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Комбинационное рассеяние с поверхностным усилением — гигантское комбинационное рассеяние

(ГКР), представляет собой мощный метод вибрационной оптической спектроскопии, который позволяет

осуществлять высокочувствительное обнаружение молекул при очень малой концентрации вещества за счет

усиления электромагнитных полей, создаваемых возбуждением локализованных поверхностных плазмонов

на поверхности наноструктур благородных металлов. В работе разработана методика изготовления композит-

ных наноструктур кремниевых нанонитей, декорированных серебром (AgКНН). Исследована ГКР-активность

AgКНН для детектирования белков на примере человеческого сывороточного альбумина. Впервые показана

возможность экспресс-диагностики белка InlB патогенных бактерий Listeria monocytogenes методом ГКР с

использованием полученных наноструктур. В спектрах InlB, адсорбированного на AgКНН с различными

концентрациями, наблюдаются четкие пики, соответствующие комбинационному рассеянию на молекулах

белковой природы. Из полученных экспериментальных данных рассчитан предел обнаружения InlB, который

составляет 4.8 · 10−9 M. Представленные результаты свидетельствует о высоком потенциале применений

полученных композитных наноструктур для диагностики различных белков методом ГКР.
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Введение

Гигантское комбинационное рассеяние света (ГКР,
Surface-enhanced Raman spectroscopy — SERS) явля-

ется в настоящее время одним из самых быстрораз-

вивающихся методов оптической спектроскопии, кото-

рый обеспечивает высокочувствительное обнаружение

молекул при очень малой концентрации вещества [1].
Благодаря высокой чувствительности и специфичности

спектроскопия ГКР находит широкое применение во

многих аналитических приложениях, таких как биомеди-

цинская диагностика, детектирование и идентификация

следовых количеств веществ, вплоть до регистрации

одиночных молекул [1–3]. Метод ГКР заключается в уси-

лении интенсивности сигнала комбинационного рассея-

ния (КР) молекул, адсорбированных на наноструктурах

золота/серебра/меди. После того, как ГКР было впервые

обнаружено для молекул пиридина, адсорбированных

на шероховатом серебряном электроде в 1974 г. [4],

предложены химические и электромагнитные механиз-

мы, лежащие в его основе. Химический механизм в

ГКР вызван переносом заряда между адсорбированными

молекулами и наноструктурами и обеспечивает 1000-

кратное усиление [5]. Электромагнитный механизм свя-

зан с локализованным поверхностным плазмонным резо-

нансом (ЛПР) в наноструктурах благородных металлов,

что обеспечивает увеличение интенсивности сигнала

обычно на 6−8 порядков [6,7]. Следует отметить, что

длина волны света, необходимая для возникновения

ЛПР, зависит от материала, размера, формы, показателя

преломления окружающей среды и связи между сосед-

ними наночастицами [6,7]. При этом особенно сильное

усиление КР до 109−1010 раз наблюдается в области

”
горячих точек“ (от англ. hot spots), где интенсивное

электрическое поле создается в наноразмерных зазорах

между плазмонными наноструктурами и действует как

связанный оптический резонатор [8].
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По сравнению с некоторыми другими альтернатив-

ными методами детектирования биомолекул ГКР рас-

сматривается как отличный выбор для количественного

определения и структурной характеристики в том числе

и белков [9,10]. Например, в [11] продемонстрировали

детектирование С-реактивного белка с использованием

агломератов серебряных наночастиц, а в [12] смогли

детектировать бычий сывороточный альбумин с исполь-

зованием золотых наночастиц.

Для диагностических целей в спектроскопии ГКР ши-

рокое применение находят композитные наноструктуры

на основе подложек наноструктурированного кремния,

среди которых стоит отметить кремниевые нанонити

(КНН), покрытые частицами благородных металлов [13].
КНН обычно получают с помощью металл-стимули-

рованного химического травления (МСХТ). Данный

метод основан на селективном химическом травлении

пластин кристаллического кремния с использованием

каталитического металла (Au, Ag, Pt и др.) и позво-

ляет получать плотно упакованные массивы нанонитей

кремния с единой кристаллографической ориентацией и

различным уровнем легирования [13–16]. Ранее в наших

работах методом ГКР с помощью КНН, покрытых нано-

частицами серебра и золота, была продемонстрирована

возможность диагностики пиоцианина, который являет-

ся специфическим метаболитом синегнойной палочки

(Pseudomonas aeruginosa) в искусственной мокроте при

концентрациях до 6.25 µМ, что является нижним преде-

лом клинически значимого диапазона [17], а с помощью

КНН, покрытых золотыми частицами, был задетектиро-

ван билирубин с пределом обнаружения 1µМ [18].
Несмотря на значительные успехи, достигнутые в

борьбе с некоторыми инфекционными заболеваниями,

существует ряд инфекций, диагностика которых до сих

пор затруднена. К числу таких заболеваний следует от-

нести листериоз, возбудитель которого бактерия Listeria

monocytogenes широко распространенный контаминант

пищевых продуктов, вызывающий генерализованную ин-

фекцию у людей и животных [19]. При попадании в

организм листерия способна вызвать менингит, энце-

фалит, септицемию, эндокардит, абсцессы и гнойные

поражения местного характера [19]. Патогенные листе-

рии отличаются от близкородственных непатогенных

листерий и других видов бактерий наличием поверх-

ностного белка интерналина В (InlB), отвечающего за

индукцию фагоцитоза и необходимого для активной

инвазии гепатоцитов [20]. Таким образом, наличие InlB

в биологических жидкостях организма (плазме крови,

моче) может свидетельствовать о наличии соответству-

ющего заболевания. В практике бактериологов часто

используются серологические методы диагностики ли-

стерий, которые, однако, часто дают ложные результаты,

обладают низкой чувствительностью и специфичностью.

Таким образом, разработка надежного экспресс-метода

диагностики листериоза является актуальной задачей.

Целью настоящей работы являлось изучение воз-

можности детектирования InlB, белка бактерий L.

monocytogenes, методом ГКР с помощью КНН, по-

крытых наночастицами серебра. Для достижения цели

работы были поставлены следующие задачи: разрабо-

тать методику изготовления композитных наноструктур

кремниевых нанонитей, декорированных серебром, ис-

следовать методами электронной микроскопии морфо-

логические особенности полученных композитных на-

ноструктур, исследовать ГКР-активность AgКНН для

детектирования белков на примере человеческого сыво-

роточного альбумина; изучить возможность детектиро-

вания белка InlB, основываясь на полученных данных,

рассчитать предел обнаружения InlB при его диагно-

стике методом ГКР с использованием разработанных

композитных наноструктур AgКНН.

Методика эксперимента

Образцы КНН были изготовленных методом МСХТ

на пластинах c-Si p-типа проводимости с удельным

сопротивлением 0.8−1.2�· cm с кристаллографической

ориентацией (100). Подготовка пластин c-Si к травлению
состояла в их последовательном погружении в ацентон,

этанол и 5М HF по 2 min в каждый. После этого

пластины промывались дистиллированной водой и высу-

шивались на воздухе. Далее пластины c-Si погружались
в раствор 0.02М AgNO3 и 5М HF в соотношении 1 : 1

на 20 s. На этой стадии происходил процесс нанесения

частиц серебра на поверхность пластин. После этого для

формирования КНН пластины переносились в раствор

5М HF и 30% H2O2 в соотношении 10 : 1, в котором

происходил процесс химического травления пластины c-
Si в местах, покрытых серебряными частицами. Время

травления составляло 30 s. После этого пластины c-Si
снова промывались дистиллированной водой и высуши-

вались на воздухе. Для придания ГКР-активных свойств

КНН происходило дополнительное покрытие их верху-

шек частицами серебра путём погружения образцов в

раствор 0.02М AgNO3 и 5М HF в соотношении 1 : 1

на 2min. Затем образцы промывались дистиллированной

водой и высушивались на воздухе. Структурные свойства

КНН были исследованы, используя сканирующий элек-

тронный микроскоп (СЭМ) Carl Zeiss SUPRA 40 FE-

SEM.

Для исследования обнаружения белков методом ГКР

с помощью полученных AgКНН использовали снача-

ла человеческий сывороточный альбумин (ЧСА, Sigma

Aldrich), а затем рекомбинантный очищенный белок InB.

Рекомбинантный белок InB был очищен из штамма-

продуцента Escherichia coli BL21::pET28b(+)::InlBallele9,
как описано в [21]. Образцы AgКНН инкубировались

60min c разведенными в фосфатном буфере pH 7.0

белками ЧСА или InlB в разных концентрациях. За-

тем образцы высушивались при комнатной температуре

на воздухе. Готовые высушенные образцы помещали

на предметный столик под луч лазера длиной волны
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Рис. 1. Микрофотография сканирующей электронной микро-

скопии AgКНН: вид сверху (а), вид сбоку (b): желтым штрихом

выделены две отдельные КНН.

633 nm и мощностью 1mW. Спектры снимались на КР-

спектрометре ConfotecTM MR350 в течение 10 s.

Результаты и обсуждение

Микрофотографии сканирующей электронной микро-

скопии (СЭМ) полученных образцов композитных на-

ноструктур кремниевых нанонитей, декорированных на-

ночастицами серебра (AgКНН), представлены на рис. 1

(рис. 1, а — вид образца сверху, рис. 1, b — вид образца

сбоку).
Из рис. 1 видно, что длина КНН составляет

150−200 nm, диаметр и расстояние между нанонитями

примерно одинаковы и равны 50 nm (две отдельные

КНН для наглядности выделены желтым штрихом на

рис. 1, b). В качестве катализатора химической реакции

при получении КНН методом МСХТ использовались

наночастицы серебра, которые видны на микрофотогра-

фиях СЭМ у основания КНН. Верхушки КНН также де-

корированы наночастицами серебра для придания таким

композитным подложкам ГКР-активных свойств [17]. Из

рис. 1, b видно, что толщина слоя AgКНН составля-

ет около 500 nm. Диаметр частиц серебра составляет

200−300 nm.
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Рис. 2. Спектр КР порошка ЧСА на пластине монокристал-

лического кремния (1); спектры ГКР ЧСА, адсорбированного

на AgКНН с различными концентрациями: 10 (2), 1 (3) и

0.1 µМ (4).

Исследована возможность использования полученных

композитных подложек для обнаружения белков мето-

дом ГКР. Для этого были сняты спектры хорошо изучен-

ного белка сывороточного альбумина человека (ЧСА).

На рис. 2 представлены ГКР-спектры ЧСА, адсорбиро-

ванного на AgKHH из их растворов в фосфатном буфере

pH 7.0 с различными концентрациями: 10, 1 и 0.1µМ.

Спектр КР порошка ЧСА на пластине монокристалли-

ческого кремния представлен на рис. 2 (1).

В представленных на рис. 2 спектрах пик, соответ-

ствующий 520 cm−1, является характерным сигналом

КР кристаллического кремния [18]. Стоит отметить,

что этот пик можно использовать для нормировки при

снятии ГКР-спектров адсорбированных на кремниевые

подложки молекул. Это несомненно делает удобным

Оптика и спектроскопия, 2022, том 130, вып. 11
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использование композитных материалов на основе крем-

ния в ГКР-диагностике.

В представленных на рис. 2 спектрах КР и ГКР ЧСА

можно выделить колебания амидной группы полипеп-

тидов, характеристические частоты которых лежат в

спектральных областях вблизи 1615, 1486 и 1240 cm−1

и соответствуют изменениям длины С=О пептидной

связи для амида I, изменениям угла СNН для ами-

да II и растяжениям С−N- и N−H-связей для амида

III соответственно [22,23]. Полосы в области частот

1355 cm−1 можно отнести к деформационным С−H-

колебаниям [22]. Следует отметить, что смещение частот

полос в ГКР-спектрах белков от известных табличных

значений [22] является допустимым и обычно вызва-

но изменениями ориентации исследуемых молекул или

обусловлено межмолекулярными взаимодействиями, ко-

торые возникают между аминокислотными остатками

белков [23].

Спектры ГКР белка InlB, адсорбированного на

AgKHH из их растворов в фосфатном буфере pH 7.0 с

концентрациями 10, 1 и 0.1µМ, 10 и 1 nM, представлены

на рис. 3.

Характерный пик для кристаллического кремния в

спектрах на рис. 3 расположен на частоте 520 cm−1.

Остальные пики в спектрах можно отнести к InlB:

пик на частоте 1008 cm−1 соответствует симметричному

растяжению фенильной группы (наиболее характерен

для ароматической альфа-аминокислоты фенилаланина,

входящей в состав всех известных белков); полосы в

области 1110−1260 cm−1 относят к колебаниям амида

III; пики на 1339 и 1439 cm−1 являются характерным

для аминокислот белков, триптофана и гистидина со-

ответственно; пик на частоте 1506 cm−1 соответствует

изгибу N−H-связи пептидной основы и, наконец, пик

на и 1618 cm−1 соответствует амиду I [22]. Таким

образом, в представленных спектрах достаточно ярко

выражены пики, характерные для биомолекул белковой

природы. Это доказывает возможность эффективного и

достаточно точного детектирования белка InlB с исполь-

зованием разработанных композитных подложек AgКНН

методами ГКР.

С точки зрения чувствительности образцов к пониже-

нию концентрации, видно достаточно четкое повторение

полос в спектрах ГКР, характерных для InlB для всех

используемых в эксперименте концентраций. В спектрах

наблюдается изменение в соотношениях между высота-

ми некоторых пиков, а также их сдвиг, что можно объяс-

нить некоторыми изменениями ориентации исследуемой

молекулы на поверхности образца и межмолекулярными

взаимодействиями.

Предел детектирования (от англ. limit of detection,

LOD) InB рассчитывался по изменению интенсивности

сигнала от амида I. Для этого построена зависимость

интенсивности сигнала пика на 1618 cm−1 от концентра-

ции белка InlB и проведена аппроксимация изотермой

адсорбции Ленгмюра (рис. 4) [24].
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Рис. 3. Спектры ГКР белка InlB адсорбированного на AgКНН

с концентрацией 10 (1), 1 (2), 0.1 µМ (3) и 10 (4), 1 nM (5).

Взятые из изотермы адсорбции Ленгмюра значения

интенсивностей при малых концентрациях аппроксими-

ровались затем методом наименьших квадратов (встав-

ка на рис. 4) для расчета стандартного отклонения

(σ = 3.514) и наклона кривой (slope = 2.42 · 109). По-

сле этого LOD рассчитывался согласно уравнению [25]

LOD =
3.3σ

slope
=

3.3 · 3.514

2.42 · 109
= 4.8 · 10−9 M.

Полученное значение предела детектирования InB,

LOD= 4.8 · 10−9 M, свидетельствует о высоком потен-

циале применений ГКР-активных наноструктур на ос-

нове AgКНН для диагностики белков бактерий Listeria

monocytogenes.
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Рис. 4. Зависимость интенсивности пика ГКР амида I на

частоте 1618 cm−1 от концентрации белка InlB. Синей линией

показан результат аппроксимации изотермой адсорбции Ленг-

мюра. На вставке приведены первые 10 точек, полученных из

изотермы Ленгмюра при малых концентрациях белка InlB и

результат их аппроксимации (красная линия) методом наи-

меньших квадратов.

Заключение

Разработана методика получения ГКР-активных на-

ноструктур — декорированных серебром кремниевых

нанонитей AgКНН. При этом КНН получали простым

и доступным методом металл-стимулированного хими-

ческого травления подложек кристаллического кремния,

а декорирование Ag происходило его химическим вос-

становлением из AgNO3 в присутствие 5M HF.

На примере белка альбумина сыворотки крови че-

ловека показана возможность применения полученных

композитных подложек AgКНН для безметочного опре-

деления белков методом ГКР.

Впервые показана возможность экспресс-диагностики

белка InlB патогенных бактерий Listeria monocytogenes

методом ГКР с использованием полученных нанострук-

тур. Показано, что в спектрах ГКР InlB присутствуют

полосы, характерные для биомолекул белковой природы.

Рассчитанный из экспериментальных спектров предел

обнаружения InlB составляет 4.8 · 10−9 M, что свиде-

тельствует о высокой чувствительности разработанных

ГКР-активных наноструктур.

Таким образом показано, что синтезированные ком-

позитные наноструктуры AgКНН обладают огромным

потенциалом для диагностики различных белков, в част-

ности белка InlB, методом ГКР. Полученные в работе ре-

зультаты являются перспективными для использования

предложенной методики в диагностике бактерий Listeria

monocytogenes в клинической практике.
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