения содержа-

ний тетрациклинов используют методы высокоэф-

фективной хроматографии [2], масс-спектромет-

рии [3], отличающиеся высокой чувствительно-

стью и точностью, но требующие привлечения до-

рогостоящего оборудования, высококвалифициро-

ванного персонала.  

Благодаря высокой чувствительности, уме-

ренной стоимости аппаратурного оформления и 

простоты выполнения анализа, современная люми-
несценция занимает лидирующее место в медицин-

ской диагностике, биологических исследованиях, 
судебно-медицинской экспертизе [4-7]. Предлага-

ются актуальные подходы к созданию аналитиче-
ских систем, позволяющих дополнительно улуч-

шить метрологические характеристики люминес-
центного определения, увеличить интенсивность 

аналитического сигнала и повысить его избира-
тельность [8]. Использование сенсибилизирован-

ной флуоресценции, возникающей в результате об-

менно-резонансного или индуктивно-резонанс-

ного переносов энергии при формировании анали-
тического сигнала, является одним из них. Датчики 

на основе лантанидного резонансного переноса 
энергии характеризуются низким уровнем фона, 

более высокой чувствительностью и возможно-
стью визуализации [9, 10]. Скорость резонансного 

переноса энергии возбуждения зависит от степени 
перекрывания спектров излучения донора и погло-

щения молекулы акцептора, квантового выхода до-
нора, относительной ориентации диполей участву-

ющих партнеров, расстояния между донором и ак-

цептором [11]. Последние достижения развития 
нанотехнологий предлагают в качестве доноров 

использовать различные наноматериалы, ‒ ча-
стицы благородных металлов и квантовых точек с 

характерной энергией локального поверхностного 
плазмонного резонанса (ППР), под влиянием кото-

рого возможно усиление или тушение флуоресцен-
ции молекулы, иначе, ‒ управление эффективно-

стью резонансного переноса энергии [8]. В случае 
перекрывания спектров поверхностного плазмон-

ного резонанса наночастиц со спектрами возбуж-
дения флуоресцирующего центра интенсивность 

эмиссии возрастает в результате увеличения веро-
ятности возбужденного состояния под влиянием 

электромагнитного поля наночастиц (metal en-
hanced fluorescence, MEF) [12-15].  
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В литературе известны примеры флуори-

метрического определения антибиотиков тетра-

циклинового ряда, где в качестве флуориметриче-

ского зонда используют серебряные или золотые 

наночастицы.  

Преимуществом коллоидных растворов се-

ребра является максимальная интенсивность по-

лосы ППР в ряду часто используемых наночастиц 

благородных металлов [16, 17], их устойчивость во 

времени, а также невысокая стоимость исходных 

реактивов.  

Наночастицы серебра, модифицированные 

β-циклодекстрином [18], цитрат-ионом [19] ис-

пользуют для усиления сигнала собственной флуо-

ресценции антибиотика при определении тетра-

циклина и хлортетрациклина в лекарственных пре-

паратах и молоке. Нуклеиновые кислоты в каче-

стве модификатора поверхности наночастиц зо-

лота также способствуют росту интенсивности 

сигнала флуоресценции комплекса Eu3+ с тетрацик-

лином. В этом случае определение тетрациклина в 

молоке и моче возможно в диапазоне концентра-

ций 0,01-5 мкМ [20]. 

Модификация наночастиц серебра неионо-

генными поверхностно-активными веществами 

(ПАВ) ОП-10 увеличивает сигнал сенсибилизиро-

ванной флуоресценции комплекса Eu3+ с доксицик-

лином и позволяет определить 0,05-12 мг/л анти-

биотика в утином мясе [21].  

В опубликованных статьях авторы чаще за-

трагивают вопросы практического применения 

нанообъектов и в меньшей степени, ‒ механизмы 

формирования аналитического сигнала. 

Целью настоящей работы является изуче-

ние влияния коллоидных растворов наночастиц се-

ребра, стабилизированных цитрат-ионами, на флу-

оресцентные свойства антибиотика тетрациклино-

вого ряда, ‒ доксициклин.  

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

Реагенты. Доксициклин «Sigma», содер-

жание основного вещества не менее 98%; хлорид 

европия (III) шестиводный, «AcrosOrganics», 99,9%; 

серебро азотнокислое, «PeaХим», 99,9%; тетрагид-

ридоборат натрия, «PeaХим», 99,9%; тринатрий 

цитрат дигидрат натрия, «PeaХим», 99,9%.  

Аппаратура. Спектры флуоресценции ре-

гистрировали при помощи cпектрометра флуорес-

центного многофункционального CaryEclipse 

(«AgilentTechnologies», Австралия) с источником 

возбуждения – импульсной ксеноновой лампой. 

Ширина дифракционной щели возбуждения 10 нм, 

флуоресценции 20 нм. Скорость регистрации спек-

тров 300 нм/мин. Измерения проводили в кварце-

вой кювете с толщиной слоя 1 см. Сигнал регистри-

ровали под углом 90° к возбуждающему свету. 

Оптическую плотность растворов и элек-

тронные спектры поглощения в видимой и УФ-об-

ластях спектра измеряли на спектрофотометре UV-

1800 (Shimadzu, Япония) в кварцевых кюветах тол-

щиной 1 см.  

Значения рН контролировали на рН-метре 

(рН-673М) со стеклянным индикаторным электро-

дом и хлоридсеребряным электродом сравнения. 

Кислотность растворов создавали ацетатно-амми-

ачными буферными растворами. 

Измерение размера и дзета-потенциала на-

ночастиц серебра проводили с помощью «Zetasizer 

Nano ZS», Великобритания. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Методика получения наночастиц сере-

бра (НЧС). Наноразмерные частицы серебра полу-

чены по известной методике химическим восста-

новлением нитрата серебра [22]: смешивали 1,0 мл 

раствора AgNO3 (10 мМ), 1,0 мл цитрат-иона (500 мМ) 

и 47,0 мл бидистиллированной воды в течение 10 мин 

при комнатной температуре, добавляли к смеси 

600 мкл NaBH4 (10 мМ). Реакция восстановления 

продолжалась 30 мин, раствор оставляли в холо-

дильнике на ночь для завершения роста наночастиц.  

Концентрацию наночастиц серебра в рас-

творах рассчитывали, моль/л: 

N = 3m/4πr3ρ, c = N/NAV, 

где N – число частиц в растворе; NA = 6,02·1023, моль-1 – 

постоянная Авогадро, V – объем раствора, m – мас-

са серебра в растворе (m = 0,0535 г); r – радиус на-

ночастиц; ρ = 10,5 г/см3 – плотность серебра [23]. 

Свойства наночастиц серебра и влияние 

их на флуоресцентные свойства доксициклина. 

Полученные нами наночастицы серебра изучены 

методом трансмиссионной электронной микроско-

пии, и установлена сферическая форма наноча-

стиц, средний размер диаметра 5±2 нм, ζ – потен-

циал диффузного слоя – 30 мВ.   

Реализация эффективного резонансного пе-

реноса энергии и возрастание интенсивности флу-

оресценции антибиотика ‒ флуорофора в паре до-

нор-акцептор, содержащей наночастицы серебра, 

возможна, так как спектр возбуждения доксицик-

лина и спектр поглощения наночастиц лежат в од-

ной спектральной области (рис. 1).  
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Рис. 1. Спектры возбуждения доксициклина (1) и ППР наночастиц 

серебра (2). СНЧС = 3,3·10-7 M, CДЦ = 1,0·10-5 M, λвозб = 525 нм 

Fig. 1. Excitation spectra of doxycycline (1) and SPR of silver nano-

particles (2). СAgNPs = 3.3·10-7 M, CDC = 1.0·10-5 M, λeх = 525 nm 

 
Однако, экранирование наночастиц сере-

бра цитрат-ионами препятствовало необходимому 
сближению доксициклина с поверхностью наноча-
стицы, и ожидаемый диполь-дипольный перенос 
энергии возбуждения не наблюдался.  

Необходимое сокращение расстояния между 
донором и акцептором достигнуто в результате мо-
дификации поверхности наночастиц серебра 
ионами Eu3+ путем введения добавок раствора соли 
редкоземельного элемента (РЗЭ) к раствору нано-
частиц серебра. В присутствии доксициклина на 
поверхности наночастиц образуются разнолиганд-
ные хелаты ионов Eu3+ с антибиотиком и цитрат-
ионом, которые характеризуются внутримолеку-
лярным переносом энергии с триплетного уровня 
лиганда доксициклина (18100 см-1) на излучатель-
ные уровни иона Eu3+ (5D0 17260 см-1) с последую-
щей флуоресценцией (λфл = 615 нм, λвозб = 390 нм, 
5D0→7F2 переход) (рис. 2) [23]. При этом сокраща-
ется расстояние между донором (наночастицы се-
ребра) энергии возбуждения и акцептором (докси-
циклин). Можно предположить, что синергетиче-
ское увеличение интенсивности сенсибилизирован-
ной флуоресценции хелата Eu3+ в 125 раз (рис. 2) в 
присутствии наночастиц серебра является резуль-
татом совместного воздействия энергии внешнего 
возбуждения и поверхностного плазмонного резо-
нанса на доксициклин, вероятность перехода кото-
рого в возбужденное состояние значительно воз-
растает. 

Роль стабилизатора нехромофорсодержа-
щего лиганда цитрат-иона в формировании анали-
тического сигнала состоит в участии разнолиганд-
ного комплексообразования Eu3+ на поверхности 
наночастиц, способствующего сокращению рас-
стояния между донором (наночастица) и акцепто-
ром (доксициклин), дополнительному удалению 
молекул воды из ближайшего окружения иона ком-
плексообразователя, подавлению процесса дисси-
пации энергии возбуждения.  

 
Рис. 2. Спектры флуоресценции ДЦ в отсутствие (1) и в при-

сутствии модифицированных Eu3+ наночастиц серебра (2). 

СНЧС = 3,3·10-7 М, СДЦ = 1,0·10-6 М, СEu3+ = 2,5·10-5 М, рН 9,0, 

λвозб = 390 нм 

Fig. 2. Fluorescence spectra of DC in the absence of (1) and in the pres-

ence of silver nanoparticles modified by Eu3+ (2). СAgNPs = 3.3·10-7 М, 

СDC = 1.0·10-6 М, СEu3+ = 2.5·10-5 М, рН 9.0, λex= 390 nm 

 

Выбор оптимальных условий. Интенсив-

ность сенсибилизированной флуоресценции док-

сициклина в присутствии модифицированных на-

ночастиц серебра в значительной степени зависит 

от кислотности среды и условий взаимодействия 

антибиотика с ионами Eu3+. Нами исследовано вли-

яние ацетатно-аммиачного буферного раствора в 

диапазоне рН 5-10 на интенсивность флуоресцен-

ции аналитической системы и установлено, что 

максимальный сигнал эмиссии наблюдается при 

рН 9,0, что соответствует оптимальным условиям 

комплексообразования доксициклина и ионов Eu3+ 

вблизи поверхности наночастиц.  

Интенсивность сенсибилизированной флу-

оресценции зависит от концентрации модифика-

тора ‒ ионов Eu3+, и максимальна при 2,5·10-5 М. 

Большие концентрации иона РЗЭ вызывают кон-

центрационное тушение сигнала (рис. 3).  

 

 
Рис. 3. Влияние концентрации ионов Eu3+ на интенсивность 

сенсибилизированной флуоресценции. СНЧС = 3,3·10-7 М, 

СДЦ = 1,0·10-6 М, рН 9,0, λфл = 615 нм, λвозб = 397 нм 

Fig. 3. The effect of the concentration of Eu3+ ions on the intensity 

of sensitized fluorescence. СAgNPs = 3.3·10-7 М, СDC = 1.0·10-6 М, 

рН 9.0, λem = 615 nm, λex = 397 nm 
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Модификация поверхности наночастиц 

ионами Eu3+ сопровождается увеличением ζ – по-

тенциала до -10 мВ, среднего диаметра наночастиц 

до 20 нм и батохромным смещением полосы ППР 

серебра на 20 нм (рис. 4).  

 

 
Рис. 4. Спектры поглощения НЧС, стабилизированных цит-

рат-ионом (1) и модифицированных ионами европия (2). 

СНЧС = 3,3·10-7 M, СEu3+ = 6,25·10-4 M 

Fig. 4. Absorption spectra of AgNPs stabilized with a citrate ion 

(1) and modified with europium ions (2). СAgNPs = 3.3·10-7 M, 

СEu3+ = 6.25·10-4 M 

 

Время жизни флуоресценции. Нами уста-

новлено, что в присутствии наночастиц серебра 

время жизни флуоресценции аналитической си-

стемы увеличивается практически в два раза (рис. 5) 

и составляет 142  7 мкс, тогда, как в их отсутствие 

74  2 мкс.  

 

 
Рис. 5. Кривая затухания флуоресценции доксициклина в от-

сутствие (1) и в присутствии (2) модифицированных наноча-

стиц серебра 

Fig. 5. Doxycycline fluorescence decay curve in the absence of 

(1) and in the presence of (2) modified silver nanoparticles 

 

Определение доксициклина в лекарст-
венных препаратах. На основании проведенных 

исследований предложен способ флуориметриче-

ского определения доксициклина в препаратах 

«Доксициклин», производства «Барнаульский за-

вод медпрепаратов» и «Белмедпрепараты», осно-

ванный на измерении сенсибилизированной флуо-

ресценции ионов Eu3+ в присутствии наночастиц 

серебра.  

Методика определения. Содержимое 5-ти 

капсул препарата «Доксициклин» смешивали в 

ступке, и навеску, соответствующую одной кап-

суле, помещали в мерную колбу емкостью 25,0 мл, 

растворяли в 2,0 мл соляной кислоты 1,0·10-8 М и 

бидистилированной воде, объем раствора дово-

дили до метки. Раствор отделяли от осадка филь-

трованием («синяя лента»), разбавляли в 100 раз, 

аликвоту 0,1-0,5 мл переносили в пробирку с 1,0 мл 

буферного раствора (pH 9,0), 0,4 мл 3,3·10-6 М мо-

дифицированных наночастиц серебра и доводили 

буферным раствором до общего объема 4,0 мл. Из-

меряли интенсивность флуоресценции (λфл = 612 нм, 

λвозб = 389 нм), с помощью градуировочного гра-

фика определяли содержание доксициклина в ле-

карственном препарате. 

В табл. 1 представлены некоторые харак-

теристики флуориметрического способа опреде-

ления доксициклина в присутствии и в отсутствие 

наночастиц серебра. Как видно из таблицы, в при-

сутствии наночастиц серебра предел обнаружения 

антибиотика понижается более, чем на два порядка 

и значительно расширяется диапазон определяе-

мых концентраций, что позволяет расширить круг 

анализируемых объектов.  

 
Таблица 1 

Некоторые характеристики флуориметрических ме-

тодик определения доксициклина 

Table 1. Some characteristics of fluorimetric methods 

for determining doxycycline 

Аналитическая 
система 

Диапазон 
концен-

траций ли-

нейности, 
М 

R2 

Уравне-
ние ли-
нейной 

зависи-
мости 

ПрО, М 
(3σ) 

Eu3+‒
доксициклин 

1,0·10-6-
1,0·10-5 

0,98 
Y = -

7,1x + 53 
7,0·10-7 

Наночастицы 
серебра, моди-
фицированные 
ионами Eu3+‒
доксициклин 

1,0·10-8-
1,0·10-5 

0,99 
Y = -

0,96x + 
7,6 

6,0·10-9 

 
В табл. 2 представлены результаты опреде-

ления доксициклина в лекарственном препарате 
флуориметрическим способом с использованием 
наночастиц серебра. Правильность определения 
контролировали методом «введено-найдено». 
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Таблица 2 

Результаты определения доксициклина в лекар-

ственном препарате «Доксициклин» (n = 5, p = 0,95), 

заявленное содержание антибиотика 100 мг 

Table 2. The results of the determination of doxycycline 

in the drug «Doxycycline» (n = 5, p = 0.95), the declared 

antibiotic content is 100 mg 

Производство Найдено, мг 

 хср ± Δх sr 

Барнаульский завод медпрепаратов 101 ± 8 0,01 

Белмедпрепараты 107 ± 5 0,03 

ВЫВОДЫ 

Изучено влияние наночастиц серебра на 

флуоресцентные свойства доксициклина и его ком-

плекса с ионами Eu3+. Показано, что в присутствии 

наночастиц серебра наблюдается возрастание ин-

тенсивности сенсибилизированной флуоресцен-

ции комплекса доксициклина с ионами РЗЭ, свя-

занное с переносом энергии возбуждения от нано-

частиц серебра к доксициклину. Воздействие на 

антибиотик внешнего источника излучения и ло-

кального поля поверхностного плазмона наноча-

стицы способствуют эффективности перевода тет-

рациклина в возбужденное состояние. При этом 

возрастает скорость внутримолекулярного пере-

носа энергии в хелате Eu3+, увеличивается интен-

сивность сенсибилизированной флуоресценции 

комплекса на два порядка.  

Модификация поверхности наночастиц се-

ребра ионами Eu3+ позволяет сократить расстояние 

между поверхностью наночастицы и антибиоти-

ком для диполь-дипольного переноса энергии 

электронного возбуждения, увеличить чувстви-

тельность и снизить предел обнаружения докси-

циклина. 
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