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Эффект гигантского комбинационного рассеяния (ГКР) биоорганических соединений вблизи по-
верхности наночастиц серебра может быть использован для видовой идентификации колоний мик-
роорганизмов. Препараты золя наночастиц серебра с предварительно выращенной единичной ко-
лонией микроорганизмов (штаммы Escherichia coli 376/2, Staphylococcus aureus 25923 Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27583 и Bacillus subtilis 534) обладают индивидуальными спектрами ГКР, наличие и
интенсивность полос в которых коррелируют с видовым составом. Наиболее важные различия меж-
ду спектрами исследованных 4 штаммов были ассоциированы с полосами при 649–652, 948–950,
1326–1340, 1468 см–1. Применение метода главных компонент в диапазоне 600–1600 см−1 дало сумму
факторной нагрузки двух главных компонент, равную 83.53% суммарных различий между спектра-
ми, и показало возможность дифференциальной диагностики четырех видов микроорганизмов.
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Классическая идентификация микроорганиз-
мов, основанная на выращивании их колоний в
питательных средах, обладает двумя существенны-
ми ограничениями. Во-первых, продолжитель-
ность единичного анализа. Время, необходимое
для формирования колонии, ее роста измеряется
сутками. Во-вторых, не все микроорганизмы спо-
собны к формированию колоний, что затрудняет
процесс получения достоверной информации об
их присутствии. Это стимулирует развитие аль-
тернативных методов идентификации микроор-
ганизмов. Их основу, как правило, составляют
либо специфические взаимодействия микроорга-
низмов между собой или с компонентами окру-
жающей среды, либо определение продуктов
жизнедеятельности, характерных только для них
(Adler et al., 2008; Cheng et al., 2012; Havlicek et al.,
2013; Bos et al., 2013; Попов и соавт., 2013; Мамо-
нова и соавт., 2015).

Эффект гигантского комбинационного рассе-
яния (ГКР), возникающий в приповерхностной
области наночастиц благородных металлов, мо-
жет быть использован в анализе биологических
объектов, в том числе и микроорганизмов (Stiles
et al., 2008; Efrima, Zeiri, 2009; Оленин, Лисичкин,
2011; Singh et al.. 2015; Zhou et al., 2015; Zheng et al.,
2018; Еремина и соавт., 2018). В качестве субстра-

та для получения спектров ГКР часто использу-
ются наночастицы золота и серебра, однако нано-
частицы серебра обычно обеспечивают более ин-
тенсивные и четкие полосы рассеяния (Cañamares
et al., 2008; Sa et al., 2012).

Наиболее распространенным методом получе-
ния наночастиц серебра является химическое
восстановление нитрата серебра боргидридом
или цитратом натрия, гидрохлоридом гидроксил-
амина и другими восстанавливающими агентами,
приводящее к образованию золей с разными раз-
мерами частиц в зависимости от условий экспе-
римента. Теоретически доказано и подтверждено
экспериментально, что наличие двух или более
агрегированных наночастиц может привести к
усилению рамановского сигнала по сравнению с
сигналом от индивидуальных частиц. Агрегация
наночастиц, необходимая для повышения чув-
ствительности, происходит, в частности, за счет
добавления хлорида натрия, и ее степень зависит
от концентрации соли (Petryayeva, Krull, 2011;
Kruszewski, Cyrankiewicz, 2012).

Большинство исследователей сходятся во мне-
нии, что спектры ГКР бактерий определяются
компонентами клеточной стенки, такими как пеп-
тидогликан, липополисахариды, липиды, мем-
бранные белки, нуклеиновые кислоты, тейхоевые
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кислоты (Walter et al., 2011; Sivanesan et al., 2014;
Zhou et al., 2014). Также предполагается, что ма-
ленькие молекулы, такие как аденин, могут вно-
сить вклад в спектры ГКР бактерий (Kahraman
et al., 2011; Wu et al., 2015). Идентификация даже
чистых культур микроорганизмов представляет
особую проблему ввиду сложного, и в тоже время
схожего, химического состава их поверхностных
элементов, использование хемометрических под-
ходов анализа первичной информации в ряде слу-
чаев позволяет получать дополнительную инфор-
мацию, способствующую решению поставленных
задач.

Исходя из изложенного выше, целью настоя-
щего исследования является разработка экс-
пресс-метода детектирования и идентификации
бактерий на основе ГКР спектров анализируемых
образцов, содержащих наночастицы серебра,
включающая оптимизацию условий получения
спектров, а также разработку алгоритма обработ-
ки первичной спектральной информации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Культивирование штаммов Escherichia coli 376/2,

Staphylococcus aureus 25923, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27583, Bacillus subtilis 534 (ЦКП “Коллек-
ция микроорганизмов III и IV групп патогенно-
сти НИИВС им И.И. Мечникова”) проводили с
использованием мясо-пептонного агара в тече-
ние 18‒20 ч при 37°С.

Синтез водных золей наночастиц серебра осу-
ществляли путем восстановления нитрата сереб-
ра боргидридом или цитратом натрия. В случае
использования боргидрида натрия в исходную
реакционную смесь вводили стабилизатор по-
верхности наночастиц – цитрат натрия. Условия
проведения эксперимента и характеристики ко-
нечных продуктов приведены в табл. 1. и 2.

Предварительная подготовка образца перед
регистрацией спектра ГКР включала смешивание
единичной изолированной колонии микроорга-
низмов с аликвотой (0.115 мл) золя наночастиц,
инкубацию в течение 10 мин, внесение аликвоты
(0.01 мл) 1 моль/л раствора хлорида натрия до
конечной концентрации 0.08 моль/л, тщатель-

ное перемешивание полученной массы в лунках
96-луночного планшета.

Регистрацию спектров ГКР проводили на
спектрометре (ИнСпектр MIXSplitter, 532 нм) при
экспозиции 5000 мс по три повтора в одной точке
в разные временные промежутки (от 5 до 40 мин).

Обработку и анализ спектров осуществляли с
помощью программного обеспечения OriginPro
9.0 (“OriginLab Corporation”).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Оптимизация условий получения ГКР спектров

E. coli с целью получения стабильного соотношения
основных пиков. Метод получения наночастиц се-
ребра сказывается на спектральных характери-
стиках их конъюгатов с микроорганизмами. Ре-
гистрация спектров ГКР с устойчиво разрешен-
ными основными полосами наблюдалась только
при использовании наночастиц серебра, полу-
ченных путем восстановления нитрата серебра
боргидридом натрия в присутствии цитрата на-
трия в качестве стабилизатора.

Основные полосы спектров ГКР конъюгатов
Е. coli с наночастицами серебра наблюдались при
649‒651, 724‒725, 1326‒1340 см–1. При восста-
новлении нитрата серебра в водной среде на по-
верхности наночастиц могут сорбироваться ком-
поненты реакционной массы (цитрат натрия или
продукты его окисления), собственный спектр
комбинационного рассеяния которых потенци-
ально может сказываться на конечном результате.
На рис. 1 представлены типичные ненормализо-
ванные спектры ГКР трехкомпонентных препа-
ратов, содержащих единичную колонию Е. coli в
присутствии наночастиц серебра и хлорида на-
трия, а также все двухкомпонентные варианты.
Из представленных данных видно, что эффект
ГКР возникает только при наличии в системе
всех трех составляющих.

Характерные спектры ГКР для Е. coli регистри-
ровались только в присутствии хлорида натрия.
Связанное с этим увеличение интенсивности по-
лос, наиболее вероятно объясняется агрегацией
наночастиц серебра, что косвенно подтверждает-

Таблица 1. Условия получения и характеристики водных золей серебра. Продолжительность реакции 10 мин,
концентрация наночастиц серебра 1 ммоль/л

№ AgNO3, ммоль NaBH4, ммоль Na3Cit, ммоль Температура 
реакции, °С

Объем 
конечного

золя, мл

Концентрация золей 
серебра, ммоль/л

1 0.12 0.12 0.24 20 120 1.0
2 0.03 0.015 0.06 4 30 1.0
3 0.03 0.015 0.06 20 30 1.0
4 0.03 ‒ 0.06 90 30 1.0
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ся изменением интенсивности и формы спектров
поглощения в диапазоне 350–700 нм: пик поглоще-
ния наночастиц серебра при 420 нм в присутствии
хлорида натрия уширяется, а его интенсивность
снижается. Этот факт находится в соответствии с
результатами ряда работ, в которых отмечается,
что агрегация наночастиц, вызванная различны-
ми агентами, ‒ ключевой момент в получении
спектров ГКР (Knauer et al., 2010; Kruszewski et al.,
2012).

Спектры, фиксируемые для одного и того же
образца, с течением времени изменяются и раз-
личаются интенсивностью и разрешением основ-
ных полос. Для установления оптимального вре-

мени регистрации после добавления раствора
хлорида натрия в интервале 5‒70 мин была про-
изведена последовательная съемка спектров. Ре-
зультаты представлены на рис. 2. В интервале от
5 до 15 мин наблюдается только изменение ин-
тенсивности основных полос поглощения, нор-
мализация спектров дает их практически полное
совпадение. При дальнейшей инкубации даже
для нормализованных спектров происходит от-
носительное увеличение интенсивности линий в
областях 900, 1260, а особенно – 1320 и 1460 см‒1.

Результаты, полученные с тремя образцами зо-
лей наночастиц, отличающихся средним разме-
ром, были аналогичны; в дальнейшей работе ис-
пользовали образец № 2 (табл. 1 и 2). Также было
установлено, что оптимальные условия получения
спектров ГКР всех 4-х видов микроорганизмов
включают предварительную инкубацию единич-
ной изолированной колонии микроорганизмов с
аликвотой золя наночастиц в течение 10 мин и по-
следующее внесение хлорида натрия.

Оценка возможности дифференциального выяв-
ления бактерий. В оптимизированных условиях
произведена регистрация спектров ГКР для 4 ви-
дов микроорганизмов: Е. coli, S. aureus, B. subtilis и
P. aeruginosa. Типичные спектры образцов приве-
дены на рис. 3. ГКР-спектры всех анализируемых
микроорганизмов имели общий интенсивный
пик около 724‒725 см‒1. Наиболее важные разли-
чия между спектрами исследованных патогенов
были ассоциированы с полосами при 649‒652,
948‒950, 1326‒1340, 1468 см‒1.

Для статистической классификации анализиру-
емых микроорганизмов использовался мультива-
риантный статистический метод главных компо-
нент. Этот метод позволяет уменьшить размерность
набора спектроскопических данных до нескольких,

Рис. 1. Типичные ненормализованные спектры ГКР
суспензий, содержащих E. coli 376/2, наночастицы се-
ребра, хлорид натрия.
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обычно 2‒3-х, главных компонент, описывающих
максимум изменчивости между анализируемыми
объектами.

Главные компоненты представляют собой ли-
нейные комбинации исходных данных, в данном
случае набора нормализированных интенсивно-
стей рассеяния. Перед использованием метода
главных компонент все ГКР спектры преобразовы-
вали путем сглаживания, вычитания базового уров-
ня и нормализации по максимальному сигналу.
Анализировались данные, представленные макси-
мальными нормализованными интенсивностями
рассеяния в диапазоне 620‒622, 649‒652, 724‒725,
1128‒1130, 1187, 1245‒1246, 1326‒1340, 1458, 1468 и
1536 см‒1.

Применение метода главных компонент дало
сумму факторной нагрузки двух главных компо-
нент, равную 83.53% суммарных различий между
спектрами. На рис. 4 приведены рассчитанные
методом главных компонент результаты анализа
35 спектров для 4 видов бактерий, где выборки, от-

носящиеся к различным типам микроорганизмов,
апроксимированы не пересекающимися эллипса-
ми, что показывает возможность дифференциаль-
ной диагностики этих микроорганизмов.

Рамановское рассеяние конъюгатов наночастиц
серебра с бактериальными клеточными стенками.
Специфика возникновения эффекта ГКР состоит
в том, что интенсивные рамановские линии в
спектрах могут возникать только для сорбатов,
находящихся в непосредственной близости от
металлической поверхности. С химической точки
зрения эти сорбаты должны формировать поверх-
ностные комплексы с атомами серебра. Такие
комплексы возможны с функциональными груп-
пами биоорганических соединений, составляю-
щих клеточную стенку, количественный состав
которой, скорее всего, индивидуален для различ-
ных видов бактерий.

Авторами ряда работ (Zhou et al., 2014; Kamińs-
ka et al., 2016), исследовавшими взаимодействие
наночастиц серебра с бактериями, приводится
информация по отнесению линий спектров ГКР к
вращательно-колебательным взаимодействиям,
происходящих в молекулах, составляющих кле-
точные стенки бактерий. Эта информация пред-
ставлена в табл. 3.

С высокой степенью уверенности можно
утверждать, что линии в спектрах ГКР при
649‒652 см‒1 могут быть отнесены к карбоксиль-
ным группам жирных кислот, линии при 725,
1326‒1340 см‒1 – к нуклеотидам (аденину) и
ДНК, при 948‒950 см‒1 – υ(CN), 1468 ‒ δ(CH2)
насыщенных жирных кислот.

Также в процессе работы проводили кон-
троль стабильности золей серебра, осуществляе-
мый путем периодической регистрации спек-
тров малахитового зеленого оксалата в концен-

Таблица 2. Максимумы спектров поглощения и сред-
ние размеры наночастиц золей серебра

№ Максимум спектра 
поглощения, нм

Средний размер 
частиц, нм

1 392 21
2 391 3
3 389 1.5
4 421 15

Рис. 3. Типичные нормализованные спектры ГКР
образцов, содержащих различные виды микроорга-
низмов.

0

1

2

3

4

600 800

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
 с

иг
на

ла
, о

тн
. е

д.

65
1

72
4

13
26

14
68

1000 1200 1400 1600

E. coli

S. aureus

B. subtilis

P. aeruginosa

Романовский сдвиг, см–1

Рис. 4. Сравнение ГКР спектров четырех видов бакте-
рий методом главных компонент.

–2

0

2

–5

К
ом

по
не

нт
а 

1 
(6

5.
39

 %
)

0

S. aureus

P. aeruginosa

B. subtilis

E. coli

5
Компонента 2 (18.14 %)



204

МИКРОБИОЛОГИЯ  том 89  № 2  2020

БОРИСОВА и др.

трации 10‒7 моль/л в присутствии 0.04 моль/л
NaCl с использованием наночастиц серебра в
концентрации 0.2 ммоль/л в качестве ГКР-субстра-
та в течение 6 мес. один раз в две недели. Изменения
в интенсивности основных пиков при 1171, 1288,
1359 и 1614 см‒1 в пределах ±15% показывают, что в
течение не менее чем 6 мес. ГКР-свойства наноча-
стиц серебра не меняются.

Таким образом, разработан метод, позволяю-
щий проводить идентификацию микроорганиз-
мов путем сравнения спектра ГКР анализируемого
образца с известными бактериальными спектра-
ми. Реализация данного метода требует выбора ме-
тода получения изолированных колоний бактерий
(Sanders, 2012) применительно к конкретному ти-
пу образцов, а также составление библиотеки
Спектров ГКР.
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Differential Diagnostics of Bacteria Using the Surface-Enhanced Raman Spectra
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Abstract—Surface-enhanced Raman scattering of bioorganic compounds close to silver nanoparticles may be
used for species identification of microbial colonies. The preparations of silver nanoparticles sol with a single
microbial colony (strains Escherichia coli 376/2, Staphylococcus aureus 25923 Pseudomonas aeruginosa ATCC
27583, and Bacillus subtilis 534) exhibited the individual Raman spectra, in which the band occurrence and
intensity correlated with the species composition. The most important differences in the spectra of these four
strains were associated with the bands at 649‒652, 948‒950, 1326‒1340, and 1468 cm–1. Application of the
principal component analysis within the range from 600 to 1600 cm–1 resulted in the sum of the factor load
of two major components equal to 83.53% of the total differences between the spectra and demonstrated the
possibility of differential diagnostics of four microbial species.

Keywords: bacteria, surface-enhance Raman scattering, silver nanoparticles
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