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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ СПЕКТРОСКОПИИ SERS И SEF
ДЛЯ ДЕТЕКТИРОВАНИЯ ДИАД ФУЛЛЕРЕН–КРАСИТЕЛЬ В ВОДЕ

И В БИОЛОГИЧЕСКИХ СТРУКТУРАХ
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При регистрации диад фуллерен–краситель PFD–Fl и PFD–Ce6 методом поверхностно-усиленно-
го рамановского рассеяния (SERS) обнаружен эффект появления поверхностно-усиленной флуо-
ресценции (SEF), который не наблюдается у индивидуальных красителей, что согласуется с теори-
ей, предсказывающей обратную зависимость интенсивности флуоресценции SEF от квантового
выхода обычной флуоресценции соединений в растворе. Это позволяет регистрировать такие ги-
бридные молекулярные структуры по регистрации спектров SERS или SEF в диапазоне концентра-
ций 10–7–10–5 М и открывает возможность широкого использования метода SERS и SEF для иссле-
дования взаимодействия данных производных фуллеренов с биологическими структурами различ-
ного уровня организации.
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ВВЕДЕНИЕ
Известно, что водорастворимые производные

фуллеренов С60 имеют широкий спектр биологи-
ческой активности и являются перспективными с
точки зрения создания на их основе эффектив-
ных лекарственных средств [1, 2]. В работах [3–6]
была показана перспективность использования
диад фуллерен–краситель в качестве высокоэф-
фективных фотосенсибилизаторов для примене-
ния в фотодинамической терапии. Флуоресцен-
ция красителей в таких диадах потушена за счет
переноса возбуждения или электрона с красителя
на фуллерен [3–6]. В связи с этим актуальна раз-
работка высокочувствительных эксперименталь-
ных методов, позволяющих эффективно детекти-
ровать подобные соединения в водных растворах
и в биологических структурах.

В работах [7–9] было продемонстрировано,
что метод поверхностно-усиленного раманов-
ского рассеяния (SERS – surface-enhanced Ra-
man scattering) позволяет детектировать водорас-
творимые производные фуллеренов в водных
растворах в диапазоне концентраций до 10–6 М,

а в случае диад фуллерен–краситель – в концен-
трациях до 10–8 М. Однако при введении произ-
водных фуллеренов и диад фуллерен–краситель в
биологические структуры – в модельные биоло-
гические мембраны (липосомы) или в структуру
белка альбумина чувствительность метода SERS
резко снижается [8].

Согласно литературным данным, взаимодей-
ствие молекул с металлической поверхностью
подложки может приводить к появлению не толь-
ко сигнала SERS, но и к появлению сигнала по-
верхностно усиленной флуоресценции (SEF –
surface-enhanced fluorescence), которая по своей
интенсивности может значительно превосходить
интенсивность обычной флуоресценции [10].
Причем коэффициенты усиления сигналов SERS
и SEF нелинейно зависят от расстояния между
флюорофором и подложкой [11–13]. Ранее было
показано, что у используемых в настоящей работе
подложек на основе наносеребра EnSpectr SERS
коэффициент усиления сигнала SERS и SEF сла-
бо зависит от расстояния между анализируемыми
молекулами и подложкой в диапазоне до 30 нм,
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однако на больших расстояниях усиление падает
[12, 13].

Так как интенсивность наблюдаемых сигналов
SERS и SEF должна в значительной степени зави-
сеть от природы анализируемых соединений, их
концентрации и способа нанесения на подложку,
в данной работе исследовалась возможность ре-
гистрации спектров SERS и SEF диад PFD–Flu и
PFD–Ce6 – ковалентных конъюгатов полианион-
ного производного фуллерена PFD и красителей
флуоресцеина (Fl) и хлорина е6 (Ce6) (рис. 1) в вод-
ном растворе, в структуре липосом или белка аль-
бумина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для исследований использовали полианион-
ное производное фуллерена PFD, красители флу-

оресцеин (Fl), хлорин е6 (Ce6) и ковалентные диа-
ды PFD–Fl и PFD–Ce6 (рис. 1). Синтез соедине-
ний PFD, PFD–Fl и PFD–Ce6 был осуществлен
как описано в [3, 4], и их структура была подтвер-
ждена методами оптической и ИК-спектроскопии,
флуоресценции, 1H и 13C ЯМР-спектроскопии и
электроспрей-масс спектрометрии. Для регистра-
ции спектров SERS и SEF образцы соединений
растворялись в воде, 1 мкл анализируемого раство-
ра наносился на подожку и высушивался в течение
нескольких минут при комнатной температуре,
как описано в работе [9].

В работе использовались оригинальные под-
ложки EnSpectr SERS (Enhanced Spectrometry,
Inc., San Jose, CA 95110, USA) на основе наноча-
стиц серебра, получаемых термическим испаре-
нием в вакуумной камере, как описано в работах
[12–15].

Рис. 1. Структурные формулы исследуемых соединений.
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Спектры SERS и SEF регистрировались на Ра-
мановском микроскопе Raman Microscope R532
(TeraSense Group, Inc., San Jose, CA 95110, USA)
при возбуждении на длине волны λex = 532 нм.
Луч лазера мощностью 0.2 мВт фокусировался на
поверхности образца с помощью 20-кратного
объектива микроскопа. Размер лазерного пятна
составлял ~5 мкм, что определяет пространствен-
ное разрешение установки. Сканирование по-
верхности образца выполнялось с помощью трех-
координатного столика Märzhäuser ECO-STEP
Motorized stage system (Märzhäuser Wetzlar GmbH &
Co. KG, Germany) в течение 1 с.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Исследования показали, что при нанесении
на подложки водного раствора водорастворимо-
го производного фуллерена PFD оно проявляет
хорошо регистрируемые спектры SERS, который
состоит из 3 интенсивных линий с максимума-
ми при 1445, 1415 и 1556 см–1, что на 10–20 см–1

меньше по сравнению с литературными данными
по спектроскопии SERS нативного фуллерена С60
[16, 17], а также из двух менее интенсивных линий
при 695 и 759 см–1 (рис. 2). Сдвиг основных ли-
ний, а также расщепление мод Hg(3) и Hg(4)
(650–750 см–1) является типичной характеристи-
кой искаженной молекулы фуллерена. Как видно
из рис. 2, хотя фуллерены практически не облада-
ют обычной флуоресценцией, регистрация спек-
тров SERS соединений PFD позволяет уверенно
регистрировать их в диапазоне концентраций
10–5–10–6 М.

Ранее было показано, что при ковалентном при-
соединении флуоресцирующих красителей флуо-
ресцеина или хлорина е6 к ядру фуллерена флуо-

ресценция этих красителей в составе диад PFD–Fl
и PFD–Ce6 сильно потушена вследствие эффек-
тивного переноса возбуждения или электрона с
возбужденного красителя на сфероид фуллерена
[3, 4]. Это значительно затрудняет использова-
ние стандартных флуоресцентных методов для
детектирования таких диад в биологических
структурах при проведении фармакокинетиче-
ских исследований.

Исследования показали, что спектр SERS кра-
сителя флуоресцеина – Fl (рис. 3а) имеет четко
выраженные линии в диапазоне 300–1700 см–1, в
том числе три интенсивные линии (1629, 1540 и
1323 см–1), которые связаны с валентными коле-
баниями ароматической связи С–С в ксантено-
вом скелете красителя, что совпадает с литератур-
ными данными [18]. Спектр SERS индивидуаль-
ного красителя Cе6 также состоит из большого
количества линий в диапазоне 600–1600 см–1

(рис. 3а), что также совпадает с ранее опублико-
ванными данными [19].

При регистрации спектров SERS диад PFD–Fl
и PFD–Ce6 оказалось, что хотя флуоресценция
красителей в структуре диад сильно потушена
[3, 4], данные диады также обладают интенсив-
ным спектром SERS, близким к спектру исход-
ного красителя (рис. 3а и 3б). При этом линии
сигнала SERS, характерные для производного
фуллерена PFD – 1447 и 1556 см–1 – в спектрах
диад не детектируются. Согласно электромагнит-
ной теории SERS, наибольшее усиление излуча-
тельной активности наблюдается для колебаний,
изменяющих поляризуемость молекул в направ-
лении, перпендикулярном поверхности металла
[20]. В связи с этим, возможно, наибольший эф-
фект SERS в эксперименте наблюдается для плос-
ких молекул флуоресцеина и хлорина, в том числе
в структуре диад PFD–Fl и PFD–Ce6, сорбирован-
ных на подложках из наносеребра, а менее интен-
сивные линии для PFD связаны со слабой поля-
ризуемостью сфероида фуллерена.

При анализе данных, приведенных на рис. 3а,
следует отметить, что у спектра диады PFD–Fl
появляется широкая полоса, возрастающая в диа-
пазоне от 2000 до 400 см–1, что совпадает по форме с
участком спектра стационарной флуоресценции
водного раствора красителя Fl (рис. 3а, кривая 3).
Этот эффект можно объяснить наложением спек-
тра колебательно-вращательных (рамановских)
мод диады PFD–Fl на широкую полосу спектра
SEF-флуоресцении красителя Fl в составе данной
диады.

Более явно эффект SEF выражен для диады
PFD–Ce6. На рис. 3б представлены спектры
SERS красителя Ce6 и диады PFD–Ce6. В этом
случае в спектре SERS диады PFD–Ce6, наряду
со спектром SERS красителя Ce6 в диапазоне
400–2000 см–1, наблюдается отдельный, отчетли-

Рис. 2. Спектры SERS водного раствора производно-
го фуллерена PFD при различных концентрациях: 1 –
2 · 10–6 М; 2 – 10–5 М.
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во регистрируемый пик SEF на 3830 см–1. Для срав-
нения, на этом же рисунке пунктиром нанесен
спектр стационарной флуоресценции водного рас-
твора индивидуального красителя Ce6 (рис. 3б,
кривая 3), имеющей максимум при 670 нм (что
соответствует 3850 см–1 при регистрации в режиме
SERS при возбуждении на длине волны 532 нм).

Важно отметить, что поверхностно-усиленную
флуоресценцию SEF исходных красителей Fl и Ce6
в аналогичных условиях зарегистрировать не уда-
ется (рис. 3а и 3б).

Обнаруженные эффекты более выраженной
SEF для диад PFD–Fl и PFD–Ce6 по сравнению
со свободными красителями Fl и Ce6 можно объ-
яснить тем, что, согласно теоретическим пред-
ставлениям, степень усиления SEF обратно про-
порциональна квантовому выходу свободной
флуоресценции исследуемых веществ и зависит
от параметров подложки [21, 22].

Характер изменения флуоресценции SEF MFluo
зависит от нескольких независимых факторов [21]:

(1)

где MAbs – коэффициент усиления поглощения
вследствие наличия локального электромаг-
нитного поля вблизи металлической подложки,
обычно >1; Q0 – квантовый выход свободной

флуоресценции исследуемого вещества;  =
=  – коэффициент эффектив-

ности усиления флуоресценции,  обычно зна-
чительно меньше 1 за счет тушения флуоресцен-
ции металлическими частицами и увеличения до-
ли безызлучательных переходов.

( )−≈ η 1
0 ,EM

Fluo Abs RadM M Q

ηEM
Rad

+( )Rad Rad NRM M M

ηEM
Rad

В соответствии с этими представлениями, для
красителей Fl и Ce6, имеющих высокий квантовый
выход флуоресценции (  равны, соответственно,
0.37 для аниона флуоресцеина [23] и 0.22 для Ce6
[24]), наблюдаемая SEF выражена в меньшей сте-
пени, чем для диад PFD–Fl и PFD–Ce6, для ко-
торых значения  находятся в диапазоне 10–3–
10–4 [3, 4].

Как отмечалось выше, коэффициент усиления
сигналов SERS и SEF зависит от расстояния между
анализируемым веществом и поверхностью под-
ложки [10–13]. Этот эффект может иметь особен-
ное значение при встраивании исследуемых соеди-
нений в биологические мембраны и в структуру
белков. С целью моделирования спектров SERS и
SEF диад PDF–Fl в биологических структурах ис-
следовались спектры данных диад, встроенных в
модельные биологические мембраны (липосомы)
и в гидрофобную полость белка альбумина.

Спектры SERS и SEF PFD–Fl регистрирова-
лись в зависимости от концентрации PFD–Fl,
которая изменялась соотношением PFD–Fl/ли-
пид при встраивании PFD–Fl в структуру липо-
сом или в зависимости от концентрации белка
альбумина при соотношении PFD–Fl/белок = 0.7.

При анализе спектров SERS и SEF диады
PFD–Fl в структуре лецитиновых липосом необ-
ходимо принять во внимание, что при встраивании
диады в структуру модельных мембран интенсив-
ность ее спектра SERS определяется локальной
концентрацией молекул вблизи поверхности под-
ложки. В структуре липосом анализируемые моле-
кулы разбавлены молекулами липида пропорцио-
нально их молярному соотношению и молекуляр-
ному объему. Как видно из рис. 4а, интенсивности
спектра SERS (амплитуда узких линий) и спектра

0Q

0Q

Рис. 3. Спектры SERS водных растворов соединений Fl, PFD–Fl, Сe6 и PFD–Ce6. 1 – Fl (10–5 М), 2 – PFD–Fl (10–5 М),
3 – свободная флуоресценция красителя Fl (а). 1 – Ce6 (10–6 М); 2 – PFD–Ce6 (10–6 М), 3 – свободная флуоресценция
красителя Ce6 (б).
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SEF (амплитуда широкой составляющей спек-
тра) изменяются с изменением соотношения
PDF–Fl/липид.

При встраивании ковалентных диад PFD–Fl в
гидрофобные сайты альбумина, имеющего моле-
кулярный вес ~65000 дальтон и диаметр макро-
молекулы ~5 нм, вероятность непосредственного
контакта анализируемых соединений с поверхно-
стью подложки также значительно уменьшается.
При этом линейные размеры диады PFD–Fl при-
мерно в 5 раз меньше размера молекулы альбуми-
на, что приводит к снижению поверхностной
концентрации PFD в одном монослое макромо-
лекул альбумина на подложке в 25 раз. Последую-
щий, второй монослой макромолекул белка будет
находиться на расстоянии более 5 нм от поверх-
ности подложки, а объемная концентрация в це-
лом уменьшается в 125 раз. Эти факторы должны
приводить к резкому снижению интенсивности
сигнала SERS при встраивании PFD в структуру
альбумина и нанесении макромолекул белка на
поверхность подложки.

В эксперименте было обнаружено, что при
введении диады PFD–Fl в структуру альбумина и
нанесении их на подлодку спектры SERS и SEF
удается регистрировать при концентрациях белка
10–4–10–5 М (рис. 4б). По мере роста концентра-
ции комплекса белка с PFD–Fl наблюдается рост
амплитуды спектра SEF красителя, при этом из-
менения амплитуды узких линий спектра SERS
выражены значительно слабее. Это можно объяс-
нить тем, что спектр SERS диады в структуре белка
обусловлен в основном вкладом только первого
монослоя белка на подложке, в то время как эф-
фект SEF проявляется при наслоении последую-
щих молекул белка на большем удалении от под-
ложки.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Продемонстрирована возможность уверенно-
го детектирования методами SERS или SEF диад
фуллерен–краситель PFD–Fl и PFD–Ce6, созда-
ваемых в качестве перспективных фотодинами-
ческих соединений, даже в том случае, когда флу-
оресценция красителя, присоединенного к фул-
лерену, сильно потушена. При регистрации SERS
у диад PFD–Fl и PFD–Ce6 наблюдается выра-
женный сигнал поверхностно-усиленной флуо-
ресценции SEF, тогда как у индивидуальных кра-
сителей флуоресценция SEF не наблюдается, что
согласуется с теорией, предсказывающей обрат-
ную зависимость интенсивности флуоресценции
SEF от квантового выхода обычной флуоресцен-
ции соединений в растворе. Этот эффект позво-
ляет регистрировать такие гибридные молекуляр-
ные структуры по высокоинтенсивному спектру
SERS или SEF красителя в диапазоне концентра-
ций 10–7–10–5 М и открывает возможность широ-
кого использования метода SERS и SEF для ис-
следования взаимодействия данных производ-
ных фуллеренов с биологическими структурами
различного уровня организации.

Исследования финансировались Министер-
ством науки и образования Российской федерации
(тема государственного задания № АААА-А19-
119112590105-7). Работы по синтезу производных
фуллерена поддержаны Министерством науки и
образования Российской федерации (тема государ-
ственного задания № AAAA-A19-119071190044-3).
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Рис. 4. Спектры SERS PFD–Fl в структуре липосом (а) и в структуре альбумина (б). PFD–Fl в структуре липосом при
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в структуре альбумина при различных концентрациях белка: 1 – 10–5, 2 – 3 · 10–5, 3 – 10–4 М (б).

0

2500

5000

7500

10 000

15 000

12 500

500 1000 1500 2000

2000

4000

6000

8000

500 1000 1500 2500 30002000

3

2

1

3

2

1

47
5

63
4

76
8

91
3

94
0

11
74 13

21
14

16 15
08 15

49
16

38

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
 S

E
R

S,
 о

тн
. е

д.

Рамановский сдвиг, см–1

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
 S

E
R

S,
 о

тн
. е

д.

Рамановский сдвиг, см–1

а б



ИЗВЕСТИЯ РАН. СЕРИЯ ФИЗИЧЕСКАЯ  том 86  № 4  2022

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ СПЕКТРОСКОПИИ SERS И SEF 515

2. Castro E., Garcia A.H., Zavala G. et al. // J. Mater.
Chem. B 2017. V. 5. No. 32. P. 6523.

3. Rybkin A.Y., Belik A.Y., Goryachev N.S. et al. // Dye.
Pigment. 2020. V. 180. Art. No. 108411.

4. Rybkin A.Y., Belik A.Y., Kraevaya O.A. et al. // Dye Pig-
ment. 2019. V. 160. P. 457.

5. Рыбкин А.Ю., Белик А.Ю., Тарканов П.А. и др. //
Макрогетероциклы. 2019. Т. 12. № 2. С. 181.

6. Belik A.Y., Rybkin A.Y., Voronov I.I. et al. // Dye. Pig-
ment. 2017. V. 139. P. 65.

7. Белик А.Ю., Кукушкин В.И., Рыбкин А.Ю. и др. //
Докл. РАН. 2018. Т. 481. № 3. С. 270; Belik A.Y.,
Kukushkin V.I., Rybkin A.Y. et al. // Dokl. Phys. Chem.
2018. V. 481. No. 1. P. 95.

8. Полетаева Д.А., Рыбкин А.Ю., Кукушкин В.И. и др. //
Докл. РАН. 2016. Т. 466. № 3. С. 310; Poletaeva D.A.,
Rybkin A.Y., Kukushkin V.I. et al. // Dokl. Phys. Chem.
2016. V. 466. No. 1. P. 23.

9. Полетаева Д.А., Хакина Е.А., Кукушкин В.И. и др. //
Докл. РАН. 2015. Т. 460. № 1. С. 52; Poletaeva D.A.,
Khakina E.A., Kukushkin V.I. et al. // Dokl. Phys.
Chem. 2015. V. 460. No. 1. P. 1.

10. Kummerlen J., Leitner A., Brunner H. et al. // Mol.
Phys. 1993. V. 80. No. 5. P. 1031.

11. Das P.C., Puri A. // Phys. Rev. B. 2002. V. 65. No. 15.
Art. No. 1554161.

12. Кукушкин В.И., Ваньков А.Б., Кукушкин И.В. //
Письма в ЖЭТФ. 2013. Т. 98. № 6. С. 383; Kukush-
kin V.I., Van’kov A.B., Kukushkin I.V. // JETP Lett.
2013. V. 98. No. 6. P. 342.

13. Кукушкин В.И., Ваньков А.Б., Кукушкин И.В. //
Письма в ЖЭТФ. 2013. Т. 98. № 2. С. 72; Kukush-

kin V.I., Van’kov A.B., Kukushkin I.V. // JETP Lett.
2013. V. 98. No. 2. P. 64.

14. Кукушкин В.И, Гришина Я.В., Соловьев В.В. и др. //
Письма в ЖЭТФ. 2017. Т. 105. № 10. С. 637; Kukush-
kin V.I., Grishina Y.V., Solov’ev V.V. et al. // JETP Lett.
2017. V. 105. No. 10. P. 677.

15. Кукушкин В.И, Гришина Я.В., Егоров С.В. и др. //
Письма в ЖЭТФ. 2016. Т. 103. № 8. С. 572; Kukush-
kin V.I., Grishina Y.V., Egorov S.V. et al. // JETP Lett.
2016. V. 103. No. 8. P. 508.

16. Dresselhaus M.S., Dresselhaus G., Eklund P.C. // J. Ra-
man Spectrosc. 1996. V. 27. No. 3–4. P. 351.

17. Zhang Y., Edens G., Weaver M.J. // J. Amer. Chem.
Soc. 1991. V. 113. № 24. P. 9395.

18. Hildebrandt P., Stockburger M. // J. Raman Spectrosc.
1986. V. 17. No. 1. P. 55.

19. Терехов С.Н., Гладков Л.Л., Гладкова О.Л. и др. //
Опт. и спектроск. 2009. Т. 106. № 6. С. 899; Terek-
hov S.N., Gladkov L.L., Gladkova O.L. et al. // Opt.
Spectrosс. 2009. V. 106. No. 6. P. 813.

20. Bandy B.J., Lloyd D.R., Richardson N.V. // Surf. Sci.
1979. V. 89. No. 1–3. P. 344.

21. Le Ru E., Etchegoin P. Principles of surface enhanced
Raman spectroscopy. V. 1. Elsevier Cambridge Univer-
sity Press, 2009. 663 p.

22. Weitz D.A., Garoff S., Gersten J.I. et al. // J. Electron.
Spectrosc. Relat. Phenom. 1983. V. 29. No. 1. P. 363.

23. Sjöback R., Nygren J., Kubista M. // Spectrochim. Acta
A. 1995. V. 51. No. 6. Art. No. L7.

24. Zenkevich E., Sagun E., Knyukshto V. et al. // J. Photo-
chem. Photobiol. B. 1996. V. 33. No. 2. P. 171.

Application of SERS and SEF spectroscopy for detection of fullerene–dye dyads
in water and biological structures

N. S. Goryacheva, c, V. I. Kukushkinb, A. Y. Belika, A. Y. Rybkina, *, O. A. Kraevayaa,
P. A. Troshina, d, A. I. Kotelnikova, c

a Institute of Problems of Chemical Physics of the Russian Academy of Sciences, Chernogolovka, 142432 Russia
b Institute of Solid State Physics of the Russian Academy of Sciences, Chernogolovka, 142432 Russia

c Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119991 Russia
d Silesian University of Technology, Gliwice, Poland

*e-mail: alryb@icp.ac.ru

Upon registering surface-enhanced Raman scattering (SERS) signal from fullerene–dye dyads PFD–Fl and
PFD–Ce6, the effect of surface-enhanced fluorescence (SEF) was found, which is not observed for individ-
ual dyes. It is consistent with the theory predicting the inverse dependence of the SEF fluorescence intensity
on the quantum yield of the stationary f luorescence of compounds in solution. The observed effect makes it
possible to register such hybrid molecular structures by recording the SERS or SEF spectra in the concentra-
tion range of 10–7–10–5 M and opens up the possibility of widespread use of the SERS and SEF methods to
study the interaction of these fullerene derivatives with biological structures.
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