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Большой интерес в качестве платформы для биоанализа представляют метки гигантского ком-
бинационного рассеяния (ГКР) благодаря сочетанию сильного оптического сигнала, фотоста-
бильности и узких спектральных линий. Несмотря на значительный прогресс в области синтеза 
новых типов ГКР-меток на основе золотых наночастиц, получение микрочастиц, имеющих ин-
тенсивность комбинационного рассеяния, достаточную для детекции единичной метки с исполь-
зованием обычного микроскопа комбинационного рассеяния (КР), является нетривиальной за-
дачей. В данной работе были синтезированы и охарактеризованы гибридные коллоидные нано-
композиты на основе микрочастиц диоксида кремния и золотых нанозвезд (НЗВ) состава SiO2/
НЗВ/SiO2. Золотые нанозвезды двух типов, одни с плазмонным резонансом в области 700 нм и 
другие с двумя максимумами 650 и 900 нм, были предварительно синтезированы и адсорбирова-
ны на поверхности монодисперсных коллоидных частиц диоксида кремния диаметром 1.5 мкм. 
В качестве молекул с высоким сечением комбинационного рассеяния использовали три вида 
ароматических тиолов: 4-нитробензентиол, нафталентиол и 1,4-бензендитиол. Продемонстри-
рована возможность измерения ГКР-сигнала от единичной микрочастицы с вариацией интен-
сивности не более 20%, а также возможность мультиплексного определения различных микро-
частиц на одном КР-изображении. Проведена комплексная оценка стабильности, в том числе 
фотостабильности, измеряемого ГКР-сигнала во времени при изменении физико-химических 
параметров микроокружения.

Ключевые слова: ГКР-метки, нанозвезды, силикатные микрочастицы, плазмонный резонанс
DOI: 10.31857/S0023291224060078, EDN: VLGHAH

ВВЕДЕНИЕ

Гигантское комбинационное рассеяние (ГКР) [1], 
в основе которого лежит сильное локальное усиление 
поля вблизи металлических наноструктур, является 
достойным конкурентом традиционным аналитиче-
ским методам благодаря узким спектральным линиям 
и высокой чувствительности вплоть до обнаружения 
единичных молекул [2–4]. Тематика гигантского 
комбинационного рассеяния была подробно рассмо-
трена в ряде обзоров [5–8]. С практической точки 
зрения следует различать два основных направления 
использования комбинационного рассеяния (КР). 

В первом случае используют ГКР-субстраты, ме-
таллические наноструктурированные поверхности, 
для усиления интенсивности спектральных линий 
исследуемого вещества. Во втором случае используют 
новый вид нанозондов, названных ГКР‑метками, 
которые объединяют металлические наночастицы 
и специфические органические молекулы с высоким 
сечением комбинационного рассеяния – репортеры 
комбинационного рассеяния. Такие ГКР‑активные 
нанозонды генерируют сильные характерные сигналы 
комбинационного рассеяния и могут быть использо-
ваны для косвенного определения молекул-мишеней 
с помощью лазерной ГКР‑микроскопии, по аналогии 
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с флуоресцентной микроскопией с использованием 
органических красителей [9] и квантовых точек [10].

Разработку ГКР‑меток можно считать значи-
тельным шагом вперед в спектроскопическом ана-
лизе биологических образцов, поскольку эти метки 
обладают четырьмя основными преимуществами 
по сравнению с другими оптическими зондами. 
Во-первых, ГКР‑метки могут обеспечить достаточно 
высокую чувствительность для анализа следовых ко-
личеств анализируемого вещества [3, 11]. Во-вторых, 
ГКР‑метки на основе металлических наночастиц 
с иммобилизованными молекулами-репортерами 
пригодны для мультиплексного анализа благодаря 
наличию колебательных спектральных полос комби-
национного рассеяния с узкой шириной линий  [12, 
13]. В‑третьих, чрезвычайно короткое время жизни 
комбинационного рассеяния света предотвраща-
ет фотообесцвечивание, передачу энергии или ту-
шение репортеров в возбужденном состоянии [14, 
15], что обеспечивает высокую фотостабильность. 
И, в‑четвертых, оптимальный контраст может быть 
достигнут за счет использования излучения ближ-
него инфракрасного диапазона для минимизации 
автофлуоресценции клеток и тканей, что позволяет 
использовать ГКР‑метки для неинвазивной визуа-
лизации живых объектов. Указанные преимущества, 
а также возможность использования одного источ-
ника возбуждения для нескольких меток, выдвигают 
подобные структуры в качестве яркой альтернативы 
органическим флуорофорам и другим маркерам для 
биовизуализации [16].

Среди разработанных к настоящему времени 
ГКР‑меток можно выделить три основных типа. Пер-
вый – это плазмонные частицы, имеющие на своей 
поверхности молекулы с высоким сечением комбина-
ционного рассеяния. В простейшем случае могут ис-
пользоваться золотые наносферы с тиолированными 
ароматическими молекулами и красителями [17–19]. 
Недавний прогресс в области коллоидной химии пре-
доставил исследователям широкий арсенал возмож-
ностей по варьированию структуры металлических 
наночастиц и настройке плазмонного резонанса. 
Благодаря этому были разработаны различные виды 
ГКР‑меток на основе металлических нанооболочек, 
включая золотые нанооболочки на основе диоксида 
кремния [20, 21], полых золотых нанооболочек [22, 
23] и наноклеток [24, 25], и многие другие [26–28]. 
Среди всего многообразия используемых наночастиц 
особо следует отметить золотые нанозвезды. Помимо 
сравнительно простой технологии получения таких 
частиц и возможности настройки плазмонного ре-
зонанса в широком диапазоне длин волн от 600 нм 
до 2 мкм, малые радиусы кривизны на лучах этих 
наночастиц приводят к формированию областей 
чрезвычайно сильного усиления электромагнитного 
поля, что называется «эффектом острого наконеч-
ника» [29–31].

Второй тип ГКР‑меток включает различные агре-
гаты, микроагрегаты и частицы «ядро–спутник». 
Благодаря сверхсильному усилению поля в зазорах 
агрегаты металлических наночастиц дает большее 
усиление ГКР по сравнению с изолированными 
наночастицами [32–35].

По сравнению с традиционными агрегированны-
ми системами наночастиц, системы «ядро–спутник» 
обладают лучшей воспроизводимостью благодаря 
обеспечению высокого сродства к взаимодействию 
между «ядром» и «спутниками» [36]. Для синтеза этих 
систем преимущественно используют неорганические 
темплаты в качестве основных наноструктур  [37], 
в то время как более мелкие неорганические нано-
частицы, такие как золото, серебро или полупро-
водниковые наночастицы, используются в качестве 
«спутников» [38–40].

Третий тип – метки с усилением поля в зазоре (gap-
enhanced Raman tags), в которых репортерные молеку-
лы защищены от нежелательных внешних воздействий 
и агрегации частиц, демонстрируют превосходные 
ГКР-характеристики благодаря сильно усиленным 
электромагнитным полям в зазорах между металли-
ческими структурами «ядра» и «оболочки» [41–43]. 
Для улучшения биосовместимости меток и сниже-
ния их неспецифического связывания и агрегации 
были разработаны процедуры нанесения защитного 
покрытия, которое в дальнейшем может быть функ-
ционализировано таргетными молекулами [15, 44].

Несмотря на значительный прогресс в области 
синтеза новых типов ГКР‑меток на основе золо-
тых наночастиц получение микрочастиц, имеющих 
интенсивность комбинационного рассеяния, до-
статочную для детектирования единичной метки 
с использованием обычного микроскопа комбинаци-
онного рассеяния, является нетривиальной задачей. 
Для реализации одночастичного комбинационного 
рассеяния перспективным представляется сборка 
нескольких (от десятков до сотен) ГКР‑меток на по-
верхности или внутри темплатных микроструктур. 
В качестве такой матрицы для сборки мы предлагаем 
использовать монодисперсные микрочастицы диок-
сида кремния, которые являются одним из наиболее 
распространенных и широко используемых синтети-
ческих материалов, применяемых в катализе, зонди-
ровании, визуализации и адресной доставке лекар-
ственных средств благодаря своей биоинертности, 
химической стабильности, возможности получения 
частиц в широком диапазоне размеров, а также био-
функционализации их поверхности [45, 46].

В данной работе золотые нанозвезды (НЗВ) двух 
типов, одни с плазмонным резонансом в области 
700 нм и другие с двумя максимумами 650 и 900 нм, 
были предварительно синтезированы и адсорби-
рованы на поверхность монодисперсных силикат-
ных частиц диаметром 1.5 мкм. Нанозвезды ГКР 
активировали с использованием трех видов молекул 
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с высоким сечением КР: 4-нитробензентиол (НБТ), 
нафталентиол (НТ) и 1,4-бензендитиол (БДТ), затем 
вторично покрывали силикатной оболочкой с обра-
зованием структуры SiO2/НЗВ/SiO2. Разработанные 
нами гибридные композиты позволяют расширить 
возможности использования золотых нанозвезд 
в качестве ГКР‑меток, благодаря возможности из-
мерения ГКР-сигнала от единичной микрочастицы 
с возможностью мультиплексного определения раз-
личных микрочастиц на одном микроскопическом 
изображении. Использованные в работе силикатные 
микрочастицы являются интересной альтернативой 
другим ГКР‑меткам благодаря своей стабильности 
и легкой химической функционализации.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы

В работе использовали следующие реагенты: 
аммиак (30% водный раствор), 4-нитробензенти-
ол, нафталентиол, 1,4-бензендитиол, цитрат на-
трия, поливинилпирролидон (ПВП, Mw = 10 кДа 
и Mw = 40 кДа), L‑аскорбиновая кислота (АК, > 99.9), 
соляная кислота (HCl, 37 масс.% в воде), тетра- 
этоксиортосиликат (ТЭОС, 98%), аминопропил-
триметоксисилан (АПТМС, 98%) были получены 
из Sigma-Aldrich; тригидрат тетрахлораурата водорода 
(HAuCl4*3H2O, ЗХВК) и нитрат серебра (AgNO3, 
> 99%) были приобретены у Alfa Aesar. В работе 
использовались 96% этиловый спирт (Кировский 
БиоХим завод) и деионизованная вода, очищенная 
с помощью системы Milli-Q Integral 5.

Получение золотых нанозвезд

В данной работе мы использовали два вида на-
нозвезд, отличающихся по размеру, форме лучей 
и положению плазмонного резонанса.

Первый тип нанозвезд (НЗВ1) был синтезирован 
по двухэтапному протоколу с использованием золо-
тых зародышевых частиц [47, 48] с небольшими изме-
нениями. На первом этапе с использованием метода 
Френса [49] были синтезированы золотые наносферы 
со средним диаметром 15 нм, которые использовались 
в качестве затравок для синтеза золотых нанозвезд. 
Для этого в колбе Эрленмейера вскипятили 238 мл 
воды при перемешивании на магнитной мешалке. 
Добавили 2.5 мл 1% раствора HAuCl4 и 7.75 мл 1% 
раствора цитрата натрия. Раствор перемешивали 
в течение 15 минут, при этом цвет раствора изме-
нился с бесцветного на красный. Затем к коллоиду 
при перемешивании добавили 250 мг ПВП (40 кДа). 
Золотые наносферы, покрытые ПВП, центрифу-
гировали при 20 000 g в течение часа. Полученный 
осадок ресуспензировали в этаноле. Концентрация 
наночастиц составила около 6·1012 мл–1, что соответ-
ствует оптической плотности  4, измеренной в кювете 

с длиной оптического пути 1 см. На втором этапе 10  г 
ПВП (40 кДа) растворяли в 100 мл диметилформами-
да. После этого к раствору добавляли 1 мл золотых 
наносфер (6·1012 мл–1) и 0.4 мл 8% раствора HAuCl4. 
Реакцию роста нанозвезд проводили в течение суток. 
Затем золотые нанозвезды очищали от избытка про-
дуктов реакции центрифугированием (5000 об/мин, 
10 мин) и ресуспензировали в 20 мл этанола.

Для получения второго вида нанозвезд (НЗВ2) 
использовали цитратные золотые зародышевые на-
носферы, полученные аналогично вышеприведенно-
му протоколу, но без стабилизации поливинилпир-
ролидоном. На втором этапе для синтеза нанозвезд 
к 4.5 мл 15 нм зародышевых частиц с концентрацией 
1.6·1012 мл–1 добавляли последовательно 46.25  мл 
воды, 3.75 мл 10 мМ HAuCl4 и 150 мкл 1М HCl. Далее 
при перемешивании (700 об/мин) добавили 750  мкл 
4 мМ нитрата серебра и 750 мкл аскорбиновой кис-
лоты (АК; 100 мМ). Раствор перемешивали в тече-
ние 30  секунд, при этом его цвет быстро изменился 
со светло-красного на сине-зеленый. Затем к колло-
иду при перемешивании добавили 5 мл 1% раствора 
ПВП (10 кДа) в этаноле и перемешивали еще 10 ми-
нут. Затем золотые нанозвезды очищали от продуктов 
реакции центрифугированием (5000 об/мин, 10 мин) 
и ресуспензировали в 20 мл этанола.

Получение композитных микрочастиц

Для синтеза изодисперсных микрочастиц ди-
оксида кремния использовали методику многоста-
дийного перероста, детально описанную в нашей 
работе [50]. Число циклов доращивания подбирали 
таким образом, чтобы размер силикатных частиц 
был около 1.5 мкм.

Для адсорбции золотых нанозвезд (как НЗВ1, так 
и НЗВ2) поверхность микрочастиц диоксида кремния 
была функционализирована аминогруппами путем 
допирования аминопропилтриметоксисиланом. 
К коллоиду 1.5 мкм силикатных частиц в этаноле 
добавляли соответствующий силан в количестве 1% 
от объема реакционной смеси. Суспензию частиц 
инкубировали 1 час при комнатной температуре при 
перемешивании. Полученные аминированные ча-
стицы центрифугировали при 5000 об/мин 1 минуту 
и повторно ресуспензировали в этаноле с помощью 
ультразвуковой обработки.

Далее 1 мл коллоида функционализированных 
силикатных частиц добавляли к 4 мл концентриро-
ванного коллоида золотых нанозвезд. Полученную 
смесь инкубировали в течение суток при переме-
шивании 500 об/мин. Затем добавляли 10 мкл 2мМ 
спиртового раствора ароматического тиола и инку-
бировали 30 минут при перемешивании 500 об/мин. 
Для дополнительной стабилизации добавляли по-
ливинилпирролидон в этаноле (10 кДа, 1%) в ко-
личестве 10% от объема. Инкубировали дополни-
тельно 30 минут при перемешивании 500 об/мин. 
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Далее частицы центрифугировали при 5000 об/мин 
1 минуту и ресуспензировали в 1 мл этанола. Для 
каждого вида золотых нанозвезд было получено три 
вида ГКР‑меток, содержащих различные репортер-
ные молекулы: 4-нитробензентиол, нафталентиол 
и 1,4-бензендитиол. Полученные ГКР‑метки на осно-
ве силикатных микросфер с ГКР‑активированными 
золотыми нанозвездами на поверхности использова-
ли для дальнейшей характеризации и формирования 
вторичной силикатной оболочки.

Формирование вторичной силикатной оболочки

Для формирования вторичной силикатной обо-
лочки использовали полученные выше ГКР-метки 
без какой-либо модификации. На 1 мл исходной су-
спензии ГКР‑меток добавляли 1 мл этанола, 50 мкл 
аммиака и 10 мкл ТЭОСа. Затем аналогичную аликво-
ту ТЭОСа добавили еще дважды с интервалом 1 час. 
Реакционную смесь оставили на ночь при переме-
шивании. Полученные композитные ГКР‑метки 
структуры SiO2/НЗВ/SiO2 с толщиной вторичной 
силикатной оболочки 32 ± 5 нм центрифугирова-
ли (5000 об/мин 1 минуту), затем диспергировали 
в этаноле. Эту процедуру повторяли трижды. Да-
лее композиты характеризовали с помощью ПЭМ 
и ГКР‑спектроскопии и микроскопии.

Характеризация образцов

Спектры экстинкции были записаны с помощью 
спектрофотометра Specord S300 (Analytik Jena, Герма-
ния). Измерения проводили в диапазоне длин волн 
320–1100 нм с использованием кварцевых кювет 
с длиной оптического пути 2 и 10 мм. Изображения 
методом просвечивающей электронной микроскопии 
(ПЭМ) были получены с помощью просвечивающе-
го электронного микроскопа Libra‑120 (Carl Zeiss, 
Германия) в Центре коллективного пользования 
исследовательским оборудованием в области фи-
зико-химической биологии и нанобиотехнологий 
“Симбиоз” (ИБФРМ РАН, Саратов). Сканирующие 
электронно-микроскопические изображения полу-
чали с использованием микроскопа Mira-II LMU 
(Tescan, Чехия) в Центре коллективного пользования 
(СГУ, Саратов). Для анализа образцы нано- и ми-
крочастиц наносили на кремневую подложку, уско-
ряющее напряжение при исследовании было 30 кВ.

Концентрацию силикатных микрочастиц опре-
деляли гравиметрически, путем взвешивания сухого 
остатка поле лиофилизации коллоида на аналитиче-
ских весах. Общий вес частиц в 1 мл коллоида вместе 
с данными ПЭМ позволяет однозначно определять 
числовую концентрацию частиц по формуле:

	 N
m

R
= 3

4 3πρ
, 	 (1)

где m – масса кремнезема, выраженная в мг, ρ – плот-
ность кремнезема, выраженная в мг/см3, R – радиус 
частиц, выраженный в сантиметрах.

Измерение размера и электрокинетического по-
тенциала золотых наночастиц и силикатных частиц 
проводили с использованием анализатора Zetasizer 
Nano ZS (Malvern).

Измерение ГКР-спектров от единичных меток

Для измерений ГКР-спектров от единичных ча-
стиц 1 мкл образца (или смеси образцов) наносили 
на поверхность кварцевого стекла. Измерения ги-
гантского комбинационного рассеяния (ГКР) света 
проводили с помощью конфокального КР‑микро-
скопа Renishaw inVia (Renishaw, Великобритания), 
оснащенного лазером 785 нм. Лазерное излучение 
было сфокусировано на образце с помощью объек-
тива 50х/0.5 N.A. Регистрацию единичных спектров 
проводили при мощности лазера 25 мкВт (0.1%) 
и времени накопления сигнала 5 с. Для оценки сте-
пени деградации образцов под воздействием лазер-
ного излучения проводили регистрацию 60 спектров 
с частицы, при этом мощность лазера и время на-
копления сигнала были аналогичны регистрации 
единичных спектров. Также проводилось картиро-
вание высохшей капли смеси образцов: 40×40 точек 
(1600 отдельных спектров), шаг сканирования 1 мкм, 
мощность лазера и время накопления сигнала ана-
логичны регистрации единичных спектров.

Для регистрации спектров использовали ПО 
КР‑микроскопа Renishaw WiRE (Renishaw, Велико-
британия). Дальнейшую обработку и анализ данных 
ГКР‑спектроскопии проводили на языке Python 3 
в среде Jupyter Notebook. Данные были загружены 
с помощью renishawWiRE.WDFReader. Удаление по-
линомиального фона проводили полиномом 5  сте-
пени с помощью функции polyfit библиотеки NumPy. 
Проводили нормировку единичных спектров образ-
цов, их усреднение и приведение к диапазону 0–1. 
Для получения карты распределения меток (БДТ, 
НБТ и НТ) использовали умножение матриц по сле-
дующему уравнению:

	 A=Y·X–1 	 (2)

Y – матрица спектров – результатов картирования, 
размерность 1600×1011 (1600 спектров, 1011 интенсив-
ностей), X–1 – инвертированная (с помощью linalg.
pinv библиотеки NumPy) матрица нормализованных 
усредненных по 5 измерениям спектров с образцов 
БДТ, НБТ и НТ, размерность 1011×3, А – матрица 
коэффициентов, размерность 1600×3.
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Далее определяли пороговые значения коэф-
фициентов для каждого вещества по Оцу (filters.
threshold_otsu библиотеки skimage): коэффициент 
компонента для спектров ниже порога становился 
нулевым. Для получения RGB изображения матрицу 
коэффициентов после фильтрации по Оцу приводили 
к диапазону 0–1.

Исследования коллоидной и фотостабильности

Исследование проводили для двух коллоидов SiO2/
НЗВ2 и SiO2/НЗВ2/SiO2. В качестве репортерной мо-
лекулы был выбран нитробензентиол. Для оценки 
стабильности комбинационного рассеяния в зависи-
мости от физико-химических параметров внешней 
среды 100 мкл коллоида микрочастиц добавляли 
в растворы соляной кислоты (pH = 2), гидроксида 
натрия (pH = 10) и культуральной среды DMEM. 
Спектры комбинационного рассеяния от суспензии 
частиц записывали через каждые 30 минут в течение 
4 часов. Для измерения спектров комбинационного 
рассеяния использовали установку PeakSeeker Pro 
(Ocean optics, США). Измерения проводили в 1 см 
четырехсторонних кварцевых кюветах при возбужде-
нии длиной волны 785 нм. Мощность лазерного из-
лучения равнялась 30 мВт, время накопления сигнала 
10  секунд. Для уменьшения эффекта внутреннего 
фильтра лазерный луч был сфокусирован вблизи 
стенки кюветы. В качестве параметра, характеризу-
ющего стабильность образца, использовали интен-
сивность комбинационного рассеяния со сдвигом 
1335 см‑1, соответствующим вибрации нитрогруппы.

Коллоидную стабильность силикатных частиц 
характеризовали путем измерения электрокине-
тического потенциала в воде и буферных смесях 
с использованием анализатора Zetasizer Nano ZS 
(Malvern). Регистрацию рН осуществляли на рН‑ме-
тре рН‑150МИ с точностью измерения рН ±0.05 
единиц рН. Для приготовления буферных растворов 
использовали универсальную буферную смесь (фос-
форная, уксусная и борная кислоты, 0.04 М). Для 
получения буферного раствора заданной величины 
pH к 100 мл указанной смеси добавляли аликвоту 
0.2 н NaOH согласно справочным данным [51].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Методы получения золотых нанозвезд делятся 
на два принципиально различных подхода: с ис-
пользованием зародышевых частиц [29, 52] и без-
зародышевые протоколы синтеза [53, 54]. В данной 
работе мы применили две вариации зародышевых 
протоколов. В обоих случаях в качестве центров ро-
ста нанозвезд использовали 15 нм квазисферические 
золотые частицы. В первом случае (образец НЗВ1) 
восстановителем золота являлся диметилформамид, 
а анизотропные условия роста создавались путем ад-
сорбции поливинилпирролидона на кристаллических 

гранях частицы в процессе роста. Во втором случае 
(образец НЗВ2) восстановление золота на поверх-
ности зародышей осуществлялось аскорбиновой 
кислотой, а для создания анизотропных условий 
роста использовался хлорид серебра, получаемый 
непосредственно в коллоиде путем реакции нитра-
та серебра с соляной кислотой. Следует отметить 
принципиально разную скорость реакции синте-
за нанозвезд для двух описанных выше подходов. 
В первом случае для полного восстановления золота 
необходимо как минимум 12 часов, а во втором реак-
ция длится около 30 секунд. Для обоих протоколов, 
варьируя концентрацию золотых зародышей и ко-
личество золото-содержащего прекурсора, можно 
регулировать размер звезд и число «лучей» [29, 55].

Синтезированные наночастицы были охаракте-
ризованы методом просвечивающей электронной 
микроскопии. Для золотых нанозвезд принято го-
ворить не о среднем размере как таковом, а о груп-
пе геометрических параметров, таких как средний 
размер ядра, длина и число лучей.

Так, из данных просвечивающей электронной 
микроскопии (рис. 1а) видно, что для образца НЗВ1 
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Рис. 1. Электронно-микроскопические изображения 
золотых нанозвезд, полученных восстановлением ЗХВК 
на поверхности 15 нм «зародышей» диметилформа-
мидом (а) и аскорбиновой кислотой (б). Размерная 
шкала равна 200 нм. Панель (в) показывает спектры 
экстинкции синтезированных наночастиц. Спектр 1 – 
для нанозвезд на панели (а), спектр 2 – для нанозвезд 
на панели (б).
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средний размер ядра составил 100 нм, длина лучей 
20–30 нм и количество лучей от 1 до 4. Микрофото-
графия ПЭМ, приведенная на рис. 1б, соответствует 
нанозвездам, полученным восстановлением золота 
аскорбиновой кислотой (НЗВ2). Видно, что средний 
размер ядра таких частиц составлял 42 нм, длина 
лучей 15–20 нм и число лучей от 3 до 10. Следует так-
же отметить, что для НЗВ2 лучи были существенно 
более острыми, чем для НЗВ1. Данные размерных 
параметров нанозвезд, полученные из микрофото-
графий ПЭМ, хорошо согласуются с величинами, 
определенными методом динамического светорас-
сеяния (измеренными в этаноле), которые составили 
82.4 ± 38.8 нм для образца НЗВ1 и 68.8 ± 26.2 нм – 
для НЗВ2.

Другим существенным различием в образцах яв-
ляется различие в условных размерах частиц при-
близительно в 2.5 раза. Это объясняется тем, что 
для синтеза НЗВ2 использовали концентрации 
золотых зародышевых наносфер, которые соста-
вили 4.5 мл золотых зародышей (с концентрацией 
1.6·1012 мл– 1), а для НЗВ1 – 1 мл золотых наносфер 
(то есть 6·1012 мл–1). При этом количество восста-
новленной ЗХВК также существенно отличалось: 
для НЗВ2 добавляли 3.75 мл 10 мМ HAuCl4, а для 
НЗВ1 – 0.4 мл 240 мМ HAuCl4. Исходя из указанных 
соотношений, разница в объемах частиц должна 
составлять 11.5 раз, что соответствует разнице в раз-
мерах около 2.3 раз.

Обсудим далее оптические свойства полученных 
частиц. На рис. 1в показаны спектры экстинкции 
золотых коллоидов. В согласии с данными наших 
предыдущих исследований [56] в спектре существу-
ют два максимума, первый – отвечает за колебания 
электронов в шероховатом ядре нанозвезды, второй – 
за плазмонные волны в тонких лучах (в особенности 
в лучах, расположенных напротив друг друга). Для 
НЗВ1 в спектре экстинкции (1) первый максимум 
локализован около 650 нм, а второй – около 900 нм. 

Для образца НЗВ2, за счет наличия острых и тонких 
лучей, длинноволновый резонанс смещен в область 
за пределами детекции спектрометра и виден только 
как подъем в «красной» части спектра. Коротко-
волновый резонанс шероховатого ядра находится 
в спектральном диапазоне около 700 нм (2). В целом, 
можно ожидать, что измеренные оптические свой-
ства для обоих видов наночастиц позволят получать 
усиленное электромагнитное поле вблизи лучей 
при возбуждении лазерным излучением ближнего 
инфракрасного диапазона.

В качестве матрицы для сборки золотых нанозвезд 
в ГКР активные микроструктуры использовали изо-
дисперсные частицы диоксида кремния. На рис. 2а 
показаны сканирующие электронно-микроскопи-
ческие изображения таких частиц.

На вставке показано увеличенное изображение, 
демонстрирующее идеальную сферическую форму 
частицы. На рис. 2б приведена гистограмма рас-
пределения силикатных микрочастиц по размерам. 
Средний диаметр составил 1493 нм, а среднеквадра-
тичное отклонение 21 нм. Для последующей адсор-
бции золотых нанозвезд силикатные микрочастицы 
были функционализированы аминопропилтриметок-
сисиланом для введения аминогрупп, обладающих 
положительным зарядом. Исходные силикатные 
микрочастицы в воде имели электрокинетический 
потенциал –31.4 ± 5.3 мВ. После процедуры амини-
рования величина электрокинетического потенциала 
составила +14.5 ± 5.7 мВ.

В работе [57] были проведены систематические 
исследования влияния концентрации аминосила-
на и содержания воды на плотность аминогрупп, 
привитых на поверхность силикатных частиц в сме-
си этанол-вода. Показано, что контроль гидролиза 
и конденсации аминосилана позволяет регулировать 
плотность аминогрупп на поверхности кремнезема, 
смещая величину изоэлектрической точки в широком 

Рис. 2. Сканирующее электронно-микроскопическое изображение силикатных микрочастиц (а). Масштабная шкала 
10 мкм. На вставке показано увеличенное изображение отдельных частиц. Масштабная шкала 1 мкм. Гистограмма 
распределения силикатных частиц по размерам (б).
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диапазоне pH (2.9–9.2) [57]. Измерения электроки-
нетического потенциала наших образцов при различ-
ных pH показали значение изоэлектрической точки 
силикатных микрочастиц, функционализированных 
аминопропилтриметоксисиланом, равное 4.8. Для 
исходных силикатных частиц изоэлектрическая точка 
находилась в области значения pH 2.4, что соответ-
ствует литературным данным [58–60].

В отличие от обычно используемых ГКР-меток, 
основанных на отдельных сферических наночастицах 
золота или серебра, [12, 15, 61] в данной работе золо-
тые нанозвезды двух видов, стабилизированные по-
ливинилпирролидоном, были собраны посредством 
электростатических взаимодействий на поверхности 
положительно заряженных аминированных сили-
катных микросфер. Для достижения относительно 
интенсивных сигналов комбинационного рассеяния 
света использовали молекулы с высоким сечением 
комбинационного рассеяния света, такие как раз-
личные ароматические тиолы (нафталентиол, бен-
зендитиол, нитробензентиол), которые благодаря 
сродству тиольной группы к золоту и относительной 
прочности связи Au-S могут связываться с поверх-
ностью золотых нанозвезд.

На вставках на рис. 3 представлены изображения 
сканирующей электронной микроскопии микросфер 
диоксида кремния с адсорбированными на поверх-
ности ГКР‑активированными золотыми нанозвез-
дами двух видов. При этом нанозвезды независимо 
от их вида и размерных характеристик равномерно 
распределены по поверхности силикатной частицы, 
без формирования агрегатов.

Важно отметить, что микрочастицы диоксида 
кремния после адсорбции золотых нанозвезд также 
сохранили коллоидную стабильность, не агрегиро-
ваны, на СЭМ-изображении (рис. 3) микросферы 
отстоят отдельно друг от друга.

Интересно определить число наночастиц золота 
на поверхности силикатных частиц и сопоставить 

расчетные данные с изображениями СЭМ. Учитывая, 
что масса единичной микросферы диоксида кремния 
с диаметром 1.5 мкм равна 3·10–9 мг, а в 1  мл суспен-
зии содержится 6 мг частиц, то мы получаем число 
частиц в одном миллилитре 2·109 штук.

Так, для больших нанозвезд (НЗВ1), согласно экс-
периментальным данным, из 1 мл золотых зародышей 
с концентрацией 6·1012 частиц/мл было получено 
20 мл коллоида нанозвезд. Для адсорбции на сили-
катные микросферы взяли одну пятую часть, т. е. 
1.2·1012 частиц. Таким образом на одну силикатную 
частицу приходится максимум 600 таких нанозвезд.

Для НЗВ2 брали 4.5 мл золотых зародышей с кон-
центрацией 1.6·1012 частиц, в результате получали 
20 мл коллоида нанозвезд, где находилось 7.2·1012 ча-
стиц. Для адсорбции на силикатные микросферы 
также брали одну пятую часть, т. е. 1.44·1012 звезд. 
В этом случае для образца малых золотых звезд 
(НЗВ2) максимальное число частиц равно 720 шт. 
на одну силикатную микросферу.

Спектры экстинкции для НЗВ1 и НЗВ2, приве-
денные на рис. 3б, демонстрируют, что положения 
пиков поверхностного плазмонного резонанса для 
звезд, адсорбированных на силикатных микросферах, 
не отличаются от таковых для исходных коллоидов 
нанозвезд. Таким образом, покрывая поверхность 
темплатной микрочастицы, золотые нанозвезды 
оптически не взаимодействуют друг с другом, и их 
оптические характеристики остаются без изменений. 
В целом, это дает нам право ожидать, что полученные 
композитные структуры способны проявить себя 
в качестве эффективных ГКР-меток при возбужде-
нии лазерным излучением ближнего ИК-диапазона.

Полученные композитные микросферы диоксида 
кремния повторно капсулировали в оболочку из ди-
оксида кремния для защиты молекул с высоким се-
чением комбинационного рассеяния. Сканирующая 
электронная микроскопия образцов показала, что 
частицы сохраняют монодисперсность и коллоидную 

Рис. 3. Электронно-микроскопические изображения двух типов композитных ГКР‑меток с большими (SiO2/НЗВ1) 
и малыми (SiO2/НЗВ2) звездами на поверхности силикатных микросфер (а). Масштабная шкала 1 мкм. Спектры 
экстинкции композитных ГКР‑меток (б). Спектр 1 – для образца (SiO2/НЗВ1), спектр 2 – для образца (SiO2/НЗВ2).
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стабильность на всех этапах получения композитного 
образца (рис. 4).

В результате ГКР-метки защищены, а толщина вто-
ричной силикатной оболочки составляет 32 ± 5 нм 
независимо от вида нанозвезд на поверхности сили-
катной частицы.

Для демонстрации возможности детектирования еди-
ничных микрочастиц с использованием микроскопа 
комбинационного рассеяния полученные ГКР -метки 
наносили на поверхность кварцевого стекла. Лока-
лизация отдельных микрочастиц определялась с ис-
пользованием светового микроскопа, оснащенного 
50x объективом. Далее микроскоп переключали в ре-
жим накопления сигнала комбинационного рассея-
ния и для каждого образца записывали спектр ГКР 
от пяти отдельных микрочастиц. На рис. 5а в верхнем 
ряду показан спектр ГКР, полученный от пяти частиц 
с 1.5 мкм силикатным ядром и адсорбированными 
на его поверхности НЗВ1, функционализованными 
1,4-бензендитиолом в качестве молекулы с высоким 
сечением комбинационного рассеяния.

Локализация этих микрочастиц отмечена циф-
рами на микроскопическом изображении (рис. 5б). 
Видно, что для данного образца линии гигантского 
комбинационного рассеяния соответствуют бен-
зендитиолу [62] и представлены в исследуемом 
спектральном диапазоне вибрацией C-S связи при 
730 см–1, двойным пиком, определяемым колебания-
ми (С6-С1-С2)+(С3-С4-С5) при 1007 см–1 и вибраци-
ей бензольного кольца при 1058 см–1, вибрацией С-Н 

связи совместно с колебаниями (С2-С3)+(С5-С6) 
при 1177 см–1, и наиболее выраженным пиком, опре-
деляемым растяжением бензольного кольца, при 
1560 см–1. В дальнейшем для простоты при обсуж-
дении мы будем называть величину наиболее выра-
женного пика ГКР от меток «интенсивностью ГКР». 
Следует отметить, что для бензендитиола наиболее 
выраженный неперекрывающийся с другими арома-
тическими тиолами пик проявляется при 1560 см–1, 
для нафталентиола при 1379 см–1, а для нитробен-
зентиола – это пик, связанный с вибрацией нитро-
группы, при 1335 см–1. На средней панели на рис. 5а 
показаны аналогичные спектры ГКР, измеренные 
для микрочастиц с адсорбированными нанозвездами 
меньшего размера НЗВ2. Видно, что спектральные 
характеристики не меняются, однако интенсивность 
ГКР для данных меток была приблизительно в 5  раз 
ниже. Это демонстрирует, что использование круп-
ных нанозвезд является более эффективной стра-
тегией по сравнению с более мелкими, вероятно, 
за счет большего усиления локального поля вблизи 
поверхности при облучении лазером с длиной волны 
785 нм. На нижней панели рис. 5а показаны спектры 
ГКР после покрытия образца SiO2@НЗВ2 силикатной 
оболочкой. Видно, что для этого образца формиро-
вание на поверхности защитной силикатной оболоч-
ки не влияет на уровень ГКР сигнала от отдельных 
частиц. Суммированные данные по интенсивности 
ГКР для меток с различными адсорбированными на-
нозвездами до и после силикатного покрытия и для 
трех видов репортерных молекул показаны на рис. 5в. 
По результатам полученных данных можно сделать 
ряд выводов. Во-первых, следует отметить существен-
но большую интенсивность ГКР для образцов с НЗВ1 
по сравнению с образцами с НЗВ2 для всех выбран-
ных ароматических тиолов. Например, для образца 
SiO2@НЗВ1 с адсорбированным нитробензентио-
лом интенсивность ГКР до покрытия силикатной 
оболочкой была около 13000 отсчетов, а для SiO2@
НЗВ2 около 5000 отсчетов. Во-вторых, покрытие 
силикатной оболочкой не оказывает влияние на ГКР 
интенсивность от меток на основе НЗВ2 и приводит 
к уменьшению интенсивности ГКР от меток на ос-
нове НЗВ1 приблизительно в 2.5 раза. В‑третьих, 
для всех типов исследуемых микрочастиц вариации 
интенсивности ГКР при измерении с одинаковыми 
условиями фокусировки и времени накопления сиг-
нала не превышали 20%. Наконец, следует отметить, 
что измеряемые уровни сигнала ГКР от отдельных 
частиц на порядки превосходили уровни шума, что 
позволяет говорить о безусловной детектируемости 
отдельных ГКР-меток методом спектроскопии ком-
бинационного рассеяния.

Далее мы решили проверить возможность од-
новременного детектирования различных ГКР ме-
ток, имеющих одинаковую структуру, но отличаю-
щихся видом используемой репортерной молекулы. 
Для данного исследования смесь ГКР-меток вида 

Рис. 4. Электронно-микроскопические изображения 
двух типов композитных ГКР‑меток: с большими 
(SiO2/НЗВ1) (а, б) и малыми (SiO2/НЗВ2) звездами 
(в, г) на поверхности силикатных микросфер. Мас-
штабные шкалы 20 мкм (а, в) и 1 мкм (б, г).
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Рис. 5. ГКР спектры от пяти единичных микрочастиц SiO2@НЗВ1 (сверху), SiO2@НЗВ2 (посредине) и SiO2@НЗВ1@
SiO2 (a). В качестве репортерной молекулы использовали бензендитиол. Микроскопическое изображение единич-
ных микрочастиц SiO2@НЗВ1 (б). Цифрами отмечены частицы, от которых получали спектр ГКР. Суммированные 
данные относительной интенсивности ГКР от единичных микрочастиц для двух видов нанозвезд (НЗВ1 и НЗВ2) 
с и без силикатной оболочки, для трех видов ароматических тиолов (1,4-бензендитиол (БДТ), нитробензентиол 
(НБТ) и нафталентиол (НТ)) представлены на панели (в).

Рис. 6. ГКР-картирование области с нанесенной смесью микрочастиц, кодированных различными ароматическими 
тиолами. Изображение декодировано по интенсивности характерной линии бензендитиола при 1563 см–1 (а), наф-
талентиола – при 1385 см–1 (б), нитробензентиола – при 1335 см–1 (в). Панель (г) показывает оптическое микроско-
пическое изображение сканируемой области. Панель (д) показывает типичные ГКР-спектры исследуемых микроча-
стиц и вариации интенсивности (среднее значение и стандартное отклонение) линий комбинационного рассеяния.
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SiO2@ НЗВ1@SiO2 была нанесена на поверхность 
кварцевого стекла и на выбранном участке, содер-
жащем группу агрегированных и неагрегирован-
ных микрочастиц, проведено ГКР-картирование. 
На рис. 6а показано декодированное по основной 
линии бензендитиола изображение интенсивности 
ГКР в исследуемой области. На рис. 6б показано 
аналогичное изображение для нитробензентиола, 
рис. 6в – нафталентиола.

Для сопоставления точек высокой интенсивности 
с положением микрочастиц на рис. 6г показано оп-
тическое изображение указанной области. Несмотря 
на то, что на обычном микроскопическом изображе-
нии все частицы выглядят одинаково, КР‑картиро-
вание позволяет однозначно отличить ГКР-метки, 
«кодированные» различными ароматическими ти-
олами. Типичные спектры ГКР из наиболее интен-
сивных точек КР‑карты показаны на рис. 6д. Видно 
четкое различие спектральных линий для каждой 
репортерной молекулы. Дополнительно микронный 
размер меток, соответствующий шагу сканирования, 
позволяет различать число частиц в агрегате. В слу-
чае картирования больших по размеру образцов, на-
пример интраоперационной ГКР биовизуализации 
опухолей [63–65], когда пятно фокусировки значи-
тельно превышает размер микрочастиц, их число 
можно оценить, сопоставляя абсолютные значения 
интенсивности ГКР. Проведенное исследование по-
зволяет предположить, что разработанные ГКР -метки 
могут использоваться для мультиплексного мече-
ния различных образцов или для мультиплексного 
ГКР‑иммуноанализа [6, 66].

Стабильность ГКР-сигнала является ключевым 
параметром, определяющим эффективность ис-
пользования таких меток для многих приложений. 
Несмотря на то, что комбинационное рассеяние 
гораздо в меньшей степени подвержено фотообес-
цвечиванию по сравнению с флуоресценцией, воз-
можный разогрев металлических наночастиц под 
действием резонансного лазерного облучения может 
приводить к фотохимическим реакциям репортер-
ных молекул и падению интенсивности ГКР. Дру-
гим возможным механизмом фотообесцвечивания 
ГКР-меток является плавление металлических на-
ночастиц, в результате которого происходит полное 
исчезновение сигнала ГКР. В данной работе мы ис-
следовали эффекты фотообесцвечивания разрабо-
танных ГКР‑активных микрочастиц при облучении 
сфокусированным лазерным излучением в течение 
300 секунд. Данное время значительно превышает 
типичные времена накопления сигнала в точке для 
всех видов ГКР-исследований. На рис. 7 показаны 
данные изменения интенсивности ГКР для образцов 
с адсорбированными НЗВ1 (а) и НЗВ2 (б), покрытых 
и непокрытых вторичной стабилизирующей силикат-
ной оболочкой. В качестве репортерной молекулы 
использовали нитробензентиол.

Видно, что для обоих видов образцов в случае непо-
крытых частиц падение интенсивности ГКР за 300  се-
кунд составляет около 50%. Покрытие ГКР -меток 
силикатной оболочкой существенно повышает фо-
тостабильность, и после облучения ГКР-метки со-
храняют 85% своей яркости. Мы предполагаем, что 
основным стабилизирующим механизмом здесь яв-
ляется препятствие проникновению кислорода к по-
верхности нанозвезд и уменьшение фотоокисления.

Помимо фотостабильности, другим немаловаж-
ным фактором является коллоидная и химическая 
стабильность меток в агрессивных средах. Для ис-
следования такой стабильности мы инкубировали 
ГКР-метки SiO2@НЗВ1 и SiO2@НЗВ1@SiO2 в средах 
с pH = 2, pH = 10 и в культуральной клеточной среде 
DMEM. В качестве репортерной молекулы снова ис-
пользовали нитробензентиол. ГКР-спектры от меток 
измеряли в коллоиде каждые 30 минут в течение 4 ча-
сов. Такой вид исследования позволил комплексно 
оценить коллоидную и химическую стабильность 
по изменению интенсивности сигнала ГКР. На рис. 8 
представлены суммированные данные.

Рис. 7. Изменение интенсивности комбинационного 
рассеяния от образцов с адсорбированными НЗВ1 (а) 
и НЗВ2 (б) для микрочастиц, покрытых (штриховая 
кривая) и непокрытых (сплошная кривая) силикатной 
оболочкой, при облучении лазером в течение 300 се-
кунд. В качестве репортерной молекулы использовали 
нитробензентиол. Исследовали значение интенсивно-
сти линии, соответствующей вибрации нитрогруппы.
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Видно, что для ГКР-меток без силикатной обо-
лочки интенсивность комбинационного рассеяния 
падает до 73% от исходной величины при инкубации 
в щелочной и культуральной средах и до 30% при ин-
кубации в кислой среде с pH = 2. Важно отметить, что 
микрочастицы не агрегируют при таких значениях 
pH благодаря перемешиванию. Из-за высокой мас-
сы композитные частицы оседают на дно пробирки 
за 1  час. Однако они могут быть легко ресуспензиро-
ваны перемешиванием. В случае вторичной силикат-
ной оболочки ультразвуковая обработка позволяет 
полностью ресуспензировать коллоид после оседания 
и месяца хранения. Покрытие ГКР-меток вторич-
ной силикатной оболочкой позволяет увеличить 

коллоидную и химическую стабильность, а уровень 
сигнала после инкубации составляет 85–90% и не за-
висит от вида среды.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, был получены композитные струк-
туры состава SiO2/НЗВ/SiO2, на основе силикатных 
микросфер, содержащих адсорбированный слой ГКР 
активированных золотых нанозвезд. Такие частицы 
показали себя отличными ГКР‑метками для получения 
интенсивных сигналов комбинационного рассеяния 
от молекул с высоким сечением КР (4-нитробензенти-
ол, нафталентиол и 1,4-бензендитиол), сохранившими 
собственные сигналы после покрытия вторичной обо-
лочкой диоксида кремния. Частицы сохраняют моно-
дисперсность и коллоидную стабильность на всех этапах 
получения композитного образца. Частицы, вторично 
покрытые диоксидом кремния, достаточно стабильны 
в кислой (рН = 2) и щелочной среде (рН = 10), а также 
в клеточном субстрате. Эту процедуру можно исполь-
зовать для включения различных органических КР‑со-
единений в ГКР-метки для получения большого числа 
сигналов, а благодаря возможности измерения ГКР-сиг-
нала от единичной микрочастицы, можно реализовать 
мультиплексное определение различных микрочастиц 
на одном микроскопическом изображении.
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SERS TAGS BASED ON SILICA MICROSPHERES 
WITH ADSORBED GOLD NANOSTARS

О. А. Inozemtseva, E. S. Prikhozhdenko, A. M. Kartashova, 
Yu. A. Tyunina, A. M. Zakharevich, A. M. Burov, B. N. Khlebtsov

SERS tags are of great interest as bioanalysis platforms due to their combination of strong optical signal, 
photostability, and narrow spectral lines. Despite significant progress in the synthesis of new types of SERS tags 
based on gold nanoparticles, obtaining microparticles with a Raman scattering intensity sufficient for detection 
of a single tag using a conventional Raman microscope is not a trivial task. In this paper, hybrid colloidal 
nanocomposites based on silica microparticles and gold nanostars (AuNSTs) with the composition SiO2/
AuNSTs/SiO2 were synthesized and characterized. Two types of gold nanostars, one with a plasmon resonance 
at 700 nm and the other with two maxima at 650 and 900 nm, were pre-synthesized and adsorbed on the 
surface of monodisperse colloidal silica particles with a diameter of 1.5 μm. Three types of thiolated aromatic 
molecules were used as Raman reporters: 4-nitrothiophenol, naphthalenethiol, and 1,4-benzenedithiol. The 
possibility of measuring the SERS signal from a single microparticle with an intensity variation of no more than 
20% has been demonstrated, as well as the possibility of multiplex determination of various microparticles in 
one Raman image. A comprehensive assessment of the stability, including photostability, of the measured SERS 
signal over time was carried out when the physicochemical parameters of the microenvironment changed.

Keywords: SERS tags, nanostars, silica particles, plasmon resonance




