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Аннотация. Традиционные методы количественной идентификации бактерий требуют значи-
тельных временных затрат, что существенно ограничивает их оперативность. В данной работе 
предложена быстрая и простая методика определения числа бактериальных клеток S. aureus 209p  
и E. coli K12, меченных наночастицами разной морфологии (наностержни и нанозвезды), моди-
фицированных 4-нитротиофенолом на основе непрямой спектроскопии гигантского комбина-
ционного рассеяния. Показана зависимость увеличения сигнала гигантского комбинационного 
рассеяния от количества бактериальных клеток, меченных наночастицами. Разработанная мето-
дика демонстрировала хорошую работоспособность как для варианта прямого измерения сигна-
ла от свежеприготовленного комплекса, так и для осадка клеток после центрифугирования. Наи-
более статистически достоверные результаты получены при использовании золотых нанозвезд  
в условиях прямого безосадочного измерения сигнала гигантского комбинационного рассеяния 
от комплекса с бактериями.
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Abstract. Traditional bacterial identification methods based on cultivation require significant time, which 
substantially limits their operational efficiency. This paper proposes a rapid and simple method for the 
quantification of S. aureus 209p and E. coli K12 bacterial cells based on indirect SERS spectroscopy 
using gold nanostar and nanorod tags conjugated with the 4-nitrothiophenol reporter molecule.  
The dependence of the SERS signal on the number of nanoparticle-labeled bacterial cells was investigated. 
The developed method for estimating bacterial cell count demonstrated good performance both for the 
direct measurement of the signal from the freshly prepared complex and for measuring the signal from 
the pellet after centrifugation. The most statistically significant results were obtained using gold nanostars 
under direct, pellet-free measurement conditions of the SERS signal from the bacteria complex.

Keywords: SERS tags, bacteria, plasmon resonance

Funding. This work was supported by the Russian Science Foundation (project no. 24-65-00015).

Ethics declarations. The authors of this work declare that they have no conflict of interest.

©  Burov A. M., Kryuchkova E. V., Khlebtsov B. N., Zavyalova E. S., 2025

Received August 19, 2025
Revised  September 25, 2025

Accepted September 26, 2025



	 КОЛЛОИДНЫЙ ЖУРНАЛ / COLLOID JOURNAL, 2025, том 87, № 6

 632	 БУРОВ и др.  / BUROV et al.�

ВВЕДЕНИЕ

Бактериальные инфекции остаются одной из наи-
более серьезных и постоянных угроз для глобального 
здравоохранения, приводя к значительной заболевае-
мости, смертности и экономическим потерям [1]. Клю-
чевым фактором, затрудняющим эффективную борьбу 
с этими инфекциями, является отсутствие надежных, 
быстрых и доступных методов обнаружения и иден-
тификации патогенных микроорганизмов на ранних 
стадиях заболевания. Задержки в диагностике напрямую 
влияют на своевременность и адекватность назначения 
терапии, способствуя развитию осложнений и нео-
правданному использованию антибиотиков, что усу-
губляет проблему антимикробной резистентности [2]. 
В настоящее время «золотым стандартом» для каче-
ственного определения бактерий, их идентификации 
и тестирования чувствительности к антибиотикам 
по-прежнему остается традиционный метод культи-
вирования на селективных и дифференциальных средах 
с последующим морфологическим и биохимическим 
анализом выросших колоний [3]. Несмотря на свою 
фундаментальную надежность и информативность, 
этот подход обладает существенным недостатком – 
продолжительностью анализа, который может занимать 
от 24 до 48 ч, а в случае медленно растущих или требо-
вательных микроорганизмов – и до нескольких суток.

Не менее критичной, чем качественная идентифи-
кация, является задача точной количественной оценки 
бактериальных клеток в образце. Количество жизнеспо-
собных бактерий (биомасса) является ключевым пара-
метром для оценки тяжести инфекции, эффективности 

антимикробных агентов in vitro и in vivo, изучения кине-
тики роста, стандартизации экспериментов и контроля 
качества в биотехнологических процессах [4]. В насто-
ящее время для оценки числа бактериальных клеток 
в суспензии используются ряд подходов. Во-первых, 
метод подсчета колониеобразующих единиц (КОЕ), 
основанный на серийных разведениях образца и после-
дующем посеве на плотные среды с подсчетом видимых 
колоний после инкубации [5, 6]. Хотя метод считается 
эталонным для оценки числа жизнеспособных клеток, 
он трудоемок и требует длительного времени. Во-вторых, 
спектрофотометрический метод измерения оптической 
плотности (ОП): быстрый и простой косвенный метод, 
оценивающий мутность суспензии бактерий, пропорци-
ональную их концентрации [7, 8]. Однако он не различает 
живые и мертвые клетки, чувствителен к загрязнениям, 
размеру и форме клеток и требует построения кали-
бровочных кривых для каждого конкретного штамма. 
Наконец, проточная цитометрия – высокопроизводи-
тельный метод, позволяющий анализировать отдель-
ные клетки в потоке, оценивая их количество, размер, 
сложность и физиологическое состояние с помощью 
флуоресцентных красителей [9, 10]. Несмотря на высо-
кую информативность, метод требует дорогостоящего 
оборудования, сложной пробоподготовки, а также может 
быть ограничен при работе с агрегированными клетками 
или сложными матрицами.

Перспективной альтернативой для одновременного 
качественного и количественного анализа бактериаль-
ных культур выступает метод спектроскопии комбина-
ционного рассеяния (КР), который имеет высокую ин-
формативность и специфичность [11]. Дополнительным 

ГРАФИЧЕСКИЙ АБСТРАКТ (Буров)

Нанозвезды

Наностержни

30 мин

4-Нитротиофенол

Инкубация
(30 мин)

и центрифугивание

E. coli K12     S. aureus 209p

Клеток/мл

R   =0.99

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
, о

тн
. е

д.

30 мВт
30 с

Рамановский сдвиг, см 

5K
OП = 0.01

OП = 0.1

OП = 0.3

OП = 0.9

−1
200  400  600  800  1000 1200 1400 1600

2

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
, о

тн
. е

д.



KOLLOIDNYY ZHURNAL / COLLOID JOURNAL, 2025, vol. 87, no. 6

	 ИЗМЕРЕНИЕ КОЛИЧЕСТВА БАКТЕРИЙ МЕТОДОМ ГКР-СПЕКТРОСКОПИИ1 /� 633
	 BACTERIA COUNTING BY SERS SPECTROSCOPY�

преимуществом этой методики является минимальная 
пробоподготовка, а анализ часто может проводиться не-
посредственно на клетках в суспензии или на фильтрах, 
без сложных этапов фиксации, окрашивания или выде-
ления ДНК/РНК [12, 13]. Применение наночастиц бла-
городных металлов (преимущественно серебра и золота) 
позволяет преодолеть основное ограничение обычной 
спектроскопии комбинационного рассеяния – слабый 
сигнал. Наночастицы генерируют мощный эффект по-
верхностного усиления за счет плазмонного резонанса, 
что приводит к гигантскому увеличению интенсивно-
сти сигнала комбинационного рассеяния от молекул, 
адсорбированных на их поверхности или находящихся 
вблизи нее [14]. В методологии гигантского комбина-
ционного рассеяния (ГКР) в приложении к детекции 
бактерий следует четко различать два основных подхо-
да. Первый – непосредственная регистрация сигнала 
комбинационного рассеяния от бактерий, смешанных 
с наночастицами, а также использование металличе-
ских и неметаллических наноструктурированных суб-
стратов поверхностно-усиленных ГКР‑платформ [15]. 
Второй – использование так называемых ГКР‑меток, 
которые представляют собой плазмонные наночасти-
цы с инкорпорированными или адсорбированными 
репортерными молекулами [16]. Данные метки имеют 
высокую интенсивность КР и четко известные спек-
тральные линии. При их взаимодействии с бактери-
альными клетками теперь исследуется не сам сигнал 
от бактерий, а сигнал от меток. В некотором смысле 
методология ГКР‑меток похожа на флуоресцентное 
окрашивание, только с использованием более ярких 
и фотостабильных красителей.

Цель настоящего исследования – создать быструю 
и экспериментально простую методику ГКР‑спек-
троскопического определения числа бактериальных 
клеток штаммов S. aureus 209p и E. coli K12 в воде с ис-
пользованием в качестве меток золотых нанозвезд 
и наностержней, покрытых репортерной молеку-
лой – 4-нитротиофенолом.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы

В работе использовали следующие реагенты: ам-
миак (30% водный раствор), 4-нитротиобензол, ци-
трат натрия, цетилтриметиламмоний бромид (ЦТАБ, 
98%, Fluka), L‑аскорбиновая кислота (АК, >99,9%), 
соляная кислота (HCl, 37 масс. % в воде), были полу-
чены из Sigma-Aldrich; тригидрат тетрахлораурат (III) 
водорода (HAuCl4·3H2O, в рукописи представлен как 
ЗХВК – золотохлористоводороная кислота) и нитрат 
серебра (AgNO3, >99%) были приобретены у Alfa Aesar. 
В работе использовали 96% этиловый спирт (Кировский 
БиоХим завод) и деионизованную воду, очищенную 
с помощью системы Milli-Q Integral 5.

Синтез золотых наностержней

Наностержни получали с использованием двух-
стадийного метода на мицеллярных матрицах [17]. 
На первом этапе были синтезированы зародыше-
вые ЦТАБ стабилизированные золотые наночасти-
цы диаметром 1–3 нм. В колбу, содержащую 10 мл  
100 мМ ЦТАБ, при перемешивании 1000 об/мин на маг-
нитной мешалке добавляли 250 мкл 10 мМ раствора 
ЗХВК. Затем путем однократного быстрого (в течение  
1–2 с) добавления в реакционную смесь вносили  
600 мкл 10 мМ свежеприготовленного раствора боро-
гидрида натрия. Перемешивали 2 мин и оставляли рас-
твор при 30°C на 2 ч для полного разложения избытка 
борогидрида натрия. Получали светло-коричневый 
раствор золотых ЦТАБ стабилизированных золотых 
«зародышей», которые были использованы для полу-
чения золотых наностержней.

Для получения золотых наностержней в кол-
бу, содержащую 60 мл 100 мМ ЦТАБ, добавляли по-
следовательно 240 мкл 10 мМ нитрата серебра, 3 мл  
10 мМ ЗХВК, 600 мкл 1 М соляной кислоты и 480 мкл  
100 мМ аскорбиновой кислоты. В приготовленную 
таким образом ростовую смесь ввели путем однократ-
ного быстрого добавления 120 мкл полученных ранее 
золотых «зародышей». Реакционный раствор аккурат-
но встряхивали и оставляли на ночь в термостате при  
30°C. В результате реакции раствор окрашивался в си-
не-серый цвет. Полученный продукт центрифугирова-
ли дважды при 9000 об/мин в течение 15 мин, осадок 
ресуспендировали в 60 мл 20 мМ ЦТАБ.

Синтез золотых нанозвезд

Для получения золотых нанозвезд был использован 
протокол перероста с использованием квазисфериче-
ских наночастиц, полученных с использованием ци-
трата натрия в качестве восстановителя [18]. Для этого 
в колбу наливали 60 мл деионизированной воды, затем 
по очереди добавляли 1.5 мл 1% ЗХВК, далее 180 мкл  
1 М соляной кислоты, 4.8 мл коллоида золота со сред-
ним размером частиц равным 15 нм [19], прикапывали 
по 900 мкл 4 мМ нитрата серебра и 100 мМ аскорбино-
вой кислоты. Перемешивание продолжали 30 с, в ре-
зультате получали коллоид золотых нанозвезд синего 
цвета. Готовый продукт центрифугировали дважды при 
5500 об/мин в течении 15 мин, с ресуспендированием 
в 20 мМ ЦТАБ, при этом получали 60 мл частиц.

Получение ГКР‑меток

Для изготовления целевой ГКР‑метки полученные 
золотые наночастицы (нанозвезды или наностерж-
ни) функционализировали 4-нитротиобензолом, ко-
валентно связывающимся с поверхностью золотых 
наночастиц через тиольную группу и выступающим 
в роли репортерной молекулы [24]. Для этого 60 мл 
наночастиц смешивали с 600 мкл 2 мМ спиртового 
раствора тиолированой ароматической молекулы. Ре-
акционную смесь выдерживали 30 мин. Полученные 
ГКР‑метки центрифугировали и отмывали три раза 
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водой и ресуспендировали в 2 мМ ЦТАБ. Функцио-
нализация приводила к сдвигу положения максимума 
плазмонного резонанса наночастиц на 7 нм в длин-
новолновою область и появлению в ГКР спектре на-
нометок характерного пика вибрации нитрогруппы 
в области 1340 см‑1.

Характеризация образцов

Измерения спектров экстинкции выполнены 
на спектрофотометре Specord S300 (Analytik Jena, Гер-
мания). Диапазон длин волн составил 320–1100 нм, ис-
пользовались кварцевые кюветы с длиной оптического 
пути 2 и 10 мм. Исследования микро- и нано-структур, 
используемых в работе, проведены на просвечиваю-
щем электронном микроскопе (ПЭМ) Libra‑120 (Carl 
Zeiss, Германия) в Центре коллективного пользования 
«Симбиоз» при ИБФРМ РАН (Саратов).

Измерения зависимости ГКР сигнала 
от концентрации бактерий

В качестве исследуемых бактериальных культур 
были использованы штаммы E. coli K12 и S. aureus 209p. 
Используемые штаммы выращивали в течение 12 ч 
на питательной богатой среде LB (Luria-Bertani). 2 мл 
бактериальной суспензии осаждали центрифугирова-
нием (5000 g, 5 мин), полученный осадок однократ-
но отмывали натрий-фосфатным буфером (pH 7.2). 
Отмытые бактериальные клетки ресуспендировали 
в дистиллированной воде до начальной оптической 
плотности (далее ОП) – 0.9 в кювете с длиной оптиче-
ского пути 1 см при длине волны 420 нм. Длина волны 
была подобрана экспериментально, количество бакте-
риальных клеток в суспензиях, измеренных при 420 нм, 
оптимально подходило для взаимодействия с исполь-
зуемой концентрацией наночастиц. Затем готовили 
серию разведений бактериальных суспензий с шагом 3. 
ОП бактериальных суспензий в эксперименте были 
следующими: 0.9; 0.3; 0.1; 0.03; 0.01, что соответствует 
количеству бактериальных клеток КОЕ/мл: 107; 3×106; 
106; 3×105; 105. Кривые зависимости оптической плот-
ности от количества бактериальных клеток, полученные 
методом высева КОЕ на плотную питательную среду, 
представлены в приложении (Рис. А1).

ГКР‑метки адсорбировались на поверхность бакте-
рий путем смешивания чистых бактериальных культур 
с переменным составом по числу бактерий с различны-
ми ГКР‑метками постоянной концентрации по золоту 
(100 мкг/мл) в объемном соотношении 1 : 1 в течение  
30 мин при комнатной температуре. Центрифугирова-
ние комплекса проводилось при 1000 об/мин в течение 
10 мин. Полученные осадки, содержащие бактерии 
с адсорбированными ГКР‑метками), ресуспендировали 
в 1 мМ ЦТАБ. Измерения ГКР сигнала проводились 
в 1-см кварцевой кювете с использованием спектро-
метра КР Peak Seeker Pro 785 (Ocean Optics) при из-
лучении с длиной волны 785 нм, мощностью 30 мВт 
и времени накопления сигнала 30 с. Спектры каждого 
варианта усреднялись по результатам трех измерений 
в трех повторностях.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ

Характеризация ГКР‑меток

Синтезированные ГКР‑метки были охаракте-
ризованы методами просвечивающей электронной 
микроскопии, спектрофотометрии и спектроскопии 
комбинационного рассеяния.

На Рис. 1а показан спектр экстинкции ГКР‑меток 
на основе золотых нанозвезд. Максимум в спектре 
находится на длине волны 750 нм, что близко к ис-
пользуемой в работе длине волны лазерного излуче-
ния 785 нм. Данные электронной микроскопии для 
образца нанозвезд показаны на вставке в панель (в). 
Для золотых нанозвезд принято говорить не о сред-
нем размере как таковом, а о группе геометрических 
параметров, таких как средний размер ядра, длина 
и число лучей. Средний размер ядра синтезирован-
ных наночастиц составлял 43 ± 5 нм, длина лучей  
33 ± 8 нм и число лучей от 7 до 20. В полном согла-
сии с нашими предыдущими данными [20] плазмон-
ный резонанс таких частиц находится в области 720– 
760 нм. На Рис. 1б представлен спектр экстинкции 
для ГКР‑меток на  основе золотых наностержней. 
Спектр имеет два характерных максимума. Один 
в области 510–530 нм, а положение второго зависит 
от осевого отношения наностержней. В нашей рабо-
те максимум продольного плазмонного резонанса со-
ставлял 685 нм, что, согласно [21], соответствует осе-
вому отношению 2.7. Это подтверждается данными 
электронной микроскопии (вставка на панели (г)), 
согласно которым длина наностержней составляет  
49 ± 5 нм, а толщина 18.5 ± 2 нм.

Для обоих видов ГКР‑меток наблюдалось высо-
коинтенсивное комбинационное рассеяние с харак-
терными линиями, соответствующими нитротиобен-
золу. В частности, [22] в исследуемом спектральном 
диапазоне наблюдается пик, связанный с вибрацией 
C–S связи при 730 см–1, двойной пик, определяемый 
колебаниями (С6-С1-С2)+(С3-С4-С5) при 1070 см–1 
и вибрацией бензольного кольца при 1058 см–1, ви-
брацией С–Н связи совместно с колебаниями (С2-
С3)+(С5-С6) при 1177 см–1, и наиболее выраженный 
пик, определяемый вибрацией нитрогруппы при  
1343 см–1. Далее при обсуждении интенсивности ком-
бинационного рассеяния мы будем оперировать зна-
чениями относительной интенсивности именно этой 
линии. Следует отметить, что сигнал ГКР от меток 
на основе нанозвезд был в несколько раз сильнее, чем 
от наностержней (12 000 относительных единиц про-
тив 3800 для наших условий измерения, Рис. 1в, 1г). 
Это связано с несколькими факторами. Во-первых, 
нанозвезды имеют острые «шипы», кривизна по-
верхности у  острия нанозвезды составляет около  
1 нм, в то время как для наностержней радиус кри-
визна полусферических концов равен 5–10 нм [23]. 
Во-вторых, для исследуемых образцов нанозвезд 
наблюдалось более точное соответствие длины вол-
ны плазмонного резонанса с длиной волны исполь-
зуемого лазера, что приводит к большему усилению 
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локального поля вблизи поверхности частицы [24]. 
И наконец, развитая поверхность нанозвезд позволя-
ет адсорбировать большее число репортерных моле-
кул при одинаковой концентрации золота в образцах.

Исследование зависимости ГКР сигнала нанометок 
от числа бактериальных клеток S. aureus 209p

Одним из штаммов бактерий для проведения на-
ших исследований был выбран Staphylococcus aureus 
209p. Это грамположительные кокки, представля-
ющие собой округлые, неподвижные, не спорооб-
разующие клетки. Является хорошо изученным ла-
бораторным штаммом, который часто используется 
в научных исследованиях и адаптирован для исполь-
зования в микробиологических лабораториях.

Исследование интенсивности ГКР сигнала на-
нометок от числа бактерий в культуре проводилось 
двумя способами: (а) измерение сигнала от смеси ме-
ток и бактерий сразу после адсорбции наночастиц; 
(б) центрифугирование смеси с измерением сигнала 
от ресуспендированого осадка, содержащего только 
бактерии с  адсорбированными на  их поверхности 
нанометками. Для исследований использовались су-
спензии бактерий с заранее известным числом клеток 
от 105 до 107 клеток в мл. Независимый контроль чис-
ла бактерий проводился по измерению оптической 
плотности и по подсчету КОЕ при посеве на твердой 
питательной среде. Для исследования использова-
лись коллоиды ГКР‑меток с концентрацией золота  
100 мкг/мл, что соответствовало оптической 
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Рис. 1 Спектры экстинкции золотых нанозвезд (а) и наностержней (б). Спектры комбинационного рассеяния, 
измеренные от ГКР‑меток на основе золотых нанозвезд (в) и наностержней (г). На вставках показаны соответ-
ствующие электронно-микроскопические изображения наночастиц. Размерная шкалы равны 200 (в) и 100 нм (г).
Fig. 1. Extinction spectra of gold nanostars (a) and nanorods (b). Raman spectra of SERS tags based on gold nanostars  
(c) and nanorods (d). Insets show corresponding electron micrographs of nanoparticles. Size scales are 200 (c) and 100 nm (d).
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плотности на  длине волны плазмонного резонан-
са 3.6 для нанозвезд и 4.4 для наностержней. Пред-
полагается, что смешение бактерий с ГКР‑метками 
будет приводить к неспецифической адсорбции по-
следних на  клеточной поверхности. Действитель-
но, бактериальные клетки имеют при нейтральном 
pH отрицательный дзета-потенциал около –30 мВ, 
в то время как стабилизированные цетилтриметилам-
моний бромидом ГКР‑метки имеют дзета-потенциал  
+40 мВ. Следует отметить, что в  нашей методи-
ке использовался значительный числовой избыток 

ГКР‑меток. В используемых коллоидах содержалось 
1010–1011 наночастиц в мл, то есть на одну бактерию 
приходилось как минимум 100 нанометок.

На  Рис. 2 показаны спектры ГКР от  нанозвезд 
в смеси с суспензией бактерий с различной числовой 
концентрацией. Данные показаны для измерений как 
в простой смеси (панель (а)), так и после отделения 
несвязавшихся наночастиц (панель (б)). В обоих слу-
чаях видна зависимость ГКР сигнала от концентра-
ции бактерий, причем для случая простого смешива-
ния наблюдается обратная зависимость (чем больше 

Рис. 2. ГКР спектры смеси бактерий и ГКР‑меток на основе нанозвезд до центрифугирования (а) и измеренные 
при ресуспендировании осадка (б). Данные представлены для бактериальной культуры с оптической плотностью 
в интервале 0.01–0.9. Зависимость ГКР сигнала от числа клеток S. aureus 209p в суспензии до центрифугирования 
(в) и после в осадке (г). Бары представлены доверительным интервалом для p = 0.05; n = 9.
Fig. 2. SERS spectra measured for mixture of bacteria and nanostar-based SERS tags  before centrifugation (a) and after 
resuspension of precipitate (b). The data are presented for bacterial culture with optical density of  0.01−0.9. Dependences 
of SERS signals on the number of S. aureus 209p cells in suspension before centrifugation (c) and after centrifugation in 
precipitate (d). Bars denote confidence intervals for p = 0.05; n = 9.
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бактерий, тем меньше сигнал), а для случая иссле-
дования осадка – прямая (чем больше бактерий, тем 
больше сигнал). Наличие зависимости интенсивно-
сти сигнала ГКР от концентрации бактерий позволя-
ет построить калибровочные кривые. Примеры таких 
кривых, построенные для двух вариантов реализации 
методики, показаны на Рис. 2в, 2г. Оба подхода про-
демонстрировали наличие полулогарифмической 
зависимости интенсивности пика ГКР‑меток от ко-
личества бактерий в исследуемой чистой культуре. 
Аналогичные данные были получены при исполь-
зовании другого вида ГКР‑меток на основе золотых 
наностержней (Приложение, Рис. А2). В качестве от-
личия можно отметить в три раза более низкую ин-
тенсивность сигнала при любой концентрации иссле-
дуемых бактерий, что отлично согласуется с данными 
характеризации нанометок (Рис. 1в, 1г).

Использование нанозвезд в  качестве ГКР‑ме-
ток в экспериментах без осаждения комплекса про-
демонстрировало наилучшую воспроизводимость 
от  опыта к  опыту и  показало высокий коэффици-
ент детерминации полулогарифмической зависимо-
сти порядка 0.99 (Рис. 2в). В то время как коэффи-
циент корреляции для случая измерения после от-
мывки от несвязавшихся частиц составлял 0.96. При 
использовании наностержней в  качестве ГКР‑ме-
ток значения коэффициента корреляции были 0.93 
и  0.95 соответственно. Объяснение данного фено-
мена связано с  различной структурой комплексов 

наночастиц, адсорбированных на  бактериях. Изу-
чая электронно-микроскопические изображения 
ГКР‑меток на поверхности бактерий, можно конста-
тировать более полную и равномерную адсорбцию на-
нозвезд по всей поверхности круглых кокков (Рис. 3а) 
по  сравнению с  наностержням (Рис. 3б), что под-
тверждает наблюдаемые нами закономерности при 
измерении ГКР сигналов, особенно в условиях пря-
мых измерений, без отделения несвязавшихся наноме-
ток. В целом коэффициент детерминации уравнения 
регрессии, полученный в результате измерений КГР 
сигнала, от конъюгатов S. aureus 209p во всех экспери-
ментах был не ниже 0.93.

Исследование зависимости ГКР сигнала нанометок 
от числа бактериальных клеток E. сoli K12

Еще одним бактериальным штаммом, который мы 
использовали в работе, был Escherichia coli K12 – одна 
из самых известных и широко используемых в лабо-
раторных исследованиях модельных бактерий. Это 
грамотрицательные, короткие, подвижные (в неко-
торых случаях) палочки, адаптированные для лабо-
раторного использования в научных исследованиях.

На  Рис. 4 показаны спектры ГКР от  нанозвезд 
в смеси с суспензией бактерий E. coli K12 с различной 
числовой концентрацией. Данные показаны для из-
мерений как в простой смеси (панель (а)), так и после 
отделения несвязавшихся наночастиц (панель (б)). 

Рис. 3 Электронно-микроскопическое изображение ГКР‑меток на основе золотых нанозвезд (а) и наностержней 
(б) адсорбированных на поверхность бактерий S. aureus 209p. Масштабные линейки 1 мкм (а) и 500 нм (б).
Рис. 3 Electron micrographs of SERS tags based on gold nanostars (a) and nanorods (b) adsorbed on the surface of S. aureus 
209p bacteria. Size scales are 1 μm (a) and 500 nm (b).

(а)                                                                                 (б)

1 мкм 500 нм
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При использовании нанозвезд как в случае комплек-
сов S. aureus 209p, так и E. coli K12, в условиях пря-
мых измерений без удаления несвязавшихся частиц, 
наблюдались высокая воспроизводимость и высокий 
коэффициент детерминации полулогарифмической 
зависимости порядка 0.99 (Рис. 4в). Для варианта 
методики, основанном на измерении после отделе-
ния несвязавшихся нанозвезд, коэффициент корре-
ляции снова был равен 0.95. Аналогичные данные 
зафиксированы при применении другого варианта 

ГКР‑меток, использующих золотые наностержни 
(Приложение, Рис. А3). Кроме того, проводя анализ 
электронно-микроскопических изображений, для 
нанозвезд в большинстве наблюдаемых нами случаях 
характерно более равномерное распределение нано-
частиц по поверхности клеток, в отличие от локаль-
но-точечного для наностержней (Рис. 5). Это может 
быть объяснено особенностями морфологии этих 
двух типов наночастиц. А именно наличие у стержней 
больших по площади продольных граней приводит 
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Рис. 4 ГКР спектры смеси бактерий и ГКР‑меток на основе нанозвезд до центрифугирования (а) и измеренные 
при ресуспендировании осадка (б). Данные представлены для бактериальной культуры с оптической плотностью 
в интервале 0.01–0.9. Зависимость ГКР сигнала от числа клеток E. coli K12 в суспензии до центрифугирования (в) 
и после в осадке (г). Бары представлены доверительным интервалом для p = 0.05; n = 9.
Рис. 4 SERS spectra measured for mixture of bacteria and nanostar-based SERS tags before centrifugation (a) and after 
resuspension of precipitate (b). Data are presented for  bacterial culture with optical density of 0.01−0.9. Dependences of 
SERS signals on the number of E. coli K12 cells before centrifugation in suspension (c) and after centrifugation in precipitate 
(d). Bars denote confidence intervals interval for p = 0.05; n = 9.
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к локализованной адсорбции при электростатиче-
ском взаимодействии нанометок с  бактериальной 
поверхностью, что, напротив, зачастую не характерно 
для объемных квазисферических нанозвезд, содержа-
щих шипы.

Во всех наблюдаемых зависимостях коэффици-
ент детерминации уравнения регрессии, полученном 
в результате измерений ГКР сигнала от конъюгатов  
E. coli K12, был не ниже 0.95.

Таким образом, все вышеописанные эксперимен-
ты с различными вариациями клеток и наночастиц 
могут говорить об универсальности метода оценки 
количества бактериальных клеток с помощью спек-
троскопии комбинационного рассеяния.

ОБСУЖДЕНИЕ

По  результатам экспериментов мы обнаружи-
ли зависимость ГКР сигнала от концентрации бак-
териальных клеток как при простом смешивании 
с ГКР‑метками, так и при отделении несвязавшихся 
частиц. Несмотря на то, что метод измерения сигна-
ла от осадка бактериального комплекса после центри-
фугирования является более логичным с точки зре-
ния механизма взаимодействия культур с ГКР‑мет-
ками, а именно удаление супернатанта несвязанных 
нанометок позволяет не учитывать их роль в фор-
мировании общего сигнала. Это подтверждается 
тем, что во всех экспериментах мы наблюдали рост  

ГКР сигнала с увеличением бактериальных клеток 
в коллоиде. При высоких концентрациях клеток в об-
разовании комплекса и формировании конечного из-
меряемого осадка принимали участие практически 
все добавляемые нанометки, что выражалось в вы-
соком уровне сигнала. Напротив, уменьшение числа 
бактерий приводило к исключению большего коли-
чества нанометок в виде не измеряемого супернатан-
та и, как следствие, меньшему сигналу от осадка. Тем 
не менее достоверно показал себя метод измерения 
сигнала нанометок от готового бактериального ком-
плекса до центрифугирования и отделения измеряе-
мого осадка. В этом случае мы наблюдали обратное 
явление, а именно падение сигнала от увеличения 
концентрации бактериальной культуры. По нашему 
предположению, падение сигнала с увеличением ко-
личества клеток может происходить по ряду взаимос-
вязанных причин: (а) возрастает оптическая плотность 
коллоида, (б) возрастает вероятность экранирования 
нанометок бактериальными клетками, что в обоих слу-
чаях приводит к рассеянию лазерного излучения и, как 
следствие, к снижению эффективности возбуждения 
излучения и  снижению сигнала комбинационного 
рассеяния. В наших экспериментах предполагаемые 
явления прямо коррелируют с концентрациями бак-
териальных культур, что, в свою очередь, отражается 
на уровне сигнала от репортерных молекул.

Существенным техническим недостатком нашей 
реализации методики ГКР измерений в осадке была 

(а)                                                                                 (б)

1 мкм500 нм

Рис. 5 Электронно-микроскопическое изображение ГКР‑меток на основе золотых наностержней (а) и нанозвезд 
(б) адсорбированных на поверхности бактерий E. coli K12 (масштабные линейки 500 нм (а) и 1 мкм (б)).
Рис. 5 Electron micrographs of SERS tags based on gold nanorods (a) and nanostars (b) adsorbed on the surface of E. coli 
K12 bacteria (size scales are 500 nm (a) and 1 μm (b)).
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невозможность полного отделения несвязавшихся 
меток в результате центрифугирования. При неболь-
шом (менее 105 клеток/мл) количестве бактерий в ре-
зультате центрифугирования частично осаждались 
и несвязавшиеся метки. Подбор условий центрифу-
гирования, такой как уменьшение ускорения или уве-
личение времени осаждения, не позволял полностью 
разделять бактерии и метки. Повторное центрифуги-
рование приводило к тому, что осадок был настоль-
ко мал, что его было невозможно наблюдать на дне 
центрифужной пробирки. Это приводило к ошибкам 
при отборе образца. Мы заметили, что при использо-
вании ГКР‑меток на основе золотых наностержней 
осаждение несвязавшихся меток было меньше за счет 
меньшего среднего размера частиц по  сравнению 
с нанозвездами. Таким образом, решение указанной 
проблемы может быть в использовании частиц с ми-
нимально возможными размерами (10–15 нм).

Далее следует обсудить диапазон и порог детекции 
используемой методики. В нашем случае мы исследо-
вали суспензии, содержащие 107–105 клеток/мл. Оче-
видно, что расширение диапазона детекции в боль-
шую сторону не является актуальной задачей, так как 
для таких концентраций бактерий отлично работают 
простые спектрофотометрические методики. С дру-
гой стороны, определение концентраций в диапазоне 
ниже 105 клеток/мл с использованием спектрофото-
метра затруднительно из-за низкой оптической плот-
ности. ГКР‑методика, в свою очередь, не имеет тако-
го ограничения. Для расширения рабочего диапазона 

и снижения порога детекции необходима миниатю-
ризация детектирующей ГКР‑системы, например, 
переход на режим ГКР‑микроскопии со сканирова-
нием образца. В данном случае порог детекции может 
быть снижен вплоть до единичных бактерий в образ-
це. Наконец, переход от модельных экспериментов 
на чистых культурах к работе с реальными образцами 
потребует модификации методики и работы с конъю-
гатами ГКР‑меток с узнающими молекулами (антите-
лами, аптамерами) вместо простого электростатиче-
ского связывания.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработана методика быстрой и простой детекции 
определения числа бактерий штаммов S. aureus 209p 
и E. coli K12 на основе непрямой ГКР‑спектроскопии 
с метками на основе золотых нанозвезд и наностерж-
ней, меченных репортерной молекулой 4-нитротиоб-
ензолом. Метод демонстрирует высокую воспроизво-
димость и универсальность. Несмотря на существу-
ющие ограничения, в первую очередь по диапазону 
определяемых концентраций и необходимости работы 
с чистыми культурами результаты работы открывают 
перспективы для создания на этой основе новых экс-
пресс-тестов для микробиологической диагностики, 
контроля эффективности антимикробной терапии 
и решения задач в биотехнологии. Дальнейшее разви-
тие метода должно быть направлено на повышение его 
чувствительности, специфичности и применимости 
к сложным биологическим матрицам.
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