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Экзосомы – один из классов внеклеточных ве-
зикул, секретируемых животными клетками как в 
норме, так и под действием стимулов [1–3], кото-
рые участвуют в межклеточной коммуникации [4–
6]. Типичный размер экзосом составляет от 30 до 
100 нм, они имеют двойную липидную мембрану, 
ограничивающую внутреннюю водную полость, 
т.е., по сути, являются моноламеллярными липо-
сомами естественного происхождения. Помимо 
липидов в состав экзосом входят белки и нукле-
иновые кислоты [1, 2] (мембранные белки, белки 
внутренней полости, матричные и микро-РНК [7], 
иногда двуспиральная ДНК [8]), тип и число кото-
рых сильно меняются в зависимости от происхож-
дения экзосом. Резко возросший в последние годы 
научный интерес к этим объектам связан прежде 
всего с возможностью их диагностического при-
менения [2, 8–12], так как концентрация экзосом 
в биологических жидкостях (плазма крови, слю-
на, моча, амниотическая жидкость и т.д.), а также 
типы белков и нуклеиновых кислот в их составе 
существенно меняются при некоторых патологиче-
ских состояниях организма.

Исследования, проведенные в последние годы, 
показали возможность использования флуоресцент-
ного режима в методе анализа траекторий наноча-
стиц (АТН) для селективного измерения размеров и 

концентрации диагностически значимых фракций 
субмикронных частиц, в первую очередь экзосом, в 
биологических жидкостях [13–15]. В режиме рассе-
яния в методе АНТ исследуемый образец, содержа-
щий субмикронные частицы, освещается плоским 
лазерным лучом. Регистрация рассеянного излу-
чения производится с помощью объектива и высо-
кочувствительной видеокамеры, расположенных 
под прямым углом к плоскости луча. Фотоны, рас-
сеянные на отдельных частицах, формируют пятна 
(уширенные за счет дифракции) на матрице камеры. 
Анализ смещений центров этих пятен за счет Броу-
новского движения частиц с использованием урав-
нения Стокса–Эйнштейна позволяет рассчитать раз-
мер каждой попавшей в область наблюдения части-
цы [16]. Данные о числе частиц (среднее значение, 
полученное в течение всего времени наблюдения) 
используются для измерения их счетной концентра-
ции [16]. Во флуоресцентном режиме метода АТН 
между объективом и камерой вводится светофильтр, 
отсекающий излучение на длине волны лазера, но 
пропускающий длинноволновую флуоресцентную 
часть [16]. Таким образом, в этом режиме регистри-
руются только частицы, либо обладающие собствен-
ной флуоресценцией (рис. 1, а), либо флуоресцентно 
меченные с использованием конъюгатов антител с 
флуоресцентными красителями (рис. 1, б).
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Принципиальная схема существующей методики 
селективного измерения экзосом методом АТН [13–
15] включает следующие стадии: центрифугирование 
образца на малых скоростях для удаления клеток и 
крупных фрагментов; добавление конъюгата флуо-
ресцентного красителя и антител к специфическим 
поверхностным маркерам экзосом (мембранным бел-
кам) и измерение во флуоресцентном режиме АТН. 
Недостатком этой методики является необходимость 
в десятках копий маркера на поверхности каждой 
экзосомы для достаточной интенсивности флуорес-
центного сигнала.

Для решения данной проблемы предлагается под-
ход, связанный с введением в экзосомы большого 
числа слабо селективных и малоинтенсивных флуо-
ресцентных меток с последующим усилением флуо-
ресценции за счет связывания конъюгата плазмонной 

частицы и антител к редкому, но высокоспецифично-
му маркеру (например, тетраспанины CD63, CD81) 
[1, 3–6] (рис. 1, в, г).

Экспериментальные данные свидетельствуют, 
что интенсивность флуоресценции вблизи сфериче-
ской плазмонной частицы является немонотонной 
функцией как размера частицы, так и расстояния от 
нее до флуорофора, т.е. в зависимости от системы 
может наблюдаться как тушение, так и усиление 
флуоресценции [18–22]. Исследовали усиление флу-
оресцении на несферических антеннах [23], а кроме 
того, зависимость усиления флуоресценции от ради-
уса наночастицы [26], расстояния от флуорофора до 
наночастицы [19, 27], а также частотной расстройки 
между плазмонным резонансом и флуоресцентным 
пиком [28]. С учетом очевидной сложности поста-
новки эксперимента на препаратах экзосом пред-

Рис. 1. Частица, обладающая собственной флуоресценцией (а) (например, квантовая точка); экзосома, 
меченная флуоресцентным красителем через антитела против специфического поверхностного анти-
гена (б); экзосома, меченная неспецифическим мембранным красителем (например, BODIPY-Cer 
[17]), флуоресценция которого усиливается плазмонными частицами, связанными через специфиче-
ские антитела (в); экзосома, меченная конъюгатом флуоресцентного красителя с антителами против 
неспецифического поверхностного антигена (например, ганглиозида GM3 [3]). Флуоресценция кра-

сителя усиливается плазмонными частицами, связанными через специфические антитела (г)
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ставляется целесообразным на первом этапе прове-
сти теоретическое исследование процессов усиле-
ния и тушения флуоресценции вблизи плазмонной 
частицы для предлагаемой нами аналитической 
схемы (рис. 1, в, г).

Теоретические модели построены как для про-
цесса излучения молекулы вблизи металлической на-
ночастицы [29], так и для процесса флуоресценции в 
той же системе [30]. Тем не менее развитая в работе 
[30] модель требует данных о возбужденном состоя-
нии флуорофора, экспериментальная оценка которо-
го затруднена.

В данной работе предложена упрощенная модель, 
позволяющая корректно исключить такие параметры. 
Получено аналитическое решение для коэффициента 
усиления флуоресценции и проведен анализ механиз-
мов, определяющих интенсивность флуоресценции. 
Данная задача актуальна, в частности, в связи с рас-
пространенным отождествлением усиления интен-
сивности флуоресценции с усилением локального 
поля [26].

На основе разработанной модели проведены рас-
четы усиления флуоресценции молекулы вблизи 
золотой или серебряной наночастицы с учетом ре-
альной дисперсии диэлектрической проницаемости 
металлов. Дальнейшее усиление интенсивности 
флуоресценции возможно при использовании нано-
частиц несферической формы, создающих высокую 
локальную интенсивность поля, и наноантенн, обе-
спечивающих высокую эффективность излучения 
[20, 23].

Модель флуоресценции вблизи металлической 
наночастицы

Флуоресценция представляет собой процесс 
поглощения фотона на некоторой частоте ω0 с по-

следующим переизлучением на меньшей частоте 
ω (рис. 2). Переход между верхними состояниями 
осуществляется путем безызлучательной релак-
сации. При этом переходе теряются все свойства 
исходного перехода (фаза, частота ω0), кроме по-
ляризации [31]. Взаимодействие падающей волны 
с наночастицей и флуорофором и дальнейший про-
цесс переизлучения схематично показан на рис. 3. 

Поле Е0, осциллирующее с частотой ω0, возбуж-
дает в металлической наночастице и в частице флуо-
рофора дипольные моменты dn0 и df0 соответственно. 
При быстром нерадиационном переходе в частице 
флуорофора возникает дипольный момент df, осцил-
лирующий на частоте ω. Он возбуждает на этой же 
частоте дипольный момент dn наночастицы.

Для расчета взаимодействия наночастицы и флуо-
рофора следует иметь в виду, что поле наночастицы 

Рис. 2. Схема энергетических уровней системы, участвую-
щей в процессе флуоресценции

Рис. 3. Взаимодействия, учитываемые при моделировании флуоресценции вблизи ме-
таллической наночастицы (схема)
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в месте нахождения частицы флуорофора пропорци-
онально дипольному моменту наночастицы и равно 
ε(R, ω) dn, где поле единичного диполя должно 
быть записано с учетом дальних поле
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Таким образом, несмотря на расходимость поля 
вблизи точечного диполя, мнимая часть поля прини-
мает конечное значение: 
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Аналогично, поле частицы флуорофора в месте на-
хождения наночастицы равно ε(R, ω) df.

В системе присутствуют две частоты: ω0 – частота 
возбуждающей волны, и ω – частота флуоресценции. 
Учитывая это, запишем уравнения:
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Здесь индексы «0» обозначают величины, отно-

сящиеся с частоте ω0; при отсутствии индекса вели-
чина относится к частоте ω. Кроме того, использо-
ваны обозначения αf – поляризуемость флуорофора, 
αn – поляризуемость наночастицы, E0 – амплитуда 
внешнего электромагнитного поля. Указанная систе-
ма уравнений описывает взаимодействие диполя и 
наночастицы.

Поляризуемость наночастицы с учетом 
радиационной поправки

В приближении малых размеров наночастицы ее 
поляризуемость имеет вид
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где a – радиус наночастицы, εM(ω) – диэлектрическая 
проницаемость наночастицы, εE – диэлектрическая 

проницаемость внешней среды. В нашем случае роль 
материала играет металл (серебро или золото). Мощ-
ность потерь наночастицы равна
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Чтобы учесть потери на излучение, надо к внешнему 
полю добавить собственное поле диполя, которое, в 
свою очередь, равно dε(0), так что
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Величина в квадратных скобках представляет со-
бой обратную поляризуемость. Таким образом, не-
обходимо использовать поляризуемость в виде

  
   

3
1 1 32 20 .

3
M E

n
M E

i a i
c

                       
(4)

Поляризуемость частицы флуорофора

Начнем с написания временного уравнения коле-
баний дипольного момента двухуровневой квантовой 
системы, находящейся в поле E  [32]:
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Здесь d12 – дипольный момент перехода, γf  − ско-
рость релаксации дипольного момента (γf = 1/T2, 
где T2 – время поперечной релаксации), обуслов-
ленная нерадиационными и радиационными про-
цессами; (n0 = –1) – инверсия населенностей, со-
ответствующая нахождению большинства молекул 
флуорофора на нижнем уровне; (δωf = ω0f – ω) – от-
стройка частоты перехода флуорофора от частоты 
внешней волны. В соответствии с этим уравнением, 
в стационаре
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где примем δωf = 0.
Для численной оценки параметра αf  используем 

известное значение квантовой эффективности η ≈ 
0,5 (для красителя Alexa 405), которое также вы-
ражается через соотношение радиационной и не-
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радиационной частей, составляющих вместе мни-
мую часть поляризуемости (аналогично формуле ):

 1 1 1Im Im Im .f non rad rad
  

      

Для нахождения радиационной части можно по-
вторить вывод формулы , что позволяет найти
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Соответственно, поляризуемость флуорофора 
равна
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Заметим, что выбор нулевой отстройки ч астоты 
для флуорофора связан с тем, что на частоте на-
качки всегда присутствуют уровни энергии флуо-
рофора.

Решение основных уравнений
Решение системы  имеет вид
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(7)

    Считая нерадиационный переход в сплошном спек-
тре частицы флуорофора очень быстрым, найдем 
предел g . Тогда из первого уравнения системы  
получим

 0 0 0 0 01 .f f ngd R E       
Это приближение означает, что дипольный момент df0 
становится очень малым при g    и перестает вли-
ять на дипольный момент наночастицы. В результате 
локальное поле на частоте ω0 определяется простым 
выражением

 0 0 01 .n R E     

Дипольные моменты находятся подстановкой ве-
личины gdf0:
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                  (8)
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(9)

Уравнение баланса энергий

Получим выражение для излучаемой энергии. Для 
этого интерпретируем слагаемое gdf0, индуцирующее 
колебания дипольного момента флуорофора на часто-
те ω, как эффективное поле, действующее на диполь-
ный момент флуорофора:

af  Eeff = gdf0.
Тогда, записывая уравнения на дипольные моменты 
из системы (2),   
                             df = αfε(R) dn + af  Eeff,                    (10)
                                  dn = αnε(R) df ,                           (11)

получим уравнение баланса энергий. Для этого про-
ведем с уравнениями (10), (11) операцию вида 
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В последних четырех слагаемых исчезают дей-
ствительные части ε, что соответствует компенсации 
потоков энергии внутри системы:

 

2 21 1Im Im

Im 2 Re .

f f n n

eff f f n

d d

E d R d d

 

 

   

      

Далее, разделим обратные поляризуемости на из-
лучательный и безызлучательный вклады, причем из-
лучательный вклад равен

 1 1
, ,Im Im Im 0, :f rad n rad R         
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2 21 1
, ,

2 2

Im Im Im
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eff f f non rad f n non rad n

f n f n

E d d d

d d R d d

  
 



     

                (12)

В соответствии с выражением (3), величина

21Im
2

P d       

имеет смысл мощности, получаемой или теряемой 
системой. Тогда слагаемое в левой части уравне-
ния  соответствует источнику энергии, первые два 
слагаемых в правой части  соответствуют нерадиа-
ционным потерям, последние три слагаемых – ра-
диационным потерям. В результате мощность из-
лучения равна
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(13)

Подставляя сюда решения (8), (9), получим для излу-
чаемой мощности
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или для сечения флуоресценции
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(14)

где поляризуемость определяется выражениями (4), 
(6). Здесь множитель |1 + αn0ε0(R)|2 описывает уси-
ление локальной интенсивности поля наночастицей 
на частоте ω0. Знаменатель в выражении  при отсут-
ствии отстроек, когда поляризуемости являются чи-
сто мнимыми числами, принимает вид

   2
21 f n R     . 

Рис. 4. Коэффициент усиления флуоресценции ξ золотой наночастицей (радиус, нм: а – 10, б – 30, в – 50, 
г – 70) в зависимости от длины волны λ0 = 2πc/ω0 = 2πc/ω и расстояния R между центром наночастицы 
и частицей флуорофора. Вертикальной штриховой линией отмечена длина волны, соответствующая 

плазмонному резонансу наночастицы
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Отсюда ясно, что знаменатель описывает осла-
бление колебаний диполей вследствие потерь на по-
глощение и излучение. Три слагаемых в числителе 
в выражении  описывают соответственно излучение 
флуорофора, излучение наночастицы и интерферен-
ционный вклад в излучение (в частности, сверхизлу-
чение).

Коэффициент усиления флуоресценции

Коэффициент усиления флуоресценции опреде-
лим как отношение сечения флуоресценции σ систе-
мы флуорофор + наночастица к той же величине для 
флуорофора в отсутствие наночастицы σ0. Сечение 
флуоресценции флуорофора в отсутствие наночасти-
цы получается из  при αn0 = αn = 0: 

 2

0 04 0 .fc
       

Таким образом, коэффициент усиления флуорес-
ценции имеет вид
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(15)

Результаты расчетов

Полученный результат  позволяет провести расчет 
коэффициента усиления флуоресценции в зависимо-
сти от расстояния между флуорофором и наночасти-
цей. Рассмотрены случаи золотой (рис. 4) и серебря-
ной (рис. 5) наночастиц. При расчете использовали 
реальную дисперсию металлов [33, 34]. Максималь-
ный коэффициент усиления при использовании зо-
лотых и серебряных наночастиц радиусом не более 

Рис. 5. Коэффициент усиления флуоресценции ξ серебряной наночастицей (радиус, нм: а - 10, б - 30, в - 50, 
г – 70) в зависимости от длины волны λ0 = 2πc/ω0 = 2πc/ω и расстояния R между центром наночастицы и ча-
стицей флуорофора. Вертикальной штриховой линией отмечена длина волны, соответствующая плазмонному 

резонансу наночастицы
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Рис. 6. Различные вклады в коэффициент усиления ξ флуоресценции серебряной наночастицей радиуса 70 нм: 
усиления интенсивности локального поля (а), подавления флуоресценции из-за поглощения (б), излучения 

наночастицы (в), а также относительный вклад сверх- (суб-)излучения в общее излучение (г)

70 нм равен соответственно 2 и 3. Результаты пред-
ставлены для случая ω = ω0, так как уменьшение ω по 
сравнению с ω0 не улучшает результата.

Представленная картина демонстрирует нетри-
виальную комбинацию эффектов гашения флуо-
ресценции за счет поглощения в наночастице и ее 
усиления за счет двух эффектов: усиления локаль-
ного электрического поля наночастицей и усиления 
излучения парой диполей флуорофор + наночастица 
по сравнению с одиночным флуорофором. При ма-
лых размерах наночастиц во всей рассматриваемой 
области наблюдается гашение, которое особенно 
велико вблизи условия плазмонного резонанса. При 
увеличении размеров наночастицы вокруг резонанс-
ной длины волны возникают две области: слева по 

оси длин волн – область подавления флуоресценции               
(ξ < 1), справа – область ее усиления (ξ > 1). В случае 
золотых наночастиц (рис. 4) существует некоторое 
оптимальное расстояние между наночастицей и ча-
стицей флуорофора, когда усиление флуоресценции 
максимально. В случае серебряных наночастиц флу-
орофор лучше располагать непосредственно на по-
верхности наночастицы.

Чтобы разобраться в механизмах усиления/осла-
бления флуоресценции, рассмотрим отдельные вкла-
ды в коэффициент усиления (рис. 6) для случая наи-
более выраженного эффекта, соответствующего рис. 
5, г. Коэффициент усиления интенсивности локаль-
ного поля |1 + αn0ε0(R)|2 из уравнения  показан на рис. 
6, а. Он достигает своего максимального значения 
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~20 именно там, где общий коэффициент усиления ξ 
максимален. В этой области велико подавление флу-
оресценции, связанное с уменьшением амплитуды 
колебаний дипольных моментов в результате потерь. 
Этот эффект описывается множителем |1 – αfαnε

2(R)|-2 
в уравнении . Данный множитель достигает значе-
ний ~0,01 (рис. 6, б). Именно из-за этого множителя 
не удается получить усиление малыми плазмонными 
частицами. Однако в случае большого размера нано-
частицы возникает дополнительное усиление, связан-
ное с «антенным эффектом», т.е. со способностью на-
ночастицы излучать. Этот эффект описывается чис-
лителем в уравнении  и достигает в рассматриваемой 
области величины ~20 (рис. 6, в). Схожесть рис. 6, а 
и 6, в связана с тем, что радиационный вклад отлича-
ется лишь добавкой, связанной со сверхизлучением 
(третье слагаемое в числителе уравнения ) от коэф-
фициента усиления интенсивности локального поля, 
а вклад сверхизлучения относительно невелик. По-
следнее видно из рис. 6, г, где показана относитель-
ная доля сверхизлучения в общем излучении и видны 

области как положительного, так и отрицательного 
(«субизлучение») вкладов.

Заключение

Таким образом, проведено теоретическое исследо-
вание процесса флуоресценции вблизи плазмонной 
частицы. Показано, что при малом размере наноча-
стицы усиление флуоресценции определяется усиле-
нием локального поля наночастицей ~|Eloc|

2, и в этом 
случае подавление в результате поглощения домини-
рует. Общий эффект заключается в гашении флуорес-
ценции. При большем размере наночастицы (радиус 
более 50 нм) появляется дополнительный механизм 
усиления флуоресценции, связанный с усиленным 
излучением наночастицей. В результате общий ко-
эффициент усиления становится ~|Eloc|

4 и начинает 
превосходить коэффициент гашения флуоресценции 
поглощением. Полученные результаты, соответству-
ющие трехкратному усилению флуоресценции, мо-
гут быть улучшены на путем использования систем 
(агрегатов) наночастиц или вариации их формы.
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SIGNAL ENHANCEMENT FROM FLUORESCENTLY LABELED EXOSOMES: 
THEORETICAL ANALYSIS OF FLUORESCENCE IN THE VICINITY                    
OF PLASMONIC NANOPARTICLE 

I.A. Nechepurenko1,2, A.V. Dorofeenko1,2,3, A.P. Vinogradov1,2,3, E.G. Evtushenko4,                        
I.N. Kurochkin4

(1The Federal State Unitary Enterprise All-Russia Research Institute of Automatics, Moscow, 
Russia; 2Moscow Institute of Physics and Technology, Moscow Region, Dolgoprudny, Russia; 
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An approach for measurement of exosomes concentration in biofl uids based on non-specifi c 
labeling by fl uorescent dye followed by specifi c fl uorescence enhancement by plasmonic particle 
is proposed. Theoretical evaluation of proposed scheme is performed. A model of the interaction 
of the incident wave, the fl uorophore and the plasmonic nanoparticles is developed. Calculations 
of the amplifi cation of molecule fl uorescence near a gold or silver nanoparticles are performed 
with the account of actual dispersion of the metal dielectric permittivity. Physical mechanisms of 
the fl uorescence enhancement are described. These are change of the local fi eld intensity by the 
nanoparticle, difference in the radiation effi ciency of the fl uorophore and the nanoparticles, as 
well as superradiance.
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