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В работе показана возможность использования фотонных кри-
сталлов, созданных на основе искусственных опалов, в каче-
стве подложек для люминесцентной микроскопии биологиче-
ских объектов. Изучено пространственное распределение фо-
толюминесценции кластеров ДНК на поверхности опалов и
на шероховатых золотых подложках при возбуждении ультра-
фиолетовым излучением с длиной волны 365 нм. На приме-
ре образцов клеток крови продемонстрирована возможность
визуализации биологических объектов при использовании эле-
ментов наноструктуры искусственных опалов в качестве меток
и усилителей изображения.

1. Введение

Известно, что для решения ряда биологических за-
дач необходимо получать контрастное изображение
клеток и их компонент. Проблема состоит в том, что
клетки, являясь прозрачными объектами, плохо ви-
дны в оптическом микроскопе. Для решения такой
проблемы используют различные подходы. К ним мо-
жно отнести использование в качестве люминесцен-
тных меток различных красителей, квантовых точек
и металлических наночастиц [1]. Связываясь с разли-
чными молекулярными структурами, эти метки под
воздействием лазерного излучения люминесцируют,
визуализируя место связи клетки с меткой. В частно-
сти, DAPI (4’, 6-диамидино-2-фенилиндол) “окраши-
вает” ядра клеток или вызывает свечение комплексов
с ДНК в синей области спектра; зеленый флуоре-
сцентный белок (GFP-зеленый флуоресцентный бе-

лок) используется как метка протеинов, включая ци-
тосклелет, и др [2]. Автолюминесценция компонентов
клеток очень слабая и практически не видна даже
при использовании конфокального микроскопа.

Иной подход основан на создании специальных
оптических схем для визуализации прозрачных объе-
ктов. Примером такого типа является конфокальная
и фазово-контрастная микроскопия [3]. Хороший ре-
зультат дает также сочетание этих двух подходов.

Для визуализации клеток и их составляющих нами
предложено использование особых подложек, выпол-
няющих роль оптических элементов и одновремен-
но люминесцирующих меток. Известно, что конфо-
кальная микроскопия дает возможность детектиро-
вания люминесцирующих микрообъектов с помощью
оптического микроскопа, диафрагма которого, распо-
ложенная перед детектором, обеспечивает регистра-
цию фотолюминесценции (ФЛ) только от объектов,
находящихся непосредственно в фокальной плоско-
сти. Таким образом удаётся создавать объёмные изо-
бражения анализируемых объектов. Метод конфо-
кальной микроскопии обеспечивает высокую контра-
стность, большую глубину резкости и возможность
послойного сканирования образцов. Это позволяет
создавать трехмерные изображения отдельных кле-
ток, срезов тканей и небольших организмов, что
и обусловило широкое распространение метода в
медико-биологических приложениях.

Ранее [4] для увеличения интенсивности ФЛ ДНК
было предложено использовать искусственные опа-
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лы как матрицы, заполненные анализируемым веще-
ством. Известно [5, 6], что для возбуждения ФЛ ДНК,
квантовый выход которой при комнатной темпера-
туре составляет менее 10−4, используют различные
красители: эдидиум бромид, акридиновый оранже-
вый и др., а применение стирил-цианиновых краси-
телей для ДНК дает возможность получать двухфо-
тонную люминесценцию в видимом диапазоне спе-
ктра [7]. Ранее нами было предложено [4] для уси-
ления люминесценции ДНК вблизи 350 нм использо-
вать синтетический опал. В работе [4] была показа-
на также возможность получить свечение от молекул
ДНК на поверхности синтетического опала (без по-
нижения температуры и без использования красите-
лей), и визуализировать кластеры ДНК при возбу-
ждении длиной волны 365 нм. В данной работе мы
приводим экспериментальные данные об использова-
нии фотонных кристаллов (ФК), созданных на основе
искусственных опалов, а также шероховатых золотых
подложек для визуализации изображения биологиче-
ских объектов: кластеров ДНК и клеток крови.

2. Материалы и методы

Применение конфокальной схемы приводит к увели-
чению контраста изображения за счет того, что “па-
разитный” свет от соседних точек анализируемого
объекта не попадает на детектор в результате исполь-
зования диафрагмы малого размера. “Платой” за уве-
личение контраста является необходимость примене-
ния достаточно сложных схем сканирования образца
или светового пучка, что увеличивает время, необхо-
димое для получения полной информации об иссле-
дуемом объекте.

Согласно критерию Релея для предельного разре-
шения (уменьшение интенсивности на 26% от зна-
чения максимума интенсивности) для конфокально-
го микроскопа имеет место: rconf = 0, 44 λ

n sin θ =
0, 88λ

′

DF . В то же время для обычного оптическо-
го микроскопа имеем: rresel = 0, 61 λ

n sin θ = 1, 22λ
′

DF
(λ′ = λ/n). Таким образом, в случае конфокального
микроскопа разрешение лишь в 1,4 раза лучше, чем
в оптическом микроскопе [8]. Поэтому главным преи-
муществом конфокального микроскопа является не
увеличение разрешения, а существенное возрастание
контраста при формировании изображения.

Наши эксперименты были выполнены с помощью
конфокального лазерного сканирующего микроскопа
“Carl Zeiss LSM-510 META” с использованием объе-
ктива “Plan-Neofluar 40х/0,6 Korr”. Для получения

изображений объектов в обсуждаемом микроскопе
используются лазеры с длинами волны 405, 458, 488
и 633 нм. Изображения объектов были зарегистри-
рованы с помощью цифровой камеры “AxioCam” при
возбуждении ФЛ ультрафиолетовой лампой HBO 100
с использованием синего (FSet01 wf), зеленого (Fset10
wf) и красного (Fset20 wf) фильтров. Изображения в
схеме “на пропускание” в видимом диапазоне получа-
ли при использовании галогеновой лампы. Скорость
сканирования зависит от разрешения и для микро-
скопа “LCM 510” составляет 1/5 секунды на слой при
разрешении 512×512. Максимальное разрешение со-
ставляет 2048×2048 [9].

Для оценки спектральной плотности ФЛ приме-
нялось сканирование вдоль поверхности образца в
режиме “Lambda scan”, что позволило регистриро-
вать спектр ФЛ с помощью линейки миниатюрных
фотоприемников cо спектральным разрешением 10,7
нм. Для количественного анализа использовали фун-
кцию ROI (Region of Interest), которая позволяла по-
лучить график зависимости интенсивности ФЛ от
длины волны с усреднением по выделенной области.

3. Приготовление образцов

Образцы искусственных опалов были получены ме-
тодом естественной седиментации глобул путем испа-
рения реакционной смеси с заданной скоростью.
Для синтеза глобул диоксида кремния был исполь-
зован модифицированный метод Штобера [10]. Мо-
лярное соотношение компонентов реакционной смеси
был следующим: NH4OH:H2O:C2H5OH:Si(OC2H5)4 =
0,76:18:11:0,14. После осаждения полученные кри-
сталлы подвергались отжигу при температуре 800 ◦С
для удаления химически связанной воды и остатков
органических соединений.

Для исследований были использованы шерохова-
тые золотые подложки. Тонкая пленка золота была
получена с помощью вакуумного термического оса-
ждения золота 99,999% на стеклянную подложку
(TF-1, 20×20 мм) с нанесенным слоем Cr. Толщина
пленки золота составляла 300–350 Å с шероховато-
стью около 50 Å при прослойке Cr размером 10–20 Å
[11].

Была подготовлена суспензия клеток крови в 0,9 %
растворе хлористого натрия. Венозную кровь брали
из локтевой вены с добавлением гепарина (0,1 мл на
10 мл крови). Клетки крови центрифугировали при
1500 об./мин в течение 10 мин. Плазму крови отбира-
ли и к клеточному осадку добавляли равный объём
изотонического раствора хлористого натрия. Пробир-
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Рис. 1. Вид поверхности искусственного опала при возбужде-
нии ультрафиолетовой лампой с регистрацией флуоресценции
с использованием синего светофильтра типа “FSet01”

ку с образцом встряхивали и центрифугировали. Оса-
док из пробирки удалялся при сохранении 0,5 мл над
клеточным объёмом. Клетки наносили на стекло и на
поверхность искусственных опалов для изучения под
конфокальным микроскопом.

4. Результаты и их обсуждение

Поскольку поверхность ФК, созданного на основе
опала, имеет доменную структуру и иризирует, на
первом этапе были проведены оптические исследова-
ния поверхности исходного опала с использованием
конфокального микроскопа. На рис. 1 представлены
наблюдаемые области упорядоченной структуры (до-
мены) поверхности опала с размерами от 40 до 250
мкм. Свечение поверхности ФК было зарегистриро-
вано при возбуждении УФ светом от ртутной лампы
с длиной волны 365 нм. Регистрируемое свечение от
неоднородностей поверхности опала позволило хоро-
шо различать отдельные домены.

Исследования показали [4, 12, 13], что в исходном
ФК обнаруживается ФЛ с двумя интенсивными ма-
ксимумами вблизи 400 и 500 нм и с несколькими сла-
быми полосами в области 600–800 нм. В работе [14]
ФЛ искусственного опала связывают с наличием де-
фектов и примесей. Полосу с максимумом на длине
волны 523 нм связывают с поверхностными состояни-
ями ≡Si–H (энергия перехода 2,37 эВ); полосу с ма-

ксимумами на 652 и 692 нм относят к объемным и
поверхностным состояниям ≡ Si–О с энергиями 1,9 и
1,79 эВ соответственно. Природа полосы вблизи 400
нм обсуждалась в литературе [12]. Её связывают с на-
личием различных примесей (в долевых количествах
менее 10−5): оксидов цинка, кальция, натрия, железа
и циркония, попадающих в образец в технологиче-
ском процессе получения кристаллов. Интенсивность
ФЛ исходного синтетического опала изменялась при
перемещении от точки к точке по его поверхности
(см. рис. 2). Для образцов с хорошо упорядоченной
структурой, изменение интенсивности ФЛ вдоль по-
верхности наблюдалось с одинаковым коэффициен-
том для разных частот. Для образцов с менее упоря-
доченной структурой интенсивность свечения на ра-
зных частотах изменялась по-разному. Такая зави-
симость свечения синтетического опала от места на
поверхности может быть связана с неоднородностью
образца, наличием доменной структуры, изменением
спектрального положения запрещенной зоны и нерав-
номерным распределения примесей. Так как структу-
ра ФК сравнима с длиной волны видимого диапазо-
на, можно ожидать локального возрастания электро-
магнитного поля примесной ФЛ и получить сигнал
даже от очень малого количества примесей [15, 16].
Запрещенная зона ФК проявляется в полосе люмине-
сценции, а именно, в спектральной области, где ра-
змещена запрещенная зона ФК, на контуре люмине-
сценции должен регистрироваться провал [12]. Для
исследованных нами кристаллов с размером глобул
240 нм брэгговское отражение находится вблизи 530
нм. Согласно с этим в спектрах ФЛ опала этой же
области был зарегистрирован “провал” на (см. рис. 2).

Основной электронный переход S0–S1 в молекуле
ДНК соответствует длине волны электромагнитно-
го излучения, близкой к 260 нм. В результате погло-
щения ультрафиолетового кванта молекула ДНК пе-
реходит с основного состояния S0 на первый (резо-
нансный) электронный синглетный терм. Такой пе-
реход является разрешённым правилами отбора для
однофотонных процессов. Несколько ниже по энер-
гии находится триплетный терм, для которого одно-
фотонные процессы в основное состояние запреще-
ны по спину. Соответственно условием для возбужде-
ния спектров ФЛ в ДНК является превышение энер-
гии кванта возбуждающего излучения энергии резо-
нансного электронного перехода, т.е. значение длины
волны возбуждающего излучения должно быть мень-
ше или, по крайней мере, сравнимо со значением 260
нм. После возбуждения молекулы ДНК с переходом
на синглетный терм в результате однофотонного по-
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Рис. 2. Фотолюминесцентное изображение (справа) люминесцирующего участка поверхности искусственного опала в области
дефекта, полученное в режиме Lambda Scan. Возбуждение фотолюминесценции осуществляется лазером на длине волны 405 нм,
а ее регистрация – в диапазоне 422–754 нм с использованием Beamsplitter 405/488. На вставке слева приведены соответствующие
спектры ФЛ, полученные от двух областей поверхности опала, отмеченных на рисунке справа

глощения возможны процессы конверсии, в результа-
те которых молекула переходит на триплетный терм,
характеризующийся очень малой силой осциллятора
[17]. Кроме того, конверсия может происходить с тер-
ма S0 на ряд других термов с малыми силами осцил-
ляторов, обусловленных электронным строением ну-
клеиновых оснований, входящих в состав ДНК. В ре-
зультате основная доля электромагнитной энергии,
поглощённой молекулой ДНК, переходит в энергию
теплового движения. В связи с этим квантовый выход
ФЛ молекул ДНК чрезвычайно мал (менее 10−4),
что делает наблюдение фотолюминесценции натив-
ной ДНК чрезвычайно затруднительным даже при
использовании в качестве источников возбуждающих
фотонов коротковолнового электромагнитного излу-
чения с длиной волны, меньшей 260 нм. В связи с
этим известные результаты о регистрации спектров
ФЛ нативной (без использования меток) ДНК, возбу-
ждаемой коротковолновым излучением [5, 6]) были
получены лишь при низких температурах.

Для увеличения интенсивности ФЛ молекул ДНК,
находящихся на поверхности конденсированной сре-
ды, нами предложено использовать два новых типа
подложек: шероховатая плёнка золота и микростру-
ктурированная поверхность искусственного опала.

На рис. 3 приведено изображение нитей ДНК, ра-
змещённых на шероховатой поверхности золота, по-
лученное в результате регистрации ФЛ, возбужда-
емой ультрафиолетовым излучением (365 нм). Как

Рис. 3. Фотолюминесцентное изображение молекул ДНК, на-
несённых на шероховатую золотую подложку, полученное с по-
мощью конфокального микроскопа при возбуждении ФЛ уль-
трафиолетовым излучением с длиной волны 365 нм

видно из этого рисунка, объект наблюдается в виде
нитей длиной 5–7 мкм толщиной около 1 мкм. Изве-
стно, что реальная толщина нитей ДНК составляет
десятки нанометров. Такой вывод ранее подтверждён
результатами исследований микроструктуры ДНК с
помощью атомно-силового [18] и электронного ми-
кроскопов. Увеличение поперечных размеров (до 1
мкм) обсуждаемого объекта при наблюдении мето-
дом ФЛ с применением конфокального микроскопа
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Рис. 4. Фотолюминесцентное изображение молекул ДНК, нане-
сённых на поверхность фотонного кристалла, полученное с по-
мощью конфокального микроскопа при возбуждении ФЛ уль-
трафиолетовым излучением с длиной волны 365 нм

можно объяснить возможной конденсацией молекул
ДНК с образованием микрокластеров на поверхности
золота. Как видно из рис. 3, изображение нитей ДНК
является достаточно ярким и отчётливым. Большая
интенсивность сигнала ФЛ молекул ДНК, находящи-
хся на поверхности золота, может быть обусловлена
проявлением известного эффекта гигантского усиле-
ния (на несколько порядков) эффективного электро-
магнитного поля ФЛ вблизи наночастиц золота. Та-
кой эффект объясняется влиянием локализованных
поверхностных плазмонов. С другой стороны, в каче-
стве возможного механизма возрастания интенсивно-
сти ФЛ не исключены химические процессы переноса
электронов от металла к молекулам ДНК с образова-
нием новых электронных состояний в видимой обла-
сти спектра. Фактически, это соответствует форми-
рованию новых флуоресцентных меток вблизи нано-
частиц золота. В результате самопроизвольного фор-
мирования меток в комплексе “золото–ДНК” ФЛ в
ДНК возбуждается излучением среднего ультрафио-
летового диапазона (365 нм).

На рис. 4 представлено изображение микрокласте-
ров ДНК, нанесённых на поверхность ФК, получен-
ное в свете ФЛ при возбуждении излучением с дли-
ной волны 365 нм. Как видно из этого рисунка, изо-
бражение молекул ДНК носит более размытый ха-
рактер, чем в случае использования шероховатой зо-
лотой подложки. Тем не менее, и в этом случае на-
блюдается достаточно интенсивный сигнал ФЛ, по-
зволяющий получить информацию о пространствен-

ном распределении ДНК на поверхности подложки.
Как известно, при размере глобул кремнезёма ФК 250
нм, размер пор между глобулами составляет около
50 нм, а размер каналов, выходящих на поверхность
ФК, близок к 10 нм. Таким образом, размытость изо-
бражения нитей ДНК на поверхности фотонного кри-
сталла, можно объяснить “проваливанием” молекул
ДНК в объем фотонного кристалла через каналы ме-
жду глобулами.

Наблюдаемый эффект возрастания интенсивности
в свете ФЛ изображения кластеров ДНК, разме-
щённых на поверхности ФК, можно объяснить, как
и в случае с шероховатыми золотыми подложками,
локальным возрастанием эффективного поля [19].
Однако в данном случае эффект имеет место не в ре-
зультате плазмонного эффекта, а вследствие интер-
ференционного усиления эффективного поля в фо-
тонном кристалле, в результате возрастания плотно-
сти фотонных состояний вблизи дефектов и краёв
запрещённой фотонной зоны [15]. Интерференцион-
ный характер усиления поля может служить допол-
нительной причиной размытия изображения биоло-
гического объекта на поверхности фотонного кри-
сталла.

Следует отметить также, что наноструктурирован-
ное золото, как и наноструктурированный ФК, имеет
целый ряд электронных переходов в видимой и бли-
жней ультрафиолетовой областях спектра [20–21], со-
ответствующих энергиям: 2,4 эВ (0,52 мкм); 2,5 эВ
(0,5 мкм); и 1,9 эВ (0,65 мкм), 2,2 эВ (0,56 мкм), 3,2 эВ
(0,3 мкм), 2,55 эВ (0,49 мкм), 3,0 эВ (0,41 мкм). На-
личие таких уровней создаёт условия для формиро-
вания соответствующих меток в комплексах “ДНК–
дефект подложки”, приводящих к появлению сигна-
ла ФЛ при возбуждении излучением с длиной волны
365 нм.

Кроме того, как и при наличии неоднородностей
на золотой подложке, в случае микроструктуриро-
ванной подложки ФК возможно образование новых
химических связей между молекулами ДНК и дефе-
ктами, присутствующими на поверхности ФК. Новые
химические связи “ФК–ДНК” играют роль образо-
вавшихся меток, приводящих к возникновению ФЛ
при возбуждении излучением среднего УФ-диапазона
(365 нм).

На рис. 5 представлены изображения клеток пла-
змы крови, а на рис. 6 соответствующие фотолюмине-
сцентные изображения эритроцитов, нанеcенных на
поверхность искусственного опала. Как видно из этих
рисунков, при настройке микроскопа на поверхно-
стный слой клеток свечение наблюдается непосред-
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Рис. 5. Фотолюминесцентное изображение плазмы крови, на-
несённой на поверхность фотонного кристалла, полученное с
помощью конфокального микроскопа при возбуждении ФЛ
ультрафиолетовым излучением с длиной волны 365 нм и с
использованием синего светофильтра FSet01. Присутствуют
“красные” и “синие” светящиеся точки, соответствующие ра-
зличным биологическим объектам

ственно от клеток, а не от поверхности подложки.
Изображения биологических объектов, представлен-
ных на рис. 5 и 6, дают возможность оценить разме-
ры клеток и их форму. При анализе спектров ФЛ от
определённых областей объекта можно получить ко-
личественную информацию о параметрах вторичного
излучения от компонент клетки. В эритроцитах уда-
ется хорошо рассмотреть впадинку в центре клетки.
Следует отметить, что при нанесении клеток крови
на покровное стекло получить их ФЛ изображение
не удаётся. В то же время при использовании ФК в
качестве подложки наблюдаемые изображения в све-
те ФЛ различаются не только по форме, но и своими
спектрами.

Таким образом, в данной работе получены следую-
щие результаты.

1. Установлено, что при помещении молекул ДНК
на шероховатую золотую подложку с помощью кон-
фокального микроскопа при использовании в каче-
стве возбуждающего излучения ультрафиолет с дли-
ной волны 365 нм удаётся сформировать отчётливое
фотолюминесцентное изображение кластеров ДНК в
виде нитей длиной в несколько микрометров. При
этом наблюдаемая ширина нитей существенно пре-
вышает реальный поперечный размер молекул ДНК.
Такой результат объясняется предельным разреше-
нием конфокального микроскопа (люминесцентная
мода).

Рис. 6. Фотолюминесцентное изображение эритроцитов, нане-
сённых на поверхность фотонного кристалла, полученное с по-
мощью конфокального микроскопа при возбуждении ФЛ уль-
трафиолетовым излучением с длиной волны 365 нм и с исполь-
зованием синего светофильтра FSet01

2. Установлено, что при помещении молекул ДНК
на наноструктурированную поверхность фотонного
кристалла также удаётся сформировать фотолюми-
несцентное изображение кластеров ДНК с помощью
конфокального микроскопа при использовании в ка-
честве возбуждающего излучение ультрафиолет с
длиной волны 365 нм. Однако при этом изображе-
ние молекул ДНК является размытым и менее интен-
сивным. Размытие фотолюминесцентного изображе-
ния ДНК объяснятся “погружением” молекул ДНК
в объём ФК через каналы, размер которых близок к
10 нм.

3. Особенностью предложенного метода является
тот факт, что с помощью фотонного кристалла мо-
жно регистрировать фотолюминесцентное изобра-
жение биологических объектов больших размеров
(> 1 мкм), которые не “проваливаются” в поры ФК, а
также кластеров из большого числа исследуемых мо-
лекул, заполняющих весь объём ФК [4]. Таким обра-
зом, нами сделан вывод о том, что использование
ФК в качестве подложек целесообразно при форми-
ровании фотолюминесцентных изображений биоло-
гических объектов сравнительно большого размера
(клеток, вирусов и т. д.); при этом использование по-
дложек из ФК оказывается существенно более эффе-
ктивным, чем покровных стекол.

Для дальнейшего развития метода, основанного на
использовании в качестве подложек ФК, созданных
на основе искусственных опалов, представляется це-
лесообразным получение опалов с меньшим размером
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глобул, обеспечивающим соответствующее уменьше-
ние размеров каналов до величин 1 нм. Кроме то-
го, возбуждение ФЛ в нативных ДНК целесообразно
проводить с использованием коротковолнового возбу-
ждающего излучения, например: полупроводниковых
светодиодов с длиной волны 280 нм или четвёртой
гармоники лазера YAG:Nd3+ с длиной волны генера-
ции 266 нм.
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ЗОБРАЖЕНЬ БIОЛОГIЧНИХ ОБ’ЄКТIВ
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С.О. Карахiн, Н.Я. Гридiна, В.С. Горелик, В.Н. Моiсеєнко

Р е з ю м е

В роботi показано можливiсть використання фотонних кри-
сталiв, створених на основi штучних опалiв, як пiдкладок для
люмiнесцентної мiкроскопiї бiологiчних об’єктiв. Вивчено про-
сторовий розподiл фотолюмiнесценцiї кластерiв ДНК на по-
верхнi опалiв i на шорсткуватих золотих пiдкладках при пору-
шеннi ультрафiолетовим випромiнюванням з довжиною хвилi
365 нм. На прикладi зразкiв клiтин кровi продемонстровано
можливiсть вiзуалiзацiї бiологiчних об’єктiв при використаннi
елементiв наноструктури штучних опалiв у ролi мiток i пiдси-
лювачiв зображення.
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S u m m a r y

The use of photonic crystals, which were fabricated on the ba-

sis of synthetic opals, as substrates for the luminescence mi-
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croscopy of biological objects has been shown. The spatial dis-

tributions of the photoluminescence by DNA clusters excited by

365-nm ultra-violet irradiation on opal surfaces and rough gold

substrates have been studied. With the use of blood cells as

an example, a possibility for the visualization of biological ob-

jects in the case where the nanostructure elements of synthetic

opals are applied as labels and image amplifiers has been demon-

strated.
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