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Спектроскопия гигантского комбинационного рассеяния (ГКР) является перспективным методом
детектирования и идентификации микроорганизмов. Описан метод регистрации спектров ГКР
бактерий, в том числе с использованием мягкого окисления образца для дополнительного усиления
сигнала ГКР. Предложен метод математической обработки спектров для вычисления характери-
стик сходства и различия спектров бактерий.
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Экспрессные детектирование и идентифика-
ция микроорганизмов – важная задача в клини-
ческой диагностике, контроле качества питье-
вой воды и пищевых продуктов. Важность этой
проблемы связана с возникновением больнич-
ных инфекций, вызываемых бактериями со мно-
жественной устойчивостью к антибиотикам, об-
разующими биопленки [1–3]. Традиционные
методы диагностики, основанные на культиви-
ровании бактерий или на проведении ПЦР, до-
статочно эффективны, однако, как правило, тре-
буют предварительной информации о возможной
природе патогенов, занимают значительное вре-
мя и довольно дороги в реализации, что во многих
случаях лимитирует их доступность. В связи с
этим, задача разработки экспрессного, доступно-
го по стоимости и охватывающего широкий ряд
детектируемых микроорганизмов метода остает-
ся весьма актуальной и в настоящее время.

Спектроскопия комбинационного рассеяния
(КР) в ближнем ИК-диапазоне является потен-
циально мощным методом идентификации и ха-
рактеристики микроорганизмов [4–8]. К сожале-
нию, интенсивность сигнала комбинационного
рассеяния очень мала. Более того, микроорга-
низмы (а именно, молекулы на поверхности кле-
ток микроорганизмов) имеют низкую активность
в спектрах КР. По этой причине детектирование
микроорганизмов по спектрам комбинационного
рассеяния является сложной задачей, выполни-
мой только с помощью дорогостоящих КР-мик-

роскопов. Такой подход неприменим для реаль-
ного применения при серийных анализах в клини-
ческой диагностике. Однако недостаток такого
детектирования может быть преодолен путем уси-
ления комбинационного рассеяния. Наиболее
подходящим методом является гигантское комби-
национное рассеяние (ГКР), которое приводит к
существенному (в 104–106 раз) увеличению сечения
комбинационного рассеяния молекул [9].

Спектроскопия ГКР может эффективно при-
меняться для безмаркерного обнаружения и
идентификации бактерий. Спектры ГКР бакте-
рий, служащие “отпечатками пальцев”, позволя-
ют различать бактерии на уровне родов, видов и
даже на внутривидовом уровне [10]. Метод ГКР
основан на применении металлов с плазмонным
резонансом в видимом диапазоне (золота или се-
ребра) в виде дисперсий наночастиц или загруб-
ленных наноструктурированных подложек [11–13].
Сферические серебряные и золотые наночастицы
обладают поверхностным плазмонным резонан-
сом около 405 и 520 нм соответственно, а при обра-
зовании ГКР-активных структур резонанс испы-
тывает батохромный сдвиг. Длина волны возбужде-
ния должна быть близка к плазмонному резонансу.
По этим причинам необходимо использовать раз-
личные лазеры для возбуждения ГКР на серебря-
ных и золотых наночастицах. Серебряные наноча-
стицы могут быть токсичны для бактерий [14]. Зо-
лотые наночастицы более устойчивы к окислению,
и поэтому их дисперсии более стабильны.
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Сложности применения спектроскопии ГКР
для идентификации бактерий связаны с низкой
воспроизводимостью интенсивности сигнала и
заметным влиянием загрязнений (например, ста-
билизирующих агентов или побочных продуктов
синтеза наночастиц). Стоит отметить, что для
экспрессного анализа бактерий с помощью пор-
тативного спектрометра необходимы высокоак-
тивные ГКР-подложки. Подложки, получаемые
наноструктурированием поверхности пленки зо-
лота [15–17], высокоэффективны и хорошо вос-
производимы, но малоприменимы для анализа
бактерий. Крупные по сравнению с наночастица-
ми клетки бактерий не могут быть эффективно рас-
положены в активных центрах планарных струк-
тур. В связи с этим более эффективными оказыва-
ются ГКР-подложки, формируемые из наночастиц
золота в присутствии бактериальных клеток.

Нанесение наночастиц на бактериальные клет-
ки с последующим высушиванием образца позво-
ляет повысить концентрацию клеток и ГКР-актив-
ных центров подложки в фокусном объеме лазер-
ного луча. Этот подход позволяет использовать
дешевые портативные КР-спектрометры для реги-
страции спектров бактерий.

Обработка смеси бактериальных клеток и нано-
частиц золота разбавленным раствором перекиси
водорода позволяет повысить интенсивность сиг-
нала. По всей видимости, такое усиление происхо-
дит за счет окисления цитрат–анионов и других
органических веществ, адсорбированных на по-
верхности наночастиц, что позволяет освободить
поверхность наночастиц для адсорбции молекул,
находящихся на поверхности клеток бактерий.

Цель работы − применение для идентифика-
ции бактерий способа регистрации спектров ГКР
бактерий, сочетающего преимущества использо-
вания твердых ГКР-подложек и подложек, изго-
тавливаемых из дисперсий наночастиц.

МЕТОДИКА
Синтез зародышевых частиц. В пластиковую

пробирку объемом 10 мл помещали 6 мл бидисти-
лированной воды, 71 мкл 25 мМ раствора HAuCl4
(“Sigma-Aldrich”, США) и 88 мкл 60 мМ раствора
цитрата натрия. Пробирку герметично закрыва-
ли, перемешивали раствор и термостатировали
при 90°С 15 мин в жидкостном термостате. В ре-
зультате образовывалась розовая суспензия заро-
дышевых частиц. Полученную суспензию посте-
пенно охлаждали до 15°С в водяной бане.

Синтез наночастиц золота. Синтез проводили
по модифицированной методике Бастус с соавт.
[18]. В предварительно охлажденную пробирку с
раствором зародышевых частиц добавляли 40 мкл
25 мМ раствора HAuCl4 и 40 мкл 60 мМ раствора
цитрата натрия. После смешивания реагентов про-

бирку герметично закрывали и выдерживали в
жидкостном термостате при 90°С в течение 30 мин.
Полученную дисперсию охлаждали до 15°С. Та-
ким образом было получено первое поколение
наночастиц золота.

Для получения целевого 18 поколения наноча-
стиц золота (диаметром ~50 нм) вышеописанные
процедуры повторялись требуемое число раз, при
этом после 3, 6, 9, 12 и 15 стадий из пробирки от-
бирали 2000 мкл дисперсии и добавляли 1500 мкл
бидистиллированной воды. После первого отбо-
ра дисперсии помимо основных прекурсоров
(HAuCl4, цитрат натрия) на каждой стадии вводи-
ли 60 мкл 25 мМ раствора NaOH для корректи-
ровки pH.

Характеризация наночастиц золота. Для приго-
товления образцов для анализа методом просве-
чивающей электронной микроскопии (ПЭМ)
5 мкл суспензии наночастиц наносили на форм-
варовую сетку для ПЭМ (“Ted Pella”, США) и вы-
сушивали при комнатной температуре. ПЭМ-мик-
рофотографии были получены на электронном
микроскопе JEM-2100 (“Jeol”, Япония) при уско-
ряющем напряжении 200 кВ. Микрофотографии
были получены также на сканирующем электрон-
ном микроскопе (СЭМ) JIB-4501 (“Jeol”, Япония).

Приготовление образцов бактерий. В работе ис-
пользовали штаммы бактерий Acinetobacter bau-
manii A01 (культура любезно предоставлена Ники-
тиной А.А., ФИЦ Биотехнологии РАН, Россия),
Micrococcus luteus DSM20030 (DSMZ, Braunschweig,
Германия), Escherichia coli JF-238 (Институт мо-
лекулярной генетики РАН, Россия), Bacillus sub-
tilis B-501 (ВКМ, Пущино, Россия). Для получе-
ния активной бактериальной культуры проводи-
ли посев петлей в 5 мл стерильной среды. Для
выращивания E. coli использовали среду LB (г/л ди-
стиллированной воды: NaCl – 10.0, триптон – 10.0,
дрожжевой экстракт – 5.0), для остальных куль-
тур была использована жидкая среда с пептоном –
10.0 г/л водопроводной воды. Культуры были вы-
ращены аэробно при перемешивании на шейкере
со скоростью 200 об./мин при 30°C (E. coli и A. bau-
manii – при 37°C) в течение 48 ч до достижения
концентрации около 109 кл./мл. Каждый бактери-
альный образец помещали в стерильную микро-
центрифужную пробирку для краткосрочного хра-
нения при температуре 4°C. Для подготовки к экс-
периментам по спектроскопии комбинационного
рассеяния культуры три раза отмывали свежепри-
готовленным NaCl в воде (0.9% мас.), отделяя клет-
ки центрифугированием в течение 5 мин при 3000 g.

Спектроскопия гигантского комбинационного
рассеяния. Спектры комбинационного рассеяния
регистрировались с помощью спектрометра ком-
бинационного рассеяния BWS415 (“BW-TEC AG”,
Германия). Образец размещался на позициониру-
ющем XYZ-столике Thorlabs (“Thorlabs”, США),
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регулировка положения фокуса лазера контроли-
ровалась с помощью USB-микроскопа Mikmed-
2000R (ООО “Наблюдательные приборы”, Рос-
сия). Для регистрации спектров ГКР биологиче-
ских объектов были получены различные субстра-
ты на базе наноматериалов из золота. Образцы
E. coli и B. subtilis дополнительно обрабатывали
3% раствором пероксида водорода, для чего сме-
шивали равные объемы суспензии клеток, наноча-
стиц золота и раствора пероксида водорода, после
чего осуществляли регистрацию спектров ГКР.

Спектры ГКР обрабатывали автоматически с
помощью программного обеспечения Octave.
Спектры импортировали из программного обес-
печения спектрометра в виде текстовых файлов, с
помощью разработанного в среде GNU/Octave
скрипта вычитали фон флуоресценции, отфиль-
тровывали высокочастотный шум, распознавали
наиболее интенсивные сигналы (при отношении
сигнал/шум более 3) и экспортировали обрабо-
танные данные в файлы Excel для визуализации и
интерпретации. Использовали фильтры Чебыше-
ва II типа, имеющие следующие характеристики:
полоса пропускания на 0.10f, полоса подавления
на 0.15f, допустимая пульсация не более 0.5 дБ, за-
тухание 30 дБ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Спектры всех исследованных бактерий были

успешно зарегистрированы, нормализованы и
отфильтрованы от высокочастотных шумов. Для
E. coli и B. subtilis регистрировали как исходные
спектры ГКР, так и спектры ГКР после обработки
разбавленным раствором пероксида водорода.

Следует отметить, что пероксидная обработка при-
водит к увеличению интенсивности спектра ГКР,
лишь незначительно изменяя соотношение интен-
сивности различных пиков [19]. Нормализованные
спектры ГКР бактерий представлены на рис. 1.

Спектры имели значительное количество пи-
ков, для которых затруднено однозначное отнесе-
ние к типу колебаний групп атомов в молекулах
аналита. Поскольку их непосредственное сравне-
ние затруднено, было произведено преобразова-
ние спектров в матричную форму путем автома-
тического распознавания пиков с последующим
уменьшением размерности данных по методу
главных компонент. Благодаря схожести анали-
зируемых спектров, различия между ними исчер-
пывающе описываются всего четырьмя главны-
ми компонентами. В табл. 1 приведены значения
главных компонент для полученных спектров.

Визуализация сходства и различия спектров
после преобразования достигается путем отобра-
жения спектров в виде точек в трехмерном под-
пространстве трех первых главных компонент,
так как они описывают различия между спектра-
ми практически полностью (более, чем на 95%).
На рис. 2 показаны спектры бактерий после пре-
образования. Оси соответствуют главным компо-
нентам, точки – спектрам, эллипсоиды – грани-
цам выборок по тройному среднеквадратичному
отклонению (СКО) в предположении нормально-
го распределения по всем главным компонентам.

Для вычисления характеристик сходства и раз-
личия исследуемых спектров было рассчитано рас-
стояние между выборками как евклидово расстоя-
ние между ближайшими спектрами двух выборок,

Рис. 1. Спектры ГКР бактерий при возбуждении лазером на длине волны 785 нм, нормализованные по наибольшему
пику. 1 – Escherichia coli JF238, 2 – Bacillus subtilis B-501, 3 – Micrococcus luteus DSM20030, 4 – Acinetobacter baumanii A01.
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поделенное на СКО расстояний от спектра первой
выборки до всех спектров второй выборки. Полу-
ченные векторные расстояния приведены в табл. 2.

Как видно из рис. 2 и данных в табл. 2, после пе-
роксидной обработки расстояние между спектрами

E. coli и B. subtilis сократилось, однако все еще пре-
вышало более чем в 3 раза стандартное отклоне-
ние координат нахождения спектров группы
сравнения в четырехмерном пространстве глав-
ных компонент.

Рис. 2. Отображение полученных ГКР-спектров бактерий в пространстве трех первых главных компонент. PC1, PC2,
PC3 – первые три главные компоненты, 1, 2, 3, 4 как на рис. 1; эллипсоиды описывают тройное стандартное откло-
нение по выборке.
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Таблица 1. Координаты полученных ГКР-спектров бактерий в четырехмерном пространстве главных компо-
нент (для каждого микроорганизма спектры приведены в трех повторностях)

Микроорганизм PC1 PC2 PC3 PC4

A. baumanii A01
–0.4023 –0.2559 –0.3256 –0.2817
–0.2757 0.1626 –0.2615 –0.2307
–0.3369 0.0022 –0.2580 –0.1163

M. luteus DSM20030
–0.6062 –0.5653 –0.3851 0.0458
–0.6159 –0.5446 –0.4038 0.0361
–0.5982 –0.3202 –0.3666 0.0323

E. coli JF-238
–0.5941 –0.8206 –0.0037 0.0485
–0.5671 –0.8348 –0.0255 0.0317
–0.5417 –0.8216 –0.0622 0.0143

E. coli JF238 после обработки перок-
сидом водорода

–0.7366 –0.4830 –0.0623 0.1328
–0.6649 –0.2070 –0.0349 0.1480
–0.8202 –0.2295 –0.0999 0.2213

B. subtilis B-501
–0.5359 0.1729 0.0698 –0.0582
–0.5797 0.2652 0.0561 –0.0040
–0.5378 0.1521 0.1091 –0.0320

B. subtilis B-501 после обработки 
пероксидом водорода

–0.4954 –0.1390 0.1565 –0.0678
–0.5165 –0.2397 0.2000 0.0818
–0.4819 –0.1316 0.2159 0.0269
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В результате сопоставления и интерпретации
спектров ГКР исследованных бактерий было
установлено, что различия в спектрах ГКР, выяв-
ленные по методу главных компонент, позволяют
надежно различать бактерии разных родов. Пе-
роксидная обработка при регистрации спектров
ГКР позволяет увеличить интенсивность спек-
трального сигнала, при этом не критически сни-
жая разрешающую способность метода, оценивае-
мую как расстояния между кластерами данных в
четырехмерном пространстве главных компонент.

Исследование выполнено при финансовой под-
держке гранта Российского научного фонда (про-
ект № 17-79-10489).
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Surface-enhanced Raman spectroscopy (SERS) is a prospective method for the detection and identification
of microorganisms. Hereby we describe the method for the registration of bacterial SERS spectra, including
the mild oxidation sample treatment for the additional amplification of SERS signal. We also propose the
spectral data processing method for the calculation of distinguishing criteria for the bacterial spectra.
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Таблица 2. Векторы расстояний между спектрами бак-
терий в четырехмерном пространстве главных компо-
нент (расстояния нормализованы по СКО выборки
спектров микроорганизма 2)

Пары
(микроорганизм 1 → микроорганизм 2)

Расстоя-
ние

A. baumanii → M. luteus 3.91
M. luteus → A. baumanii 2.73
E. coli → B. subtilis 17.63
E. coli → B. subtilis после обработки H2O2 7.49
B. subtilis → E. coli 135.97
B. subtilis → E. coli после обработки H2O2 3.31
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