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Обзор посвящен анализу возможностей, ограничений и особенностей применения спектроскопии
гигантского комбинационного рассеяния света (ГКР) для определения лекарственных и наркоти-
ческих средств в биологических жидкостях человека (БЖЧ) (кровь, моча, слюна). Анализ литерату-
ры показал, что в большинстве работ усилия исследователей направлены на преодоление основного
недостатка ГКР как метода анализа – низкой селективности, что особенно актуально в случае таких
сложных объектов, как биожидкости. В связи с этим основные положительные результаты в ГКР-
анализе БЖЧ на настоящий момент связаны с разработкой методик, позволяющих минимизиро-
вать уровень фонового сигнала. Методики основаны на различных вариантах сочетания ГКР с ме-
тодами разделения и концентрирования, использовании пробоподготовки, а также применении хе-
мометрики для учета фоновой составляющей аналитического сигнала. Существенный прогресс
также связан с созданием мультифункциональных ГКР-активных материалов, позволяющих улуч-
шить селективность анализа. Однако именно аналитическая часть большинства работ является
наиболее слабым местом, что требует дальнейших исследований, включая проверку методик ГКР-
анализа контрольными методами.
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Лекарственные (ЛС) и наркотические (НС)
средства являются основными экзогенными
компонентами биожидкостей человека (БЖЧ)
(кровь, моча, слюна), подлежащими количе-
ственному определению. Необходимость опреде-
ления ЛС в БЖЧ обусловлена развитием персо-
нализированной медицины, одним из инстру-
ментов которой является терапевтический
лекарственный мониторинг (ТЛМ) [1, 2]. Такой
мониторинг необходим для достижения эффек-
тивного лечения пациентов и одновременного
сведения к минимуму побочных эффектов, воз-
никающих при применении ЛС с узким терапев-
тическим окном, например противоопухолевых и
противоэпилептических препаратов. Также ТЛМ
проводят для некоторых антибиотиков, посколь-
ку их нерациональное использование вызывает
токсическое действие на организм пациентов и
образование новых резистентных штаммов бак-
терий. Определение НС в БЖЧ широко исполь-
зуется в судебно-медицинской экспертизе и при

медицинском освидетельствовании с целью сни-
жения количества криминальных случаев. Иден-
тификация конкретного НС и его определение
необходимы для проведения адекватного лечения
и спасения жизни пациентов, пострадавших от
передозировки неизвестным НС.

Определение ЛС и НС в БЖЧ является труд-
ной задачей из-за сложного состава последних.
Кроме того, концентрации основных компонен-
тов БЖЧ (белки, мочевина, креатинин, мочевая
кислота и др.) на порядок и более превышают со-
держание ЛС и НС, что приводит к низким соот-
ношениям сигнал/шум. Помимо этого ЛС и НС
могут связываться с белками и липидами БЖЧ,
что дополнительно снижает концентрацию сво-
бодных молекул аналитов в пробах.

В настоящее время хромато-масс-спектромет-
рия является стандартным методом определения
различных ЛС и НС в БЖЧ [3, 4]. Тем не менее
высокая стоимость, трудоемкость, необходи-
мость тщательной пробоподготовки и возмож-
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ность работы только в стационарном варианте не
позволяют широко использовать этот метод в экс-
пресс-анализе и ТЛМ. Для обеспечения возможно-
сти экспресс-контроля в условиях лечебных учре-
ждений активно разрабатывают портативные и эко-
номичные системы. На сегодня такие системы
чаще всего основаны на иммунохимических мето-
дах анализа и тест-методах на их основе [4, 5]. Глав-
ными преимуществами этих методов являются
простота реализации, доступность портативных
ридеров и высокая скорость анализа, что позво-
ляет быстро определять концентрации аналитов
на месте. В то же время необходимость разработ-
ки иммунореагентов для каждого конкретного
аналита и зависимость селективности анализа от
аффинности антител несколько ограничивают
гибкость иммунохимических методов. Разработ-
ка и внедрение новых методов (био)химического
экспрессного анализа все еще является актуаль-
ной задачей аналитической химии.

В качестве альтернативного метода определе-
ния ЛС и НС в БЖЧ все чаще предлагается спек-
троскопия гигантского комбинационного рассе-
яния света (ГКР) [6–8]. Спектроскопия ГКР ос-
нована на усилении интенсивности спектров
комбинационного рассеяния (КР) молекул, нахо-
дящихся вблизи металлических плазмонных на-
ноструктур (ГКР-подложек), таких как металли-
ческие наночастицы (НЧ) и различные нано-
структурированные материалы на их основе. Для
изготовления ГКР-подложек чаще всего исполь-
зуют серебро и золото благодаря их высокой хи-
мической стабильности и возможности генера-
ции поверхностного плазмонного резонанса в ви-
димой области спектра [9].

Цель настоящего обзора − критический ана-
лиз публикаций, посвященных ГКР-определе-
нию ЛС и НС в БЖЧ, с целью оценки возможно-
стей и ограничений спектроскопии ГКР. Для
наиболее реального отражения уровня развития
ГКР-методик для целей ТЛМ и наркоконтроля в
обзоре проанализированы работы, посвященные
ГКР-определению ЛС и НС в образцах реальных
БЖЧ. Особое внимание в обзоре уделено анализу
подходов, используемых для снижения влияния
матричных эффектов БЖЧ.

ОСОБЕННОСТИ ПРИМЕНЕНИЯ 
СПЕКТРОСКОПИИ ГИГАНТСКОГО 

КОМБИНАЦИОННОГО РАССЕЯНИЯ 
ПРИ ОПРЕДЕЛЕНИИ ЛЕКАРСТВЕННЫХ 

И НАРКОТИЧЕСКИХ СРЕДСТВ
В БИОЖИДКОСТЯХ ЧЕЛОВЕКА

Сравнение спектроскопии ГКР с другими мето-
дами анализа биожидкостей. Преимущества спек-
троскопии ГКР становятся очевидными при
сравнении ее со стандартными методами опреде-

ления ЛС и НС в БЖЧ. Аналогично хромато-
масс-спектрометрии ГКР позволяет идентифи-
цировать неизвестные аналиты, поскольку коле-
бательные спектры содержат информацию о
структуре определяемых молекул. Однако пробо-
подготовка образцов БЖЧ перед ГКР-анализом в
основном проще. Также в настоящее время до-
ступны портативные, относительно недорогие и
простые в использовании КР-спектрометры,
пригодные для проведения экспрессного анализа
неспециалистами в условиях лечебных учрежде-
ний [6].

В отличие от иммунохимических методов,
ГКР-анализ требует большего числа манипуля-
ций, но без необходимости создания молекул-ре-
цепторов для каждого аналита в отдельности. Бо-
лее того, иммунореагенты имеют ограниченные
сроки хранения, их создание требует времени и
значительных финансовых затрат, что ограничи-
вает возможности иммунохимических подходов в
условиях быстрого внедрения большого числа
новых структурно-родственных ЛС и НС. При
проведении ГКР-анализа значительно легче уста-
навливать ложноположительные результаты, вы-
званные присутствием компонентов БЖЧ или
нецелевых ЛС и НС благодаря различию профи-
лей ГКР-спектров целевого аналита и мешающих
соединений. Таким образом, по сравнению с им-
мунохимическим анализом спектроскопия ГКР
является более универсальным инструментом,
который можно адаптировать для определения
различных веществ в разнообразных объектах с
минимальными модификациями базовых реаген-
тов (ГКР-подложек) и методик анализа.

Как и в случае других методов анализа, наи-
большее негативное влияние на точность ГКР-
определения ЛС и НС оказывает сложный состав
БЖЧ. Так, присутствие внутренних компонентов
БЖЧ может сильно влиять на ГКР-сигнал анали-
та, поскольку происходит усиление КР-сигнала
любых молекул, находящихся вблизи ГКР-под-
ложки [10]. Таким образом, затруднено ГКР-
определение молекул аналита, которые слабее
взаимодействуют с ГКР-подложкой по сравне-
нию с компонентами БЖЧ и/или имеют слабый
ГКР-сигнал.

Важно отметить, что в настоящее время актив-
но ведутся работы по стандартизации метода
ГКР, что в будущем позволит добиться его при-
знания наравне с другими методами анализа [11,
12]. Например, проведена оценка межлаборатор-
ной воспроизводимости нескольких модельных
методик ГКР-измерений в 15 разных лаборатори-
ях Европы, оснащенных КР-спектрометрами
различных производителей (6 производителей)
[11]. Результаты этого исследования показали,
что относительное стандартное отклонение ре-
зультатов измерений составило 12–13%, что явля-
ется многообещающим, учитывая, что использо-
вали различные спектрометры с различными па-
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раметрами настройки и сбора данных (мощность
лазера, время накопления сигнала и т.д.).

Как и любой метод анализа, спектроскопия
ГКР имеет ряд особенностей, которые могут как
положительно, так и отрицательно влиять на ре-
зультаты ГКР-анализа и должны учитываться и
контролироваться при разработке новых методик
определения аналитов в БЖЧ. Так, интенсив-
ность ГКР-сигнала существенно зависит от экс-
периментальных условий (ионная сила, рН, дли-
на волны и мощность возбуждающего излуче-
ния), а также от особенностей оптической
системы прибора [13–15]. Для устранения про-
блем, связанных с воспроизводимостью ГКР-
сигнала, предложено использование внутренних
стандартов. Подход основан на нормировании
интенсивности ГКР-сигнала аналита на интен-
сивность сигнала реагента, специально добавлен-
ного к анализируемой смеси и обладающего от-
носительно интенсивным сигналом, при усло-
вии, что его спектр не перекрывается со спектром
аналита [16–18].

Влияние величины рН на ГКР-сигнал. Следует
отметить важность контроля уровня рН анализи-
руемого раствора при измерении ГКР-спектров.
Во-первых, рН среды определяет коллоидную
и/или химическую стабильность ГКР-подложек
на основе коллоидных растворов металлических
наночастиц. Во-вторых, изменение величины рН
значительно изменяет профиль и интенсивность
ГКР-спектров молекул, поскольку (де)протони-
рование молекул приводит к изменению их поля-
ризуемости (и, как следствие, интенсивности КР-
сигнала), механизма адсорбции на поверхности
ГКР-подложек и механизма усиления сигнала.
Так, изменение рН может привести к значитель-
ному снижению интенсивности фонового ГКР-
сигнала; например, креатинин и мочевая кислота
имеют очень слабый ГКР-сигнал в кислой среде
[19]. В-третьих, значение рН и буферная емкость
БЖЧ могут варьироваться от образца к образцу,
поэтому их следует учитывать при разработке ме-
тодик анализа. Таким образом, контроль и кор-
ректировка величины рН позволяют управлять
воспроизводимостью и интенсивностью ГКР-
сигнала при разработке новой методики анализа.

Влияние длины волны возбуждающего излуче-
ния на интенсивность ГКР-сигнала. Другой осо-
бенностью ГКР-анализа является необходимость
выбора оптимальной длины волны возбуждаю-
щего лазера. Этот параметр может влиять на ре-
зультаты ГКР-измерений несколькими способа-
ми. Во-первых, длина волны лазера должна попа-
дать в область длин волн, соответствующих
поверхностному плазмонному резонансу матери-
ала ГКР-подложки. Например, для получения
ГКР-спектров с использованием ГКР-подложек
на основе меди длина волны возбуждающего ла-
зера должна быть более 600 нм [20]. Во-вторых,
при попадании длины волны лазера в диапазон

электронных переходов аналита реализуется резо-
нансное ГКР, которое имеет бóльшую интенсив-
ность сигнала. Резонансное ГКР придает также до-
полнительную селективность по отношению к ана-
литам, для которых возможна реализация данного
эффекта. Это можно наблюдать в случае некоторых
ЛС, которые поглощают свет в видимой области
спектра (например, доксорубицин [21], миток-
сантрон [22]). Однако некоторые компоненты
БЖЧ (например, каротиноиды и метаболиты ге-
моглобина) также поглощают свет в видимой об-
ласти спектра, тем самым увеличивая фоновый
ГКР-сигнал за счет реализации резонансного
ГКР. В-третьих, лазерное излучение может вы-
звать появление интенсивного сигнала флуорес-
ценции, обусловленного наличием эндогенных
флуорофоров БЖЧ. Для снижения интенсивно-
сти флуоресценции и ее влияния на ГКР-сигнал
используют лазеры с максимально большой дли-
ной волны излучения (>600 нм).

ВИДЫ ЛЕКАРСТВЕННЫХ 
И НАРКОТИЧЕСКИХ СРЕДСТВ

Анализ публикаций показал, что методики
ГКР-определения ЛС и НС в БЖЧ разработаны
для большого числа соединений, разнообразных
по структуре (рис. 1). Наибольшее количество пуб-
ликаций посвящено определению противоопухоле-
вых ЛС [18, 22–34] (рис. 1а). Метод спектроскопии
ГКР применяли также для определения представи-
телей различных классов антибиотиков: цефало-
споринов [17, 35, 36], фторхинолонов [37, 38], пени-
циллинов [39], сульфаниламидов [19] и других при-
родных [40] и синтетических [41] антибиотиков.
Помимо противоопухолевых и антибактериальных
ЛС, разработаны методики ГКР-определения
представителей противоэпилептических [42–46],
противопаркинсонических [47, 48], противогриб-
ковых [49] и антигистаминных [50] ЛС, а также
нейролептиков [16] и бета-адреномиметиков [51].
Представлены методики ГКР-определения сле-
дующих НС в БЖЧ: наиболее распространенных
опиоидных наркотических анальгетиков [42, 44,
52–54], природных [43, 44, 55–60] и синтетиче-
ских [43, 44, 61] НС, а также психостимуляторов
[44, 62–67] (рис. 1б).

Важно отметить, что в некоторых публикациях
разработаны методики определения нескольких
представителей различных групп ЛС и НС разной
химической природы [33, 42–44, 54]. Наиболь-
шую универсальность, т.е. возможность одновре-
менного определения более четырех разнород-
ных НС и ЛС, продемонстрировали методики,
основанные на сочетании ГКР с ВЭЖХ [42] и
твердофазной экстракцией [43, 44].

Актуальным направлением является разработ-
ка методик ГКР-анализа с учетом структурной
родственности аналитов. Так, имеются работы по
определению в БЖЧ нескольких представителей
цефалоспориновых антибиотиков [17, 36], бензо-
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диазепинов [45, 46], психостимуляторов [66] и
природных НС [55]. Однако в большинстве опуб-
ликованных исследований представлены методи-
ки, которые разработаны и протестированы с ис-
пользованием только одного аналита (табл. 1).
Трудности разработки универсальных методик
определения даже представителей ЛС и НС одно-
го класса связаны с тем, что изменение функцио-
нальных групп молекул аналита может значи-
тельно изменить их ориентацию и степень ад-
сорбции на поверхности ГКР-подложки. Такие
изменения, в свою очередь, часто влияют на ин-
тенсивность и профиль ГКР-спектра, приводя к
необходимости корректировки методики пробо-
подготовки для каждого конкретного аналита.
Дополнительно отметим, что пока нет работ по
одновременному ГКР-определению нескольких
ЛС или НС в БЖЧ. Таким образом, актуальным
направлением является повышение универсаль-
ности и мультиплексности методик ГКР-анализа
с учетом природы и класса ЛС или НС, а также
вида БЖЧ.

ВИДЫ БИОЖИДКОСТЕЙ
Наибольшее количество методик ГКР-опреде-

ления ЛС и НС разработано для образцов мочи
(примерно половина работ, рис. 2). Такая попу-
лярность данной БЖЧ обусловлена простотой и
неинвазивностью ее сбора. Однако важно отме-
тить, что разработка методик определения ЛС
именно в крови (плазме или сыворотке) является
наиболее актуальной задачей ТЛМ (рис. 2а), по-
скольку терапевтический эффект конкретного
ЛС напрямую зависит от его концентрации имен-
но в крови пациента. Для определения НС попу-
лярными БЖЧ являются моча и слюна, пригод-
ные для неинвазивного и оперативного скринин-
га потребления НС (рис. 2б).

Несмотря на достаточно большое число пуб-
ликаций, посвященных работе с образцами ре-
альных БЖЧ (табл. 1), лишь в двух работах [42, 54]
предложены достаточно универсальные методи-
ки ГКР-анализа, пригодные для определения НС
в различных БЖЧ. Так, авторы показали возмож-
ность регистрации ГКР-спектров нескольких НС
в моче и в крови [42], а также в моче и в слюне
[54]. Значительная часть работ, приведенных в
табл. 1, имеет существенные методологические
недостатки, снижающие ценность полученных
результатов. Так, примерно в 20% работ образцы
БЖЧ разбавляли чистой водой или буферным
раствором перед введением добавки аналита. Ис-
пользование такого приема свидетельствует о не-
достаточной селективности предложенных мето-
дик при высокой концентрации внутренних ком-
понентов БЖЧ.

Более чем в половине работ анализировали
только один образец БЖЧ, либо данные о коли-
честве использованных образцов отсутствовали
(табл. 1). Это ставит под сомнение полученные
результаты, поскольку в этих случаях не учитыва-
лась вариативность состава БЖЧ, например, от
человека к человеку или в зависимости от време-
ни сбора образцов.

Рис. 1. Основные виды лекарственных (а) и наркотических (б) средств, которые определяли в биожидкостях человека
с использованием спектроскопии гигантского комбинационного рассеяния.

(a)

14%
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Антибактериальные
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анальгетики
Природные НС
Синтетические НС
Психостимуляторы

22%

35% 13%

30%

(б)

Рис. 2. Распределение разработанных методик ГКР-
определения лекарственных и наркотических средств
по типам объектов анализа.
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МАРКИНА и др.

Тем не менее примеры корректных методик
ГКР-определения ЛС и НС (в том числе с учетом
вариативности состава БЖЧ) [17–19, 29, 30, 35–
37, 40, 50, 51, 55] показывают принципиальную
возможность нивелирования отрицательного
влияния сложного состава БЖЧ на точность
ГКР-анализа. Для достижения максимального
контроля над ГКР-сигналом при анализе БЖЧ
требуется дополнительное изучение взаимодей-
ствий металлической ГКР-активной поверхности
или аналита с компонентами БЖЧ и их влияния
на ГКР-сигнал.

ПОДЛОЖКИ, ПРИМЕНЯЕМЫЕ 
В СПЕКТРОСКОПИИ ГИГАНТСКОГО 
КОМБИНАЦИОННОГО РАССЕЯНИЯ

Эффект ГКР реализуется только при адсорб-
ции молекул аналита на поверхности ГКР-под-
ложки. Рассмотрим виды подложек, применяе-
мых для определения ЛС и НС в БЖЧ, их преиму-
щества и ограничения. Вопросам создания и
изучения ГКР-подложек посвящено большое
число оригинальных и обзорных статей [9, 68],
поэтому в данном разделе рассмотрим лишь са-
мые общие моменты, а некоторые важные и инте-
ресные примеры будут рассмотрены ниже.

ГКР-подложки, применяемые для регистра-
ции спектров ЛС и НС в БЖЧ, можно условно
разделить на три группы: коллоидные НЧ, пла-
нарные подложки и мультифункциональные
композиты (табл. 1). Примерно в половине работ
для ГКР-анализа использовали коллоидные НЧ
металлов, и из них наиболее популярными оказа-
лись НЧ, стабилизированные цитрат-ионами, что
обусловлено простотой и воспроизводимостью их
синтеза. В качестве других стабилизаторов исполь-
зовали гидроксиламин и ЦТАБ, причем важным
преимуществом последнего стабилизатора является
возможность его использования при ГКР-опреде-
лении гидрофобных соединений, например мор-
фина [53].

Планарные ГКР-подложки использовали при-
мерно в трети работ, и их главным элементом яв-
ляется наноструктурированная ГКР-активная
поверхность. Такие подложки получают либо
огрублением металлической поверхности до по-
лучения наноразмерной шероховатости, либо на-
несением ГКР-активного слоя на какую-либо
поддерживающую матрицу. Поддерживающую
матрицу также иногда используют для задания
и/или дополнительного контроля морфологии
поверхности конечной ГКР-подложки. Наиболее
распространенными вариантами получения пла-
нарных ГКР-подложек являются нанесение зара-
нее синтезированных коллоидных НЧ на твердую
основу [27, 33, 49, 54], электрохимическая обра-
ботка токопроводящей поверхности [48, 57] и фи-
зическое нанесение ГКР-активного слоя из ваку-
ума на подложки из кремния или других материа-
лов [25, 37, 39, 60]. Важно, что в случае

электрохимического и вакуумного нанесения по-
лучают ГКР-активный слой без использования
дополнительных стабилизирующих агентов, ко-
торые могут формировать фоновый ГКР-сигнал.

Мультифункциональные композитные ГКР-
подложки используют реже, их главным отличи-
ем от двух предыдущих типов подложек является
наличие дополнительного компонента, служаще-
го для значительного улучшения результатов ана-
лиза. Например, композитными ГКР-подложками
являются ГКР-активные сорбенты, состоящие из
(не)органических сорбентов со встроенными ме-
таллическими НЧ. Матрица сорбента придает под-
ложке большую сорбционную емкость, а в некото-
рых случаях дополнительно отделяет молекулы
аналита от компонентов БЖЧ.

В качестве материала ГКР-активных участков
всех типов подложек в равной степени использу-
ют золото и серебро. Наночастицы меди при
ГКР-определении ЛС в БЖЧ использовали толь-
ко в одной работе [17]. Важно отметить, что в дан-
ной работе НЧ меди продемонстрировали эффек-
тивность усиления КР-спектров некоторых це-
фалоспориновых антибиотиков, сравнимую с
таковой для НЧ на основе серебра и золота. Так-
же, несмотря на низкую стабильность медных НЧ
во времени (окисление и потеря усиливающих
свойств происходит в течение получаса), авторы
показали, что использование свежеприготовлен-
ных НЧ меди позволяет достичь воспроизводи-
мого ГКР-сигнала.

Однако, несмотря на высокий уровень разви-
тия подходов, связанных с получением и изуче-
нием ГКР-подложек, создание “универсальной”
подложки для определения ЛС и НС в БЖЧ не-
возможно. Это связано со значительным разли-
чием степени взаимодействия разных аналитов с
ГКР-подложками различного состава, что напря-
мую сказывается на интенсивности и воспроиз-
водимости аналитического сигнала и на вероят-
ности возникновения конкурентных взаимодей-
ствий с мешающими компонентами. В связи с
этим перспективным направлением является раз-
работка базовых ГКР-подложек, ориентирован-
ных на отдельные типы БЖЧ (с учетом присут-
ствия основных мешающих веществ) и группы
аналитов (с учетом особенностей их строения).
В этом случае главной задачей является достиже-
ние компромиссной универсальности, способ-
ствующей определению аналитов внутри группы
при минимальной корректировке базовой мето-
дики.

Другой проблемой, связанной с ГКР-подлож-
ками, является отсутствие стандартизации при
оценке их аналитических характеристик. Так, на
настоящий момент отсутствуют готовые методи-
ки, позволяющие объективно сравнивать анали-
тическую эффективность различных ГКР-подло-
жек. Об отсутствии единого мнения относитель-
но того, какие подложки работают лучше, также
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свидетельствует большое разнообразие использо-
ванных подложек (табл. 1). Таким образом, разра-
ботка и апробация методик анализа с использова-
нием доступных, стандартизированных и недоро-
гих ГКР-подложек и сегодня является актуальной
задачей для обеспечения возможности примене-
ния ГКР вне исследовательских лабораторий.

ПРИМЕНЕНИЕ СПЕКТРОСКОПИИ 
ГИГАНТСКОГО КОМБИНАЦИОННОГО 

РАССЕЯНИЯ ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
ЛЕКАРСТВЕННЫХ И НАРКОТИЧЕСКИХ 

СРЕДСТВ В БИОЖИДКОСТЯХ ЧЕЛОВЕКА 
БЕЗ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ МЕТОДОВ 

РАЗДЕЛЕНИЯ И КОНЦЕНТРИРОВАНИЯ
Для достижения максимальной эффективно-

сти ГКР при определении ЛС и НС в БЖЧ пред-
ложено использование различных подходов, в ос-
новном нацеленных на увеличение селективности
анализа путем уменьшения влияния мешающих
компонентов (эндо- и экзогенных компонентов
БЖЧ) на аналитический сигнал. В данном обзоре
все методики ГКР-анализа условно разделены на
две группы: без и с разделением молекул аналита
и мешающих компонентов перед ГКР-определе-
нием.

Ниже рассмотрим методики без предваритель-
ного отделения аналитов, основанные на исполь-
зовании: (i) обработки аналитического сигнала с
помощью многомерного анализа данных (хемо-
метрики) для снижения влияния фонового сигна-
ла на результаты анализа; (ii) простых способов
пробоподготовки (например, изменение рН и
разбавление), которые изменяют силу взаимо-
действия ГКР-подложек с молекулами аналита
и/или мешающими компонентами; (iii) модифи-
кации поверхности ГКР-подложек молекулами-
модификаторами, изменяющими взаимодей-
ствие между подложкой и аналитом, а также при-
месями.

Обработка результатов ГКР-измерений метода-
ми хемометрики. Использование подходов хемо-
метрики для учета фонового сигнала и нивелиро-
вания его влияния на точность результатов ГКР-
анализа БЖЧ − весьма популярное направление
[25, 27, 30, 37, 38, 52, 57, 63]. Повышение точности
и селективности анализа в таком случае достига-
ется за счет, во-первых, предварительной обра-
ботки зарегистрированных ГКР-спектров и уда-
ления вкладов рэлеевского рассеяния и флуорес-
ценции, а также спектральных артефактов и
промахов и, во-вторых, использования в качестве
аналитического сигнала всего профиля ГКР-
спектра аналита вместо какого-либо единичного
пика. Одним из преимуществ применения хемо-
метрики является возможность упрощения или
даже исключения тщательной пробоподготовки
образцов, ограничиваясь, например, только раз-
бавлением образцов и/или удалением белков [30,
52, 57]. Эффективность использования хемомет-

рики подтверждена в некоторых работах путем
валидации построенной математической модели
контрольными методами с использованием кли-
нических образцов [30, 63]. Однако данный под-
ход имеет ограниченную применимость (вплоть
до его полной непригодности) в случаях слабого
собственного ГКР-сигнала аналита, или когда
мешающие компоненты БЖЧ подавляют взаимо-
действие аналита с ГКР-подложкой, что может
привести к полному исчезновению аналитиче-
ского сигнала и необходимости использования
дополнительной пробоподготовки.

Модификация поверхности ГКР-подложек.
Модифицирование ГКР-активных поверхностей
молекулами, улучшающими селективность ГКР-
анализа, предложено для отделения целевых ана-
литов от компонентов БЖЧ. Например, для
предотвращения блокировки ГКР-активной по-
верхности белками плазмы использовали моди-
фицирование поверхности ГКР-подложки само-
собирающимся монослоем цвиттер-ионного
ПАВ [28]. Разработанную подложку интегрирова-
ли в проточную систему, что позволило опреде-
лять концентрацию доксорубицина в плазме кро-
ви без пробоподготовки и максимально автома-
тизированно. Аналогичный подход использовали
для определения противоопухолевых ЛС в сыво-
ротке крови [33]. При этом поверхность ГКР-
подложки покрывали самособирающимся моно-
слоем аминокислоты (L-цистеином), что позво-
лило уменьшить степень сорбции белка на моди-
фицированной подложке примерно на 80%.

Другим направлением является модификация
поверхности ГКР-подложки молекулами, кото-
рые вступают с аналитом в химическую реакцию,
приводящую либо к образованию продукта с ин-
тенсивным ГКР-сигналом [32, 69], либо к сниже-
нию ГКР-сигнала исходной молекулы-модифика-
тора (КР-маркера) [70]. Например, разработана ме-
тодика конкурентного формата определения
противоопухолевого препарата эрлотиниба в плаз-
ме крови [32], основанная на химической реак-
ции между азидной группой модификатора ГКР-
подложки и алкинной группой аналита или кон-
курирующего КР-маркера. Несмотря на трудоем-
кость и длительность (время анализа достигает
одного часа), предложенный авторами подход
позволяет проводить ГКР-определение веществ,
не обладающих собственным интенсивным ГКР-
сигналом.

Несмотря на перспективность применения
разнообразных селективных модификаторов (ап-
тамеры, циклодекстрины, пептиды, полимеры с
молекулярными отпечатками и др.), возможность
их использования в ГКР-определении ЛС и НС в
реальных БЖЧ пока не изучена. Тем не менее
предложена методика ГКР-определения биомар-
кера опухолевого роста (ацетил амантадин) в ис-
кусственной моче с применением ГКР-подложки,
поверхность которой модифицирована молекулами
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β-циклодекстринов [71]. Супрамолекулярные взаи-
модействия позволяют также контролировать ори-
ентацию молекул аналитов по отношению к по-
верхности ГКР-подложки [72]. Данная особен-
ность имеет важное значение, поскольку
известно, что помимо прочего ГКР-сигнал зави-
сит от ориентации молекул относительно элек-
тромагнитных полей, возникающих при генера-
ции поверхностного плазмонного резонанса.

Применение простой пробоподготовки. Боль-
шинство работ по ГКР-определению ЛС и НС в
БЖЧ основано на простом смешивании образца
БЖЧ с ГКР-подложкой [17, 22, 24, 26, 34, 40, 41,
48, 50, 62, 66]. Однако при этом молекулы анали-
тов должны обладать большей аффинностью к
поверхности ГКР-подложки или более интенсив-
ным ГКР-сигналом по сравнению с молекулами
компонентов БЖЧ. Для дополнительного повы-
шения точности результатов в таких методиках
часто используют простые этапы пробоподготов-
ки БЖЧ, такие как разбавление образца [17, 40],
корректировку его рН [66], а также (ультра)филь-
трацию для удаления белков и клеточных компо-
нентов БЖЧ (особенно в случаях плазмы и сыво-
ротки крови) [34, 40, 41, 50, 62].

Анализ литературы показал, что в качестве
ГКР-подложек в большинстве работ с простой
пробоподготовкой используют коллоидные НЧ
(табл. 1). Кроме того, в качестве ГКР-подложек
предложены инъекционные иглы [26] и стеклян-
ные капилляры [24] для забора крови с нанесен-
ным ГКР-активным слоем, что позволяет умень-
шить объем используемой БЖЧ и совместить
процедуру отбора проб БЖЧ и ГКР-определение
аналита. Например, продемонстрирована воз-
можность in vivo определения 6-меркаптопурина
в цельной крови путем введения ГКР-активной
иглы в ушную вену кролика [26].

Важно отметить, что при использовании кол-
лоидных НЧ в качестве ГКР-подложек часто не-
обходима их искусственная агрегация для допол-
нительного усиления ГКР-сигнала [73]. Однако
процесс агрегации является динамическим, что
может снижать воспроизводимость результатов
ГКР-анализа. Более того, некоторые аналиты и
компоненты БЖЧ (в первую очередь, неоргани-
ческие соли) также могут способствовать агрега-
ции НЧ. Особенно ярко эта проблема может про-
являться при анализе мочи из-за ее переменчиво-
го состава. Популярным подходом к улучшению
контроля над агрегацией и повышению воспро-
изводимости ГКР-сигнала является использова-
ние проточных (в том числе микрофлюидных) си-
стем. Данные системы обеспечивают хорошо кон-
тролируемую и автоматизированную агрегацию
коллоидных НЧ и/или корректировку уровня рН
образцов [22, 34, 41, 62]. Тем не менее использова-
ние микрофлюидных систем не позволяет умень-
шить фоновый ГКР-сигнал или отделить молеку-
лы аналита от компонентов БЖЧ, а также требует

применения довольно сложного и дорогостояще-
го оборудования.

Важным, но недооцененным этапом разработ-
ки методик ГКР-определения ЛС и НС в БЖЧ,
основанных на простом смешивании образца
БЖЧ и ГКР-подложки, является исследование
влияния отдельных компонентов БЖЧ и их сме-
сей на ГКР-сигнал аналита. Указанный этап поз-
воляет выявить конкретные вещества, приводя-
щие к увеличению фонового ГКР-сигнала или
уменьшению сигнала целевого аналита. Напри-
мер, в работе, посвященной определению цефа-
лоспориновых антибиотиков в моче [17], показа-
но, что даже патологически высокие концентра-
ции некоторых внутренних компонентов мочи
могут лишь незначительно влиять на интенсив-
ность ГКР-сигнала аналитов. Это продемонстри-
ровано с использованием пятикратного искус-
ственного увеличения содержания мочевины,
креатинина, глюкозы или белков относительно
нормальных значений. Однако увеличение ион-
ной силы мочи за счет добавления смеси солей,
обычно входящих в ее состав, привело к сниже-
нию интенсивности ГКР-сигнала антибиотиков.
Также установлено, что одновременное превы-
шение концентрации перечисленных органиче-
ских и неорганических компонентов в моче влия-
ет на ГКР-сигнал так же, как и увеличение только
ионной силы. Таким образом, авторы показали,
что неорганические компоненты БЖЧ и создава-
емая ими ионная сила могут значительно сильнее
влиять на точность ГКР-анализа по сравнению с
более КР-активными компонентами БЖЧ, таки-
ми как органические молекулы. В другой работе,
посвященной определению 6-тиогуанина в сыво-
ротке крови, авторы предварительно проверили
влияние некоторых компонентов сыворотки (бе-
лок, основные анионы и катионы, а также неко-
торые серосодержащие аминокислоты) на ГКР-
сигнал аналита [34]. Результаты показали, что для
уменьшения негативного влияния аминокислот
на ГКР-сигнал 6-тиогуанина достаточно откор-
ректировать рН до значения 8, а для устранения
влияния белков провести ультрафильтрацию об-
разцов сыворотки крови. Таким образом, селек-
тивность разработанных ГКР-методик по отно-
шению к определенному аналиту по сравнению с
основными компонентами БЖЧ изучена и под-
тверждена лишь в нескольких работах.

ПРИМЕНЕНИЕ СПЕКТРОСКОПИИ 
ГИГАНТСКОГО КОМБИНАЦИОННОГО 

РАССЕЯНИЯ ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
ЛЕКАРСТВЕННЫХ И НАРКОТИЧЕСКИХ 

СРЕДСТВ В БИОЖИДКОСТЯХ ЧЕЛОВЕКА 
С ПРИВЛЕЧЕНИЕМ МЕТОДОВ 

РАЗДЕЛЕНИЯ И КОНЦЕНТРИРОВАНИЯ
Высокоэффективная жидкостная хроматогра-

фия (ВЭЖХ). Спектроскопия ГКР предложена в
качестве метода детектирования при разделении
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методом ВЭЖХ. Однако такое сочетание методов
требует больших затрат труда и времени, по-
скольку замена УФ- или масс-селективного де-
тектирования на ГКР не исключает необходимо-
сти тщательной пробоподготовки образцов БЖЧ
перед разделением. Особое внимание при этом
следует уделять выбору подвижной фазы, по-
скольку некоторые растворители (например, аце-
тонитрил) могут конкурировать с аналитом за
сорбционные центры на поверхности ГКР-под-
ложки, что приводит к подавлению ГКР-сигнала
аналита или возникновению интенсивного фо-
нового сигнала. Помимо этого, состав подвиж-
ной фазы может влиять на растворимость анали-
та, что приводит к уменьшению его сродства к
ГКР-подложке. Наконец, подвижная фаза может
влиять на коллоидную стабильность некоторых
ГКР-подложек, снижая воспроизводимость ре-
зультатов анализа.

Несмотря на перечисленные ограничения, не-
многочисленные работы по разработке методик
ВЭЖХ-ГКР-определения ЛС и НС в БЖЧ [29, 42]
четко демонстрируют возможность эффективной
идентификации неизвестных аналитов благодаря
разделению компонентов образца и многополос-
ной структуре ГКР-спектров. Так, с помощью
ВЭЖХ-ГКР идентифицированы НС в крови и
моче наркозависимых пациентов [42] и показано,
что в некоторых фракциях, соответствующих по-
явлению пиков на хроматограмме (согласно ре-
зультатам ВЭЖХ-УФ), содержатся смеси НС, их
метаболитов и продуктов разложения, причем со-
став этих фракций можно различить по ГКР-
спектрам. Также установлено, что метаболиты
и/или продукты распада структурно-родствен-
ных НС имеют в ГКР-спектрах некоторые одина-
ковые пики, что важно при разработке универ-
сальных методик анализа.

В работе [29] по применению сочетания ГКР и
ВЭЖХ показана возможность определения не
только основного ЛС (метотрексат) в моче, но и
его метаболитов. Разработанная ВЭЖХ-ГКР-ме-
тодика валидирована с использованием кон-
трольного метода (ВЭЖХ-УФ) и образцов мочи
пациентов, принимавших метотрексат для лече-
ния артрита.

Стоит отметить, что авторами указанных работ
обсуждена полезность ВЭЖХ-ГКР как метода по-
лучения дополнительной информации о неиз-
вестных аналитах/метаболитах, которую затруд-
нительно или нельзя получить при использова-
нии других детекторов. Таким образом, авторы
предлагают использовать ВЭЖХ-ГКР как допол-
нительный метод анализа при проведении, на-
пример, фармакокинетических исследований и
судмедэкспертизы.

Тонкослойная хроматография (ТСХ). Методи-
ки, основанные на сочетании ТСХ и ГКР, вклю-
чают разделение смеси на ТСХ-пластине, добав-
ление НЧ металла к зоне аналита и детектирова-

ние ГКР-сигнала в данной зоне [16, 47, 55, 58, 59].
В качестве стационарной фазы используют ТСХ-
пластины с силикагелем [16, 47, 55] или диатоми-
том [58, 59]. Хорошим примером использования
ТСХ-пластин с силикагелем является работа по
ТСХ-ГКР-определению клозапина в моче [16].
Поскольку после добавления НЧ серебра к зоне
ЛС на пластине ТСХ происходит размытие пятна
аналита, а также радиальная диффузия и нерав-
номерное распределение НЧ на поверхности пла-
стины (рис. 3), авторы работы провели поиск оп-
тимального участка для ГКР-детектирования и
получения максимально воспроизводимого и
интенсивного сигнала. Для увеличения воспро-
изводимости результатов анализа авторы до-
бавляли к образцам мочи внутренний стандарт
(раствор NaSCN), ГКР-сигнал которого исполь-
зовали для нормировки аналитического сигнала.
Результаты тестирования предложенной методи-
ки показали, что ГКР-определение аналита на
пластине ТСХ примерно на порядок чувствитель-
нее по сравнению с УФ-визуализацией, а также
позволяет детектировать метаболиты клозапина.

В работе [55] по ТСХ-ГКР-определению мета-
болитов никотина в моче пришлось дополнительно
использовать жидкостно-жидкостную экстракцию
(ЖЖЭ) аналитов из мочи перед ТСХ-разделением,
чтобы достичь нужной чувствительности анализа.
После разделения авторы соскабливали силикагель
с пластины ТСХ в зоне аналита и элюировали моле-
кулы аналитов перед ГКР-определением. Несмотря
на значительное увеличение продолжительности
анализа из-за включения дополнительных этапов,
достигнутые пределы обнаружения позволили
определять метаболиты никотина в моче не толь-
ко активных, но и пассивных курильщиков.

Перспективно использование пластин ТСХ,
модифицированных полимерами с молекуляр-
ными отпечатками, для увеличения селективно-
сти разделения и определения аналитов [74]. Дру-
гое интересное направление − применение для
пластины ТСХ неорганического сорбента, пред-
варительно модифицированного ГКР-активны-
ми элементами [75, 76]. Такой подход усложняет
приготовление ГКР-активной ТСХ-пластины, но
минимизирует количество манипуляций непо-
средственно при проведении анализа. В данном
случае не требуется поиск места регистрации ана-
литического ГКР-сигнала на пластине ТСХ, по-
скольку НЧ равномерно распределены на ее по-
верхности. Следует подчеркнуть, что отмеченные
направления пока не реализованы для определе-
ния ЛС и НС в БЖЧ.

Во всех перечисленных выше работах для ре-
гистрации ГКР-сигнала с пластины ТСХ исполь-
зовали лазеры с эмиссией в красном и ближнем
ИК-диапазоне (647 и 785 нм) (табл. 1), что обу-
словлено следующими причинами. Во-первых,
при использовании лазеров с большей энергией
фотонов (473–532 нм) увеличивается вероятность
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“горения” молекул аналита из-за быстрого высы-
хания матрицы сорбента. В результате в ГКР-
спектре исчезают пики аналита и появляются ин-
тенсивные и широкие пики при 1350 и 1600 см–1,
соответствующие элементарному углероду, что
дополнительно усложняет анализ. Во-вторых,
фотоны синей и зеленой областей спектра могут
приводить к появлению сильного фонового сиг-
нала в результате возбуждения сигнала флуорес-
ценции индикатора пластины ТСХ из-за высокой
плотности мощности лазерного излучения.

Электрофоретическое разделение. Интеграция
электрофоретического (ЭФ) разделения и ГКР
заключается в использовании электрохимиче-
ской ячейки для разделения заряженных эндо- и
экзогенных компонентов БЖЧ и их принуди-
тельной электростатической сорбции на ГКР-ак-
тивном электроде, используемом далее в качестве
ГКР-подложки для регистрации сигнала. Един-
ственным примером использования ЭФ-ГКР для
анализа реальной БЖЧ является работа [67] по
определению в слюне параксантина (основного
метаболита кофеина). Авторы определили опти-
мальное значение поляризации ГКР-активного
электрода, при котором достигается максималь-
ный ГКР-сигнал аналита, однако варьирование
величины поляризации не позволило устранить
фоновый ГКР-сигнал слюны, обусловленный
присутствием фенилаланина. Тем не менее пик
ГКР параксантина, по интенсивности которого
проводили определение, не перекрывается с
ГКР-пиками фонового сигнала слюны, что поз-
волило установить корреляцию между дозой и
временем после приема кофеина и его концен-
трацией в слюне.

Опубликованы работы по ЭФ-ГКР-определе-
нию некоторых ЛС и НС в чистой воде [77] и в ис-
кусственных БЖЧ [78, 79], результаты которых
можно попытаться экстраполировать и адаптиро-
вать для ГКР-определения аналитов в реальных
БЖЧ. В работах [80, 81] проводили несколько
циклов электростатической сорбции/десорбции
аналитов на поверхности ГКР-активного элек-
трода. Показана возможность многократного ис-
пользования таких ГКР-подложек, что особенно
важно в случае дорогостоящих подложек на осно-
ве благородных металлов.

Жидкостно-жидкостная экстракция. Для опре-
деления гидрофобных соединений и снижения
влияния компонентов БЖЧ на аналитический
ГКР-сигнал предложено использовать предвари-
тельный этап ЖЖЭ. Например, разработаны ме-
тодики ЖЖЭ-ГКР-определения некоторых НС
(кокаин [56], метамфетамин [64, 65], морфин
[53]), а также противоэпилептических и антибак-
териальных ЛС [19, 45]. В ряде работ по ЖЖЭ-
ГКР-анализу использовали гидрофобные ГКР-
подложки, позволяющие детектировать аналиты
непосредственно в среде экстрагента сразу после
экстракции аналита (без высушивания и перево-
да в водный раствор) [53, 56, 64, 65] и, как след-
ствие, сократить продолжительность анализа.
Применимость такого подхода показана при ка-
чественном определении морфина (вариант
“да/нет”) в моче наркозависимых людей [53].

Описан пример использования жидкостной
экстракции в нанесенном слое для экстракции
бензадиазепеинов из мочи с последующим ГКР-
определением элюированных аналитов [46]. Де-
тектирование бензадиазипинов в смеси с некото-

Рис. 3. (а): Схематическое изображение методики определения, основанной на сочетании тонкослойной хроматогра-
фии с ГКР-детектированием (ТСХ-ГКР). (б): Денситограмма пятна образца и пятна наночастиц серебра под УФ-из-
лучением (254 нм); стрелками а–d показаны различные позиции регистрации ГКР-сигнала. (в): Изображения пласти-
ны ТСХ с указанием места регистрации ГКР-сигнала (белая точка). (г): Зависимость интенсивности ГКР-сигнала на
пластине ТСХ от места регистрации (a–d) и времени взаимодействия наночастиц серебра с молекулами аналита.
Адаптировано из статьи [16] с разрешения правообладателя.
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рыми НС и ЛС показало отсутствие влияния при-
месей на определение целевого аналита.

Важно, что применение оптимизированного
этапа ЖЖЭ позволяет снизить влияние мешаю-
щих веществ на аналитический сигнал аналитов
без необходимости разработки специальных (и
более трудоемких в изготовлении) ГКР-подложек
[19, 45, 51]. Например, при ЖЖЭ-ГКР-определе-
нии сульфаметоксазола в моче [19] разбавление
мочи, использование оптимального растворителя
и корректировка рН среды позволили увеличить
степень извлечения аналита, а также значительно
снизить фоновый ГКР-сигнал мочи, при этом в
качестве ГКР-подложки применяли коллоидные
НЧ серебра, синтезированные по простой и экс-
прессной стандартной методике. Дополнительно
эффективность и точность разработанной ЖЖЭ-
ГКР-методики протестировали с использовани-
ем образцов мочи с переменным содержанием
внутренних компонентов (собранных в разное
время дня у здоровых добровольцев и пациентов с
онкозаболеваниями). В работе [45] показано, что
помимо увеличения эффективности ЖЖЭ за счет
корректировки рН максимальный ГКР-сигнал
бензодиазепинов достигается за счет использова-
ния хлорида магния в качестве агрегирующего
агента для цитратных НЧ золота (по сравнению с
хлоридами калия, натрия и кальция).

Следует отметить, что, несмотря на простоту и
экономичность и экспрессность анализа (менее
30 мин), общим недостатком реализованных
ЖЖЭ-ГКР-методик является использование орга-
нических растворителей, не отвечающих требова-
ниям “зеленой химии”. Таким образом, перспек-
тивным направлением в данной области является
адаптация методик экстракции с использованием,
например, ПАВ или глубоких эвтектических рас-
творителей.

Твердофазная экстракция (ТФЭ). Можно выде-
лить двух- и одноэтапные методики, основанные на
сочетании ТФЭ с ГКР, различающиеся наличием
этапа элюирования. Двухэтапные ТФЭ-ГКР-ме-
тодики включают стандартную процедуру ТФЭ и
дальнейшее измерение ГКР-сигнала смеси рас-
твора элюированного аналита с ГКР-подложкой.
Например, такой подход применили для опреде-
ления синтетического каннабиоида в слюне [61].
В качестве миниатюрной колонки для ТФЭ ис-
пользовали наконечник для пипеток объемом
10 мкл, заполненный сорбентом С18. Разработан-
ная методика позволила достичь предела обнару-
жения, соизмеримого с таковым для иммунофер-
ментного метода определения каннабиноидов, а
также сократить продолжительность анализа в
три раза по сравнению с иммуноферментным
анализом (менее 40 мин). В работе [39] в качестве
сорбента использовали НЧ магнетита, покрытые
полимером с молекулярными отпечатками, кото-
рые использовали для селективной экстракции
антибиотика клоксациллина из плазмы крови.

Эффективность разработанного сорбента доказа-
на отсутствием его связывания с антибиотиками
других классов, такими как доксициклин, спира-
мицин и гентамицин. Однако разработанная
ТФЭ-ГКР-методика включает продолжительный
по времени этап инкубирования плазмы крови с
сорбентом (1 ч).

Одноэтапные ТФЭ-ГКР-методики основаны
на использовании ГКР-активных сорбентов как
для концентрирования, так и для ГКР-определе-
ния аналита. Важно отметить, что в случае ГКР-ак-
тивных сорбентов устраняются проблемы, связан-
ные с коллоидной и химической стабильностью
встроенных НЧ [82], что существенно улучшает
воспроизводимость сигнала и точность анализа. Ре-
гистрация спектров непосредственно с ГКР-актив-
ного сорбента дополнительно позволяет исключить
этап элюирования и, как следствие, снизить потери
аналита, отказаться от использования растворите-
лей и сократить продолжительность анализа. Такие
методики реализованы в двух форматах: статиче-
ском и динамическом. В первом вариранте ГКР-
активный сорбент используют для заполнения
колонки для ТФЭ [83]. В динамическом варианте
микрочастицы сорбента диспергированы в ана-
лизируемом растворе и перед ГКР-определением
их отделяют центрифугированием [18] или маг-
нитной сепарацией (если сорбент имеет встроен-
ные магнитные НЧ [31, 39, 84]).

Например, для реализации статического фор-
мата ТФЭ-ГКР и определения в слюне ЛС и НС
предложено использование стеклянных капилля-
ров, заполненных силикагелем со встроенными
НЧ серебра или золота [23, 43, 44]. В указанных
работах показана высокая эффективность отде-
ления целевых аналитов от муцина слюны матри-
цей силикагеля, а продолжительность ТФЭ-ГКР-
анализа составила около 10 мин. Важно отметить,
что реализация ГКР-активных сорбентов в виде
подобных капилляров или картриджей упрощает
их интеграцию в проточную систему анализа, что
позволит автоматизировать процесс определения
и повысит его воспроизводимость [85].

Динамический формат ТФЭ-ГКР-анализа ис-
пользовали для определения в моче противоопу-
холевого препарата метотрексата с применением
ГКР-активного сорбента на основе оксида алю-
миния со встроенными НЧ серебра [18]. Однако
матрица оксида алюминия является сильно све-
торассеивающей средой, не позволяющей реги-
стрировать ГКР-сигнал в глубине сорбента. Для
увеличения ГКР-сигнала предложено растворе-
ние матрицы сорбента добавлением раствора гид-
роксида натрия. С одной стороны, растворение
матрицы позволяет высвободить НЧ серебра и
молекулы аналита, а с другой стороны, проводить
одновременную корректировку pH перед ГКР-
измерениями (метотрексат обладает максималь-
ным ГКР-сигналом в щелочной среде). В работе
[18] дополнительно оценили влияние основных
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внутренних компонентов мочи (солей, мочеви-
ны, креатинина) и их смесей на степень сорбции
метотрексата на сорбенте и его ГКР-сигнал.

Работа [31] посвящена ТФЭ-ГКР-детектиро-
ванию цитостатического препарата тиогуанина в
сыворотке крови с применением ГКР-активных
альгинатных микрочастиц. Использование поли-
мерной матрицы позволяет удалять белки сыво-
ротки за счет отделения высокомолекулярных
компонентов мезопористой структурой частиц
сорбента, а также селективно адсорбировать ана-
литы по заряду благодаря сродству альгинатной
матрицы к катионам.

Отметим, что модифицирование матрицы пе-
речисленных ГКР-активных сорбентов заряжен-
ными и/или полярными фрагментами (−COOH,
−NH2, Al3+ и т.д.) позволяет расширить области
их применение благодаря увеличению селектив-
ности сорбентов по отношению к другим анали-
там и/или исключению сорбции некоторых низ-
комолекулярных компонентов БЖЧ [86–89]. Для
увеличения селективности ГКР-активных сор-
бентов также применяют технологию молекуляр-
ного импринтинга, что реализовано при опреде-
лении ЛС и других веществ в воде и в таких слож-
ных объектах анализа, как продукты питания
[90]. Однако указанные ТФЭ-ГКР-методики по-
ка не апробированы для определения ЛС или НС
в реальных БЖЧ.

Неудерживающая твердофазная экстракция
(НТФЭ). Для разделения фонообразующих ком-
понентов БЖЧ и молекул аналита в ряде работ
предложено использование НТФЭ, основанной
на захвате и удерживании молекул мешающих со-
единений вместо молекул аналита. Например,
для определения НС в образцах слюны и плазмы
крови использовали ГКР-подложку в варианте
ГКР-активной тест-полоски [54]. Такая полоска
имеет ГКР-активную область, до которой доходят
только молекулы аналита в результате вертикаль-
ной диффузии образца БЖЧ по нитроцеллюлоз-
ной мембране. В работе [49] поверх ГКР-актив-
ной поверхности расположили несколько нитро-
целлюлозных мембран, при прохождении через
которые происходит частичная очистка аналита
от компонентов сыворотки крови перед достиже-
нием ГКР-активной области, что приводит к
уменьшению фонового сигнала.

Для определения в моче цефалоспориновых
антибиотиков предложены два варианта пробо-
подготовки, основанные на корректировке рН
анализируемых растворов и НТФЭ некоторых
фонообразующих компонентов мочи распро-
страненными сорбентами [35, 36, 91]. Так, про-
пускание подщелоченного образца мочи через
колонку с силикагелем позволило устранить
сильный фоновый ГКР-сигнал мочи, обуслов-
ленный присутствием креатинина (рис. 4а) [35].
Авторы отметили, что варьирование величины
pH и содержания белка в исходной моче в преде-

лах значений, характерных для здоровых людей,
не влияет на эффективность отделения аналита
от матрицы мочи. В работе [36] для минимизации
фонового сигнала мочи с помощью НТФЭ ис-
пользовали гель гидроксида алюминия, который
сорбирует уробилин мочи. В отличие от креати-
нина, уробилин имеет интенсивный ГКР-сигнал
в кислой среде, что мешает ГКР-определению не-
которых аналитов, также обладающих ГКР-сигна-
лом в кислой среде (в том числе цефалоспоринов).
Наконец, для устранения фонового ГКР-сигнала
мочи, обусловленного присутствием мочевой кис-
лоты, предложено ее удаление с помощью порошка
оксида цинка (30 мас. %), хорошо адсорбирующего
этот метаболит [91]. Благодаря такой пробоподго-
товке ГКР-сигнал мочевой кислоты полностью
устраняется и появляется четкий ГКР-сигнал ана-
лита (фенилаланин) (рис. 4б).

Таким образом, удаление мешающих компо-
нентов с помощью НТФЭ позволяет увеличить
точность ГКР-определения ЛС и НС в БЖЧ без
использования органических растворителей и
специальных сорбентов. Стоит отметить, что ис-
пользование этапа НТФЭ незначительно услож-
няет анализ и во всех перечисленных работах
продолжительность анализа не превышала 10 мин
из-за малого числа манипуляций, а в качестве
ГКР-подложек применяли НЧ металлов, синте-
зированные по известным и простым методикам.
Однако важно помнить, что в ходе НТФЭ может
происходить частичная сорбция молекул аналита
и снижение интенсивности аналитического сиг-
нала. Тем не менее в рассмотренных работах пока-
зано, что высокая чувствительность спектроскопии
ГКР позволяет нивелировать этот недостаток и по-
лучать аналитический сигнал с интенсивностью,
достаточной для определения ЛС и НС в необходи-
мом диапазоне концентраций.

ЭФФЕКТИВНОСТЬ ПРИМЕНЕНИЯ 
СПЕКТРОСКОПИИ ГИГАНТСКОГО 

КОМБИНАЦИОННОГО РАССЕЯНИЯ 
В АНАЛИЗЕ

К сожалению, несмотря на большое число
публикаций по применению ГКР для определе-
ния ЛС и НС в БЖЧ в журналах по аналитической
химии (табл. 1), сделать однозначные выводы об
эффективности и практической применимости
предложенных методик пока затруднительно. На-
пример, зачастую в публикациях отсутствует анализ
соответствия определяемых концентраций практи-
ческим потребностям. В основном авторы просто
пытаются достичь как можно более низких пре-
делов обнаружения и широких рабочих диапазо-
нов концентраций, игнорируя другие важные мо-
менты. Так, определяемые концентрации ЛС в
БЖЧ при проведении ТЛМ могут иметь достаточ-
но высокие значения (особенно в моче), что объ-
ясняется необходимостью достижения терапев-
тического эффекта от применения ЛС. Также ЛС
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может иметь узкое окно терапевтических концен-
траций в пределах одного порядка. В данных слу-
чаях требования к высокой селективности и точ-
ности выходят на первое место.

Другим важным моментом, выявленным при
оценке метрологических характеристик методик
ГКР-анализа, является не вполне корректная об-
работка результатов анализа. Этот факт затрудня-
ет сравнение эффективности различных методик,
использованных для определения одного и того
же аналита. Например, только в половине иссле-
дований, приведенных в таблице (табл. 1), по-
строены градуировочные графики и корректно
рассчитаны значения пределов обнаружения.
Вместо предела обнаружения, рассчитанного со-
гласно рекомендациям ИЮПАК, часто использу-
ют значения минимальной концентрации на гра-
дуировочном графике без учета погрешности из-
мерения сигнала. Наконец, ощущается нехватка
работ, содержащих результаты проверки предло-
женных ГКР-методик с привлечением контроль-
ных методов.

К достоинствам рассмотренных методик ГКР-
анализа можно отнести активное использование
портативных КР-спектрометров (примерно в
трети работ). Известно, что такие спектрометры
имеют более низкую чувствительность по сравне-
нию со стационарными КР-микроскопами, в ос-
новном используемыми в фундаментальных на-
учных исследованиях. Этот факт дополнительно
подтверждает возможность проведения экспресс-
ного ГКР-анализа на месте.

Наконец, самым важным достижением явля-
ется достаточно широкое тестирование методик
ГКР-анализа с использованием клинических об-
разцов БЖЧ, полученных от волонтеров, прини-
мавших ЛС или НС (табл. 1). Таким образом, не-
смотря на отсутствие детального изучения селек-
тивности и влияющих на нее факторов,

проведенные исследования показывают, что ГКР
пригоден для анализа реальных образцов БЖЧ.

* * *
Подводя итоги, можно сделать вывод, что в на-

стоящее время основные усилия при разработке
методик ГКР-определения ЛС и НС в БЖЧ в
первую очередь направлены на улучшение селек-
тивности и подавление фонового сигнала. Для
этого разрабатывают ГКР-методики без и с при-
влечения методов разделения и концентрирова-
ния. К первым относятся методики с простыми
способами пробоподготовки (разбавление и ва-
рьирование рН) и с обработкой ГКР-сигнала ме-
тодами хемометрики. Сюда же можно условно от-
нести использование модификации поверхности
ГКР-подложек для улучшения сорбционных
свойств и селективности (мультифункциональ-
ных ГКР-подложек). Во втором случае ГКР-ме-
тодики включают предварительное отделение
молекул аналита от примесей с использованием
экстракции (удерживающая и неудерживающая
ТФЭ, ЖЖЭ) и хроматографии (ТСХ, ВЭЖХ), а
также электрофоретического разделения. Анализ
метрологических характеристик опубликован-
ных методик показал, что, несмотря на положи-
тельные результаты при работе с реальными об-
разцами БЖЧ и существенный прогресс в созда-
нии эффективных ГКР-подложек, необходимы
дальнейшие исследования. На наш взгляд, пер-
спективным направлением является создание ав-
томатизированных систем ГКР-анализа с высо-
кой скоростью сбора и обработки данных, что
важно для внедрения ГКР в клиническую диагно-
стику.

Работа выполнена при финансовой поддержке Рос-
сийского научного фонда (проект № 21-73-00098).

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.

Рис. 4. (a): Спектры гигантского комбинационного рассеяния образца мочи без и с добавкой цефтриаксона (ЦТР) до
и после пропускания через колонку с силикагелем. Адаптировано из работы [35]. (б): Спектры гигантского комбина-
ционного рассеяния эквимолярной (50 мкМ) смеси мочевой кислоты (МК) и фенилаланина (ФА) до и после контакта
с порошком оксида цинка (2 мас. %), а также спектры МК и ФА в отдельности. Адаптировано из статьи [91] с разре-
шения правобладателя.
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