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Введение 

Актуальность темы. Развитие современных методов молекулярной 

диагностики требует создания аналитических подходов, обеспечивающих 

высокочувствительное и воспроизводимое определение биологических молекул. 

Белки и углеводные структуры, включая олигосахариды, являются основными 

маркерами различных патологических состояний. При этом их анализ осложняется 

низкими концентрациями, структурной гетерогенностью и высокой 

чувствительностью к внешним условиям. Современные лабораторные методы, такие 

как иммуноферментный анализ, полимеразная цепная реакция, методы 

хроматографии и масс-спектрометрии, демонстрируют высокую точность и 

чувствительность, однако обладают рядом ограничений, включая необходимость 

сложной пробоподготовки, использования меток и реагентов, а также характеризуется 

длительностью и ограниченными возможностями одновременного структурного 

анализа [1]. 

В качестве альтернативы активно развиваются спектроскопические методы, в 

частности,  спектроскопия гигантского комбинационного рассеяния (ГКР), 

основанная на усилении сигнала комбинационного рассеяния молекул, 

адсорбированных на наноструктурированных металлических поверхностях. 

Усиление обусловлено электромагнитным и химическим механизмами и позволяет 

регистрировать вещества в крайне низких концентрациях. 

На основе данного подхода в рамках настоящей работы формируется понятие 

ГКР-анализа как совокупности экспериментальных и вычислительных методов, 

направленных на получение, обработку и интерпретацию ГКР-спектров с целью 

качественного и количественного определения веществ. ГКР-анализ включает выбор 

усиливающей и воспроизводимой ГКР-структуры, способа пробоподготовки 

анализируемого вещества, определение оптических параметров используемой 

системы регистрации, подбор параметров регистрации спектров, а также их 
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последующую обработку с использованием методов многомерной статистики и 

машинного обучения. 

Белки и олигосахариды являются основными маркерами патологических 

состояний. В частности, миоглобин является маркером повреждения миокарда и 

скелетных мышц, а олигосахариды с остатком галактофуранозы (Galf) — маркерами 

грибковых и бактериальных инфекций, вызванных такими возбудителями, как 

Aspergillus fumigatus, Klebsiella pneumoniae и Enterococcus faecalis. В связи с этим, 

данные биологические вещества представляют особый интерес как в 

фундаментальных, так и в прикладных областях применения ГКР-спектроскопии.  

В опубликованных работах по ГКР биомолекул чаще независимо 

оптимизируются либо усиливающие подложки, либо алгоритмы обработки спектров; 

при этом этап формирования осадка аналита на планарной поверхности обычно 

рассматривается как вспомогательный, хотя именно он задает контакт молекул с 

областью усиления [2]. Только в последние годы этот аспект начинает 

рассматриваться как один из ключевых факторов, ограничивающих 

воспроизводимость и внедрение ГКР в клиническую диагностику [3]. 

ГКР-спектроскопия занимает промежуточное положение между 

высокочувствительными методами молекулярной диагностики и физико-

химическими методами анализа. Она сочетает преимущества безмаркерного анализа, 

высокой чувствительности и структурной информативности, однако требует 

дальнейшего развития в области воспроизводимости и стандартизации. В связи с этим 

одной из ключевых задач является разработка подходов к оптимизации параметров 

ГКР-анализа с учётом физико-химических особенностей системы «подложка–аналит» 

и геометрии измерения, а также создание методов обработки данных, позволяющих 

нивелировать влияние вариабельности сигнала. Решение этих задач является 

необходимым условием для перехода спектроскопии ГКР от исследовательского 

инструмента к методу клинического лабораторного анализа, что позволит создавать 
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лечебно-диагностические методики и аппаратурные комплексы для биомедицинских 

исследований. 

Таким образом, целью диссертационной работы является разработка методик, 

повышающих воспроизводимость и чувствительность методов ГКР-анализа 

биологических аналитов на планарных наноструктурированных подложках на основе 

управления условиями адсорбции и морфологией осадка аналита с применением 

методов машинного обучения для задач клинической диагностики. 

Исходя из поставленной цели, в работе решались следующие задачи: 

1. Определение высоты области локализации усиливающего эффекта планарной 

наноструктурированной серебряной подложки; 

2. Исследование влияния ультразвуковой и лазерной пробоподготовки на 

адсорбцию миоглобина из водных растворов в низких концентрациях на 

наноструктурированных серебряных ГКР-подложках; 

3. Определение влияния морфологии ГКР-подложек на физико-химический 

контакт молекул миоглобина из водного раствора низкой концентрации с 

поверхностью подложки; 

4. Определение способа пробоподготовки и параметров морфологии подложек, 

позволяющих получать наиболее высокоинтенсивные ГКР-спектры миоглобина с 

наибольшим соотношением сигнал/шум; 

5. Разработка методов ГКР-анализа клинически значимых аналитов на примере 

олигосахаридов – маркеров грибковой и бактериальной инфекций на планарных 

наноструктурированных подложках; 

6. Определение набора методов математической обработки спектральных 

данных, включая методы машинного обучения, для повышения точности 

интерпретации и классификации спектров олигосахаридов. 
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Основные результаты и научная новизна работы: 

1. Предложен метод определения эффективной высоты локализации ГКР-

сигнала на планарных подложках с использованием конфокальной микроскопии, 

позволяющий минимизировать вклад химического механизма усиления; 

2. Впервые показана возможность получения белковых кристаллических 

структур (кристаллов и кристаллических точек) при воздействии расфокусированным 

пучком непрерывного лазерного излучения на длине волны 785 нм на каплю водного 

раствора миоглобина низкой концентрации (1 мкг/мл и 10 нг/мл); 

3. Впервые показано, что воздействие высоко- и низкочастотного ультразвука 

на водный раствор миоглобина в низкой концентрации (1 мкг/мл) приводит к 

изменению конформации белковых молекул и появлению 4-х типов ГКР-спектров, 

один из которых характеризуется усиленной полосой 996 см-1; 

4. Впервые разработана методика ГКР-анализа синтетических олигосахаридов с 

галактофуранозным остатком, которые являются маркерами бактериальных и 

грибковых инфекций, вызванных K. pneumoniae, E. faecalis и A. fumigatus; 

5. Предложен набор методов машинного обучения (PCA, бутстрэп, линейная 

регрессия с L1 регуляризацией), позволяющий классифицировать спектры 

олигосахаридных миметиков, содержащих и не содержащих галактофуранозный 

остаток, с точностью 97%. 

Практическая значимость работы: 

1. Разработанный метод к определению эффективной высоты локализации ГКР-

усиления подложки, основанный на экспериментальной регистрации ослабления 

ГКР-сигнала азота воздуха при удалении измерительного объема объектива 

микроскопа от поверхности подложки и интерпретации полученных результатов с 

помощью предложенной математической модели, является универсальным для 

измерений на любых планарных ГКР-активных подложках при использовании 

конфокальной микроскопии; 
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2. Разработанные подходы к пробоподготовке белковых аналитов на примере 

низких концентраций водных растворов миоглобина, применяемые в качестве этапов 

комплексного ГКР-анализа высокомолекулярных соединений, повышают 

чувствительность и специфичность метода. В частности, пробоподготовка с 

использованием лазерного воздействия на капли водного раствора миоглобина 

приводит к его кристаллизации, что может быть использовано для его выделения в 

сложных смесях на фоне сопутствующих компонентов. Пробоподготовка с 

использованием ультразвукового воздействия на систему подложка–капля аналита 

приводит к значительному уменьшению времени пробоподготовки и нескольким 

конформациям миоглобина, что выражается в изменениях ГКР-спектра. 

Наблюдаемый эффект, как и в случае лазерного воздействия, является перспективным 

для выделения миоглобина в сложных смесях на фоне сопутствующих компонентов, 

а также может быть использован при исследовании фундаментальных свойств белков, 

например, установления зависимостей между пространственным расположением 

молекулы на подложке и спектральным откликом, что актуально для разработки ГКР-

активных подложек с оптимальной морфологией; 

3. Разработанный комплексный подход к ГКР-анализу с использованием 

методов машинного обучения для обработки спектров и классификации данных 

является эффективным для определения маркеров бактериальных и грибковых 

инфекций на примере галактофуранозосодержащих олигосахаридов. 

Положения, выносимые на защиту: 

1. Метод определения эффективной высоты локализации ГКР-усиления на 

наноструктурированных самоорганизованных серебряных подложках по спектрам 

азота воздуха, основанный на Z-сканировании и разработанной математической 

модели. При использовании конфокального микроскопа с объективом 100×/0,9 и 

пинхолом диаметром 50 мкм эффективная высота локализации ГКР-усиления 

составляет 140±10 нм. 
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2. Использование расфокусированного пучка непрерывного лазерного 

излучения (785 нм, 100 мВт) для пробоподготовки водного раствора миоглобина (1 

мкг/мл и 10 нг/мл) приводит к формированию двух типов кристаллических объектов 

белка на подложке и увеличению амплитуды ГКР-спектров на порядок по сравнению 

с контролем без лазерного воздействия; 

3. Низкочастотное (47 кГц) и высокочастотное (580 кГц) ультразвуковое 

воздействие на каплю водного раствора миоглобина (1 мкг/мл) в совокупности с 

особенностями морфологии ГКР-подложки приводит к конформации молекул белка 

и появлению 4-х типов спектров, в одном из которых наблюдается усиление 

колебательной полосы на порядок, а также сокращению времени пробоподготовки с 

30 до 4 – 7 минут; 

4. Предварительная очистка стеклянной основы ГКР-подложек в 

ультразвуковой ванне с органическими растворителями (изопропиловый спирт и 

ацетон) перед нанесением серебряных пленок приводит к резкому изменению 

эксцесса поверхности, что в сочетании с высокочастотной (580 кГц) ультразвуковой 

пробоподготовкой капли раствора миоглобина (1 мкг/мл) при ГКР-измерениях на 

длине волны 785 нм увеличивает долю спектров, соответствующих кристаллическому 

состоянию белка на поверхности подложки; 

5. Разработанный подход к ГКР-анализу позволяет детектировать 

олигосахариды с галактофуранозным остатком (маркеры патогенов A. fumigatus, K. 

pneumoniae, E. faecalis) в физиологически значимой концентрации 100 пг/мл с 

точностью 97%. 

Достоверность полученных результатов обеспечивается применением 

современных апробированных методов исследования на сертифицированном 

оборудовании, согласованностью данных, полученных независимыми методами 

(атомно-силовая микроскопия, конфокальная рамановская спектроскопия, оптическая 
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микроскопия), воспроизводимостью результатов на различных партиях подложек и 

соответствием современным представлениям о механизмах ГКР-усиления. 

Апробация работы. Результаты работы были доложены на следующих 

конференциях: 24 – 27-я Ежегодная научная конференция ИТПЭ РАН, Москва (2023 

– 2026 г.); 13-я Международная научная конференция «Биокатализ. Фундаментальные 

исследования и применения» (Суздаль, 25-29 июня, 2023 г.); 2-я Научно-практическая 

конференция «Клиническая диагностика и Персонализированная медицина» (Москва, 

10-11 сентября 2024 г.); 67-я Всероссийская научная конференция МФТИ, Москва (31 

марта–5 апреля 2025 г); Международная научная конференция студентов, аспирантов 

и молодых учёных «Ломоносов-2025». (Москва, 11–25 апреля 2025 г.); Российская 

конференция по комбинационному рассеянию света – 8-й Сибирский семинар по 

спектроскопии комбинационного рассеяния света – Школа молодых ученых по 

актуальным проблемам комбинационного рассеяния света. Институт физики им. Л. В. 

Киренского СО РАН. Красноярск, (22–26 сентября 2025 г.); Х Всероссийский 

конгресс по медицинской микробиологии, клинической микологии и иммунологии 

(XXIX Кашкинские чтения) (Санкт-Петербург, 10-11 июня 2026 г.). 

Публикации. По результатам диссертации опубликовано 6 работ, в том числе 

4 статьи в рецензируемых отечественных и международных изданиях, 

индексируемых в Web of Science, Scopus, Белом списке (три из которых К1 и одна К2), 

и 2 публикации по материалам отечественных и международных конференций в 

сборниках, индексируемых в РИНЦ. Дополнительно 5 работ опубликованы по 

смежной тематике.   

Личный вклад автора. Автор участвовал в постановке цели и задач 

исследований, подготовке научных публикаций. Автор самостоятельно провел анализ 

литературных источников по теме диссертации, эксперименты и обработку данных по 

пробоподготовке образцов миоглобина с использованием лазерного и 

ультразвукового воздействия и дальнейшем измерении методом спектроскопии 



12 

 

 

гигантского комбинационного рассеяния. Результаты работы представлены на 

конференциях лично автором. Автором лично получены экспериментальные 

результаты по измерению ГКР-спектров олигосахаридов, представленные в Главе 5 

диссертационной работы. Разработка протокола математической обработки, 

представленного в Главе 5, проводилась совместно с младшим научным сотрудником 

ИТПЭ РАН Сафиуллиным Р.Р. Модель интерпретации экспериментальных 

результатов, описывающая ослабление ГКР-сигнала при удалении измерительного 

объема конфокального микроскопа от поверхности подложки, представленная в Главе 

3, разработана совместно со старшим научным сотрудником ИТПЭ РАН 

Верещагиным К.А. Основные результаты, представленные в диссертации, получены 

лично автором. 

Структура и объем диссертации. Диссертация состоит из введения, пяти глав, 

заключения и списка использованных источников литературы (222 наименования). 

Диссертация изложена на 144 страницах, содержит 31 рисунок и 10 таблиц. 
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Глава 1. Обзор литературы 

1.1. Спектроскопия ГКР 

1.1.1. Физические основы и ограничения КР 

При взаимодействии электромагнитного излучения с веществом электрическое 

поле световой волны вызывает поляризацию молекул и индуцирует в них переменные 

дипольные моменты. Характер взаимодействия определяется энергетической 

структурой вещества и может сопровождаться поглощением, упругим или неупругим 

рассеянием излучения, а также последующей релаксацией возбуждённого состояния 

с испусканием фотона. Совокупность возможных переходов между энергетическими 

состояниями вещества обычно представляется с помощью энергетических диаграмм, 

в частности диаграммы Яблонского (Рисунок 1.1). 

 

Рисунок 1.1 – Диаграмма Яблонского [4] 

При облучении вещества монохроматическим излучением основную долю 

рассеянного света составляет рэлеевское рассеяние, при котором энергия фотона и, 

соответственно, частота излучения не изменяются. Значительно меньшая часть 

фотонов претерпевает неупругое взаимодействие с веществом, сопровождающееся 

обменом энергией между фотоном и колебательными состояниями молекулы. Этот 

процесс получил название комбинационного рассеяния (КР). 
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В зависимости от направления энергетического обмена между фотоном и 

молекулой различают Стоксово и Антистоксово рассеяние. При Стоксовом рассеянии 

фотон передаёт часть своей энергии молекуле, переводя её в более высокое 

колебательное состояние. Поэтому энергия рассеянного фотона уменьшается, а его 

частота смещается относительно частоты возбуждающего излучения в сторону 

низких энергий. При Антистоксовом рассеянии молекула первоначально находится в 

возбуждённом колебательном состоянии и передаёт часть своей энергии фотону, в 

результате чего энергия рассеянного излучения увеличивается. Соответствующий 

энергетический сдвиг определяется разностью между колебательными уровнями 

молекулы и выражается в спектроскопии КР через рамановский сдвиг, измеряемый в 

см-1. Схематическое соотношение между рэлеевским, Стоксовым и Антистоксовым 

рассеянием представлено на Рисунке 1.2 [5,6]. 

 

Рисунок 1.2 – Рэлеевское рассеяние в сравнении со Стоксовым и 

Антистоксовым КР [6] 

Колебательные уровни молекул определяются массами составляющих их 

атомов, длинами и прочностью химических связей, симметрией молекулярной 
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структуры и характером межмолекулярного взаимодействия. Поэтому набор частот 

КР является специфической характеристикой молекулярной структуры вещества. 

Совокупность полос в спектре позволяет идентифицировать химический состав и 

структурные особенности исследуемого объекта. В отличие от методов, основанных 

преимущественно на регистрации одного или нескольких характерных переходов, КР 

формирует многокомпонентный спектральный профиль, содержащий информацию о 

различных колебательных модах молекулы. 

Универсальность механизма комбинационного рассеяния определяет широкую 

область применения КР-спектроскопии. Метод используется для исследования 

газообразных, жидких и твёрдых веществ, включая кристаллические и аморфные 

материалы, тонкие плёнки, порошки, коллоидные системы и биологические 

объекты [7]. При этом регистрация спектра, как правило, не требует разрушения 

исследуемого образца и может осуществляться с использованием небольших объёмов 

вещества. 

Для количественного описания процессов рассеяния используется понятие 

сечения рассеяния – это эффективная площадь, характеризующая вероятность 

взаимодействия фотона с молекулой [8]. Чем больше сечение, тем выше 

интенсивность рассеяния. Для большинства молекул эффективное сечение КР 

чрезвычайно мало – порядка 10-30 см2, что делает сигнал слабым и требующим 

значительного усиления. Для сравнения, характерные сечения флуоресценции 

биомолекул составляют 10-16-10-17 см2 [9]. Поэтому зачастую при измерении спектров 

КР флуоресценция подавляет весь полезный сигнал от образца [10].  

Высокая селективность КР сопровождается фундаментальными 

ограничениями. Слабость сигнала делает метод требовательным к мощности лазера, 

времени накопления и качеству оптических элементов. Это ограничивает 

возможность анализа аналитов в малых объемах и низких концентрациях. 

Флуоресценция биомолекул часто перекрывает весь диапазон комбинационного 
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рассеяния и делает невозможным выделение характерных полос. В отсутствие 

усиления метод позволяет обнаруживать аналиты только при относительно высоких 

концентрациях, несопоставимых с естественными уровнями многих биомаркеров 

[11,12]. Перечисленные ограничения послужили основой для развития методов 

усиления рамановского сигнала. Наиболее широко применяемым из них стал метод 

комбинационного рассеяния, усиленного поверхностью, или гигантское 

комбинационное рассеяние (Surface Enhanced Raman Spectroscopy – SERS или ГКР).  

1.1.2. Механизмы усиления ГКР 

В 1970-х годах несколько исследовательских групп установили, что КР сигнал 

от молекул органических соединений, таких как пиридин, значительно усиливается 

при адсорбции на шероховатой металлической подложке [13–15]. Впервые необычно 

высокая интенсивность КР была экспериментально обнаружена в работе 

M. Fleischmann, P. J. Hendra и A. J. McQuillan в 1974 году [13], которые объяснили 

увеличение КР сигнала увеличением площади поверхности серебряного электрода и, 

соответственно, увеличением количества рассеивающих молекул. Позднее в 

фундаментальных исследованиях D. L. Jeanmaire и R. P. Van Duyne [14], а также 

M. G.  Albrecht и J. A. Creighton [15] было показано, что наблюдаемое усиление не 

может быть объяснено исключительно увеличением площади поверхности и связано 

с особыми электронно-оптическими свойствами металлических наноструктур. 

Авторы установили ключевую роль состояния поверхности и условий адсорбции, а 

также выдвинули концепцию совместного вклада электромагнитного и химического 

механизмов усиления. Эти работы заложили теоретические и экспериментальные 

основы спектроскопии ГКР. 

Электромагнитный механизм (ЭМ) вносит основной вклад в усиление ГКР и 

обусловлен возбуждением поверхностных плазмонных резонансов (ППР) в 

металлических наноструктурах [10]. При резонансном взаимодействии падающего 
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света с коллективными колебаниями свободных электронов металла происходит 

многократное усиление локального электромагнитного поля вблизи поверхности. 

Необходимым условием реализации ППР является наличие границы раздела 

металл-диэлектрик. ППР возникает на границе раздела между средой с 

положительной диэлектрической проницаемостью (диэлектрик, например, воздух, 

вода, стекло) и средой с отрицательной действительной частью комплексной 

диэлектрической проницаемости ε'<0 (металл). Наиболее эффективно ППР 

наблюдается у благородных металлов (золото, серебро) и меди, поскольку они 

обладают отрицательными значениями действительной и относительно малыми 

значениями мнимой части комплексной диэлектрической проницаемости ε'' [16]. 

Отрицательное значение ε' указывает на способность свободных электронов 

поддерживать коллективные колебания – плазмоны, тогда как малая ε'' минимизирует 

диссипацию энергии. Если частота падающего электромагнитного поля совпадает с 

собственной частотой коллективных колебаний плазмонов на поверхности металла, 

происходит резонансное усиление поля [10]. Для возбуждения ППР используют, как 

правило, р-поляризованный свет (электрическое поле ориентировано параллельно 

плоскости падения), поскольку при перпендикулярной поляризации (s-

поляризованный свет) поверхностные плазмоны возбуждаются слабее [10].  

В местах с резкими изгибами, зазорах между наночастицами или на 

заостренных особенностях структуры происходит гигантское локальное усиление 

электрического поля – локализованный поверхностный плазмонный резонанс (ЛППР) 

– формируются области, называемые в литературе "горячие точки" [17]. 

Интенсивность КР-сигнала в этих областях пропорциональна четвёртой степени 

отношения локального и падающего полей: 

𝐺𝐸𝑀 ≈ |
𝐸𝑙𝑜𝑐(𝜔𝑒𝑥𝑐)

𝐸0
|
2

× |
𝐸𝑙𝑜𝑐(𝜔𝑅𝑆)

𝐸0
|
2

≈ |
𝐸𝑙𝑜𝑐
𝐸0
|
4

 

где Eloc — локальное электромагнитное поле, E0 — падающее поле, ωexc и ωRS — 

частоты возбуждающего и рассеянного излучения соответственно [18].  
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Вблизи горячих точек молекулы находятся в экстремально усиленном 

локальном электромагнитном поле, что приводит к резкому увеличению вероятности 

КР, изменению их ориентации и адсорбции, модификации электронной структуры, 

появлению новых спектральных мод, флуктуациям сигналов и возможным 

фотохимическим процессам [19]. По сути, молекула в горячей точке действует как 

высокоэффективная светорассеивающая антенна, а ее обычный слабый КР сигнал 

значительно усиливается за счет окружающей плазмонной среды. По разным оценкам 

усиление сигнала ГКР за счет ЭМ составляет 103-1011 в зависимости от типа 

рассматриваемой усиливающей структуры [10,17].  

Химический механизм (ХМ) связан с изменением электронной структуры 

молекулы при её адсорбции на поверхности металла. В отличие от электромагнитного 

механизма, химическое усиление носит локальный и молекулярно-специфический 

характер. Существующие теории говорят о том, что ХМ обусловлен переносом заряда 

между молекулой и металлом, гибридизацией электронных состояний, изменением 

поляризуемости молекулы в адсорбированном состоянии и появлением новых 

резонансных переходов [20,21]. Химический вклад обычно обеспечивает усиление на 

уровне 101–103 и проявляется преимущественно для молекул, находящихся в 

непосредственном контакте с поверхностью металла [19]. Он сопровождается 

изменением относительных интенсивностей полос, появлением новых линий и 

смещением частот, что отличает его от чисто электромагнитного усиления, которое 

усиливает все полосы пропорционально. Важной особенностью ХМ является его 

селективность: для разных молекул, даже при одинаковых условиях, вклад ХМ в 

усиление сигнала может различаться.  

Современные экспериментальные и теоретические исследования показывают, 

что усиление ГКР обусловлено суперпозицией электромагнитного и химического 

механизмов [22]. Электромагнитный механизм определяет основную величину 
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усиления, тогда как химический механизм модифицирует спектральный отклик, влияя 

на относительную интенсивность колебательных полос.  

Благодаря совместному действию механизмов усиления эффективное сечение 

ГКР составляет порядка 10-20 – 10-15 см2, что позволяет регистрировать сигнал на фоне 

флуоресценции и детектировать вещества в чрезвычайно низких концентрациях [23]. 

1.2 ГКР-активные структуры 

В зависимости от способа организации плазмонно-активной поверхности ГКР-

структуры условно делят на две большие группы: суспензии металлических 

наночастиц (коллоиды) и планарные подложки. На Рисунке 1.3 оби обозначены как 

Colloidal и Solid соответственно.  

К ключевым параметрам ГКР-активных структур относятся: (i) способность 

материала поддерживать поверхностные плазмоны; (ii) наличие нанометровых 

особенностей поверхности (острия, межчастичные зазоры), где локализуется 

усиленное электромагнитное поле; (iii) химическая инертность и стабильность 

материала в условиях анализа; (iv) воспроизводимость и однородность коэффициента 

усиления по поверхности, необходимые для количественных измерений; (v) низкий 

собственный фон (спонтанное КР или флуоресценция материала подложки); (vi) 

технологичность и масштабируемость производства. 

 

Рисунок 1.3 – Типы ГКР-активных структур [24] 
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1.2.1 Коллоидные наночастицы 

Коллоидные наночастицы благородных металлов (Ag, Au) представляют собой 

дисперсные системы, состоящие из металлических частиц наноразмерного диапазона, 

стабилизированных в жидкой среде за счёт электростатических или стерических 

взаимодействий. ГКР-активность коллоидных наночастиц обусловлена их 

способностью формировать области локального усиления электромагнитного поля в 

межчастичных зазорах или на участках с высокой кривизной поверхности [17]. 

Коэффициент усиления коллоидных наночастиц достигает 106-1011, что позволяет 

регистрировать спектры при ультранизких концентрациях вплоть до единичных 

молекул [25]. Получать коллоидные растворы наночастиц можно как химическими, 

так и физическими методами. 

Химические методы синтеза основаны на восстановлении ионов металла в 

растворе с последующим образованием наночастиц и их стабилизацией с помощью 

поверхностно-активных веществ или ионов. Одним из классических подходов 

является цитратный метод Туркевича [26], применяемый преимущественно для 

синтеза золотых наночастиц сферической формы [27–30]. Для синтеза сферических 

серебряных наночастиц широко применяется метод Ли-Мейсела [31] – 

восстановление нитрата серебра цитрат-ионами [32,33] и метод Леопольда-Лендла 

[34] – восстановление нитрата серебра гидроксиламин-ионами [35,36]. Значительное 

развитие получил метод, основанный на использовании заранее синтезированных 

зародышей (seed-mediated) для направленного роста наночастиц заданной формы [37]. 

Данный метод позволяет получать наностержни [38,39], нанокубики [40], 

нанопроволоки [41,42], нанозвезды [43], нанопризмы [44] и другие анизотропные 

структуры [45–47] с выраженными плазмонными свойствами. Контроль формы 

достигается за счёт подбора восстановителей, стабилизаторов и поверхностно-

активных веществ. 
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Физические методы синтеза основаны на диспергировании металлического 

материала с последующим образованием наночастиц в жидкой среде без 

использования химических восстановителей. К таким методам относятся лазерная 

абляция в жидкости [48,49], дуговой разряд [50], распыление металла в жидкой среде 

[51]. 

Ключевыми параметрами, определяющими эффективность ГКР-анализа с 

использованием коллоидных суспензий, являются размер, форма наночастиц и 

расстояние между ними [52–54]. Оптимальным диапазоном размера наночастиц для 

получения эффективного усиления ГКР-сигнала принято от 5 до 100 нм [55,56]. 

Изменение концентрации восстановителя, температуры, pH среды и скорости 

перемешивания при химическом синтезе приводит к изменению кинетики роста 

частиц и, как следствие, к смещению полосы ЛППР [57]. Поскольку адсорбция 

молекул аналита на коллоидных частицах является определяющим фактором 

возникновения ГКР, необходимо учитывать заряд как наночастиц, так и 

анализируемых веществ [58]. Очевидно, что одноименно заряженные молекулы и 

частицы будут взаимодействовать между собой гораздо слабее. Контролируемая 

агрегация наночастиц в растворе может значительно повысить чувствительность ГКР-

анализа [59]. Однако чрезмерная агрегация может привести к тому, что наночастицы 

в растворе выпадут в осадок и какой-либо дальнейший анализ будет невозможен [58]. 

Не менее важным фактором является состояние поверхности наночастиц. Наличие 

агрегирующих агентов, стабилизаторов или поверхностных лигандов может 

препятствовать адсорбции анализируемых молекул и искажать ГКР-спектр вещества 

[60]. 

Таким образом, коллоидные наночастицы являются эффективными ГКР-

структурами, обеспечивающими высокую чувствительность за счёт формирования 

локальных областей усиления. Однако вариабельность размеров и агрегатного 

состояния частиц, изменение их оптических свойств при взаимодействии с 
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компонентами образца и недостаточная стабильность коллоидов ограничивают 

воспроизводимость количественного анализа. Это определяет целесообразность 

применения более стабильных планарных ГКР-подложек при разработке 

воспроизводимых аналитических методик. 

1.2.2 Планарные подложки 

Намного большей стабильностью, воспроизводимостью и пригодностью для 

рутинного анализа обладают планарные подложки (планарный - расположенный на 

плоскости). В общем случае, как показано на Рисунке 1.3, такие ГКР-структуры 

представляют собой основу, которой может быть практически любой материал в 

твердом агрегатном состоянии (стекло, кремний, полимер, бумага и т.д.), с 

нанесенным на нее ГКР-активным слоем металла (золото, серебро). Также в 

конструкцию планарной подложки могут быть включены дополнительные слои, такие 

как адгезионные подслои (Ti, Cr), защитные или функциональные покрытия (SiO2, 

Al2O3, графен). 

Существующие методы формирования ГКР-активного слоя представляют собой 

иммобилизацию наночастиц из раствора [61,62], электрохимическое и химическое 

травление [63,64], вакуумные методы осаждения [65], литографические методы 

[66,67], а также гибридные подходы [68,69]. 

Исторически первыми планарными ГКР-подложками (и в целом первыми ГКР-

структурами) были серебряные электроды, используемые для экспериментов по 

исследованию электрохимически осажденного пиридина [13–15]. Электрохимическое 

травление – это контролируемый процесс растворения металла в среде электролита 

при приложении внешнего источника тока, приводящий к формированию нано-и 

микрорельефа поверхности металлической пластины. Помимо серебряных подложек, 

электрохимическим травлением возможно получать и золотые шероховатые 

поверхности [70].  
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Классические электрохимически обработанные электроды дают усиление 

сигнала порядка 103-104 [63]. Более современный подход [64] показывает, что для 

сложных структур, состоящих из мембран серебряных нанопроволок, обработанных 

методом электрохимической циклической вольтамперометрии, коэффициент 

усиления для аминотиофенола и кристаллического фиолетового (краситель) 

составляет в среднем 1.24×109. 

Электрохимически можно не только травить объемный материал, но и осаждать 

из соответствующего раствора наночастицы металла на проводящую подложку 

[71,72]. Серебряные подложки получают осаждением из раствора нитрата серебра 

AgNO3, а золотые – из раствора тетрахлороаурата водорода HAuCl4. Основой в таких 

структурах может быть электропроводящий графен [73], тонкая пленка ITO (indium 

tin oxide, оксид индия олова) [74], стеклоуглеродный электрод [72]. Коэффициент 

усиления таких подложек составляет от 9.1 × 105 [75] до <109  [71] для 

низкомолекулярных органических кислот и родамина 6G (R6G).  

Главным недостатком ГКР-подложек, получаемых методами 

электрохимического травления и/или осаждения, является ограниченный контроль 

над их конечной морфологией, что неизбежно снижает воспроизводимость 

результатов от партии к партии. Процессы чувствительны к концентрации 

электролита, скорости травления, силе тока, исходному состоянию поверхности [68]. 

Дополнительный фактор нестабильности – конкурентная адсорбция галогенид-ионов 

из электролита [76]. Подложки, сформированные осаждением коллоидных 

наночастиц, наследуют фундаментальные ограничения самих коллоидных систем — 

полидисперсность и склонность к неконтролируемой агрегации. 

Альтернативой становятся методы, дающие возможность получать 

контролируемую периодическую структуру. Наиболее распространенным методом 

получения периодических структур является литография, которая представляет собой 

совокупность методов формирования заданного микро- или нано-рельефа на 
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поверхности твёрдого материала путём пространственно селективного переноса 

рисунка (шаблона) с использованием внешнего воздействия. В зависимости от типа 

воздействия различают фотолитографию [77], электронно-лучевую [78] и ионно-

лучевую литографию [79], лазерную интерференционную литографию [80], а также 

наносферную литографию [81].  

Электронно-лучевая литография (ЭЛЛ) предоставляет практически 

неограниченные возможности для проектирования периодических массивов 

наноструктур любой формы (точки, диски, треугольники, «бабочки») с нанометровой 

точностью [67,78,82–84]. Димерные нано-столбики показали коэффициенты усиления 

4.3–8.0×109 для R6G и 4-меркаптопиридина (4-MPy) при относительном стандартном 

отклонении 3.2–5.6% [85]. Золотые «бабочки» достигают коэффициента усиления 

7×1011 для p-меркаптоаланина [86]. Массивы различных форм (круги, треугольники, 

квадраты, пяти- и шестиугольники, звёзды) на SiO2/Si показали, что шестиугольники 

дают максимальное усиление 3.57×106, а круги — минимальное 6.11×104 для 

родамина-Б (RhB) [78]. 

Несмотря на выдающуюся воспроизводимость и гибкость конструкции, метод 

ЭЛЛ ограничен высокой стоимостью оборудования, низкой производительностью и 

масштабируемостью, что препятствует его полноценному внедрению в рутинный 

ГКР-анализ [84,87]. В результате ГКР-подложки, изготовленные на основе ЭЛЛ, в 

основном используются в качестве эталонных систем, модельных платформ для 

фундаментальных плазмонных исследований и ориентиров для оценки 

альтернативных, более масштабируемых подходов к изготовлению усиливающих 

структур. 

Другим распространенным подходом, разработанным группой R. P. Van 

Duyne [88], является наносферная литография (НСЛ). Этот метод основан на 

самоорганизации монослоя полимерных или SiO2 наносфер на твердой основе, 

которая впоследствии служит шаблоном для нанесения слоя ГКР-активного металла. 
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После удаления сфер на поверхности подложки формируется периодическая 

структура, повторяющая рисунок зазоров в шаблоне [89]. В сравнении с ЭЛЛ 

технология НСЛ проще и позволяет получать более масштабируемые массивы 

наноструктур с меньшими временными затратами, однако контроль над их формой и, 

в особенности, над шириной зазоров между сферами ограничен [90]. 

В последние годы для формирования ГКР-подложек набирает популярность 

метод лазерной интерференционной литографии (ЛИЛ) [80,91,92]. Он основан на 

селективном лазерном облучении материалов двумя или более когерентными 

лазерными лучами, которые накладываются на поверхность образца и формируют 

интерференционную картину [93]. Структуры, получаемые методом ЛИЛ, как 

правило, требуют дополнительной постобработки, например, в виде травления [94], 

что усложняет технологический процесс и увеличивает суммарную погрешность 

воспроизведения геометрии. Несмотря на сравнительно высокую масштабируемость 

и возможность настройки геометрии структуры, ЛИЛ требует специализированного 

лазерного оборудования и оптических систем, что ограничивает её использование вне 

специализированных лабораторий. 

Литографические подложки демонстрируют высокую воспроизводимость 

геометрии, однако большинство сравнительных экспериментов выполнено на 

низкомолекулярных красителях и тиолсодержащих молекулах; перенос этих 

результатов на высокомолекулярные соединения требует отдельной проверки. Также 

широкое внедрение ГКР-подложек, полученных методами литографии, сдерживается 

экономическими (высокая стоимость производства) и технологическими (временные 

затраты, малая масштабируемость) барьерами. Это создаёт потребность в поиске 

компромиссных решений, сочетающих достаточный уровень контроля морфологии с 

приемлемой стоимостью и масштабируемостью. 

Одним из таких компромиссных подходов является использование вакуумных 

методов напыления тонких металлических плёнок, в особенности термического и 
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электронно-лучевого испарения, для получения планарных ГКР-подложек с 

контролируемой, но случайной (непериодической) морфологией. Физическое 

осаждение из газовой фазы (Physical Vapor Deposition, PVD) – это технология 

получения тонких металлических пленок методом испарения, за счет переноса атомов 

металла на подготовленную основу ГКР-подложки в условиях вакуума [95]. Ключевое 

отличие термического и электронно-лучевого испарения в способе нагрева материала 

для дальнейшего испарения. Термическое испарение реализуется посредством 

прямого резистивного нагрева - электрический ток пропускается через тигель или 

спираль, изготовленные из тугоплавкого материала (вольфрам, молибден), в котором 

находится испаряемый материал. При электронно-лучевом испарении на тигель 

воздействуют высокоэнергетическим сфокусированным пучком электронов, что 

способствует локальному нагреву. Ускоренные в электронной пушке электроны 

передают свою кинетическую энергию небольшому участку поверхности материала-

мишени, размещённого в водоохлаждаемом тигле. Локальный нагрев минимизирует 

потери энергии и обеспечивает точный контроль процесса. 

Усиление ГКР-сигнала определяется морфологией осажденного 

металлического слоя, которая зависит от угла падения потока испаряющихся атомов, 

температуры подложки, количества испаряемого материала и скорости 

осаждения [96–100]. Например, в систематическом исследовании M. Oh и 

соавторов [97] показано влияние температуры кремниевой основы на структуру 

пленок Ag при термическом испарении. Угол и скорость осаждения оставались 

постоянными - 86о и 0.5 нм/с соответственно, толщина пленок оценивалась от 1 до 

3 мкм. Показано, что при температурах ниже 100оС реализуется столбчатый рост слоя 

серебра. При повышении температуры до 100оС появляется плоская плёнка Ag, 

состоящая из доменов микрометрового размера. ГКР-анализ на предложенных 

подложках проводился с использованием молекул бензилтиола и показал наибольший 

коэффициент усиления 6×107 для подложек, сформированных при температуре 70оС. 
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Также была обнаружена существенная зависимость размера частиц и плотности их 

расположения на поверхности от количества термически испарившегося серебра и 

золота [98]. Показано, что при испарении образца массой ~2 мг преобладают кластеры 

размером ~9 нм, тогда как при испарении более крупного образца массой ~11 мг 

доминирующие кластеры имеют диаметр ~35 нм. Толщина кластеров, 

соответственно, увеличивалась с 1.3 до 7 нм. Исследования массивов серебряных 

наностержней, полученных под разными углами осаждения, показали 

экспоненциальный рост коэффициента усиления с увеличением угла (78°–84°) на три 

порядка; максимальное усиление составило 7.2×108 [99]. 

I. Boginskaya с соавторами показали [100], что подложки в виде тонких пленок 

серебра, полученные электронно-лучевым испарением демонстрируют 

воспроизводимое усиление ГКР-сигнала белка миоглобина (10 мкг/мл) до 105 раз по 

сравнению с контролем в виде алюминиевой подложки. В работе также отмечается, 

что непрерывные плёнки превосходят островковые по теплопроводности, что 

позволяет использовать более высокую мощность лазера (до 65 мВт) без деградации 

подложки. Эффективность подложек, полученных методом электронно-лучевого 

напыления серебра на различные основы была продемонстрирована на таких сложных 

биологических аналитах как ангиотензин превращающий фермент [101,102], 

человеческий сывороточный альбумин [103], вирусы (rabbit myxomatosis virus, canine 

distemper virus, tobacco mosaic virus and potato virus X) [104]. В таблице 1.1 

представлены сравнительные характеристики методов формирования планарных 

ГКР-подложек с учетом исследуемого аналита, коэффициента усиления и оценкой 

масштабируемости и стоимости изготовления. 
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Таблица 1.1 – Сравнение различных методов формирования планарных ГКР 

подложек. 

Py – пиридин; ATP – аминотиофенол; CV – кристаллический фиолетовый; R6G – родамин 6G; 4-MPy – 4-

меркаптопиридин; Cys – цистеин, β-меркаптоаланин; RhB – родамин-Б; BnSH – бензилтиол; BPE – 1,2-бис(4-

пиридил)этан; ACE – ангиотензинпревращающий фермент; HSA – человеческий сывороточный альбумин. 

Метод Аналит 
Коэффициент 

усиления 

Масштаби

руемость 
Стоимость Источник 

Электрохими

ческое 

травление 

Py, ATP, CV 
10³–104, 

1,24×10⁹ 
высокая низкая [1

3
–

1
5
,6

3
,6

4
,

7
0
] 

Электрохими

ческое 

осаждение 

Низкомолек

улярные 

органически

е кислоты, 

R6G 

9,1×105 – <10⁹ высокая низкая 

[7
3
,7

5
,7

4
,7

2
,7

1
] 

Осаждение 

коллоидных 

наночастиц 

CV 2×104 высокая низкая 

[1
0
5
] 

Литография 

(ЭЛЛ, НСЛ, 

ЛИЛ) 

R6G, 4-MPy, 

p-Cys, RhB 

6,11×104 – 

7×10¹¹ 
низкая высокая 

[7
8
,8

0
,8

5
,8

6
,8

8
–

9
4
] 

Термическое 

испарение 

(PVD) 

BnSH 6×107 средняя средняя 
[9

6
–
9
8
] 

Электронно-

лучевое 

испарение 

(PVD) 

BPE, 

миоглобин, 

ACE, HSA, 

вирусы 

105 – 7,2×108 средняя средняя 

[9
9
–
1
0
4
] 
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Таким образом, планарные наноструктурированные металлические подложки 

представляют перспективную основу для воспроизводимого ГКР-анализа благодаря 

стабильной геометрии, возможности контролируемого изготовления и 

пространственного позиционирования области измерения. Методы термического и 

электронно-лучевого испарения выступают как важные технологии получения 

планарных ГКР-подложек, предлагая баланс между контролем морфологии, 

масштабируемостью и стоимостью изготовления – промежуточную альтернативу 

между сложной и низкопроизводительной литографией и нестабильными 

осажденными наночастицами. Для аналитических задач высокий коэффициент 

усиления важен только в сочетании с воспроизводимостью поверхности: при анализе 

биомолекул снижение разброса сигнала между точками измерения может быть не 

менее значимо, чем максимальное локальное усиление. 

1.3 Пробоподготовка 

В отличие от низкомолекулярных соединений, для которых адсорбция на 

поверхности металла, как правило, носит сравнительно простой и однозначный 

характер, высокомолекулярные объекты представляют собой крупные, 

пространственно развернутые молекулы со сложным строением, содержащие 

множество функциональных групп, потенциально способных участвовать во 

взаимодействии с металлической поверхностью. В результате процесс их адсорбции 

на ГКР-подложке является многофакторным и может приводить к различным 

ориентациям молекулы относительно поверхности, а также к формированию 

неоднородных по структуре и составу приповерхностных слоёв. На примере 

молекулы миоглобина было показано [106] что при ультранизких концентрациях   

10-11 М, фактически одиночных молекулах, адсорбированных на наночастицах 

серебра, наблюдаются значительные флуктуации спектра. Авторы проводили серию 

измерений по 1 секунде с промежутком между измерениями 60 секунд (Рисунок 1.4). 
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Это наблюдение связывают, в том числе, с различными конформационными 

состояниями, которые может принимать молекула белка [107]. 

 

Рисунок 1.4 – (а) ГКР-спектры миоглобина 10-11 М в растворе наночастиц 

серебра, иммобилизованного на поверхности стекла, полученные при времени 

интегрирования 1 сек. (промежуток между двумя последовательными измерениями 

60 сек.); (б) Верхняя кривая - спектр, полученный путем суммирования 100 серий 

ГКР-спектров, нижняя кривая - спектр комбинационного рассеяния сухого 

миоглобина (время интегрирования 30 сек.) [106] 

Для преодоления таких фундаментальных ограничений воспроизводимости 

может потребоваться химическое или физическое воздействие на белковый раствор. 

В следующих параграфах приведены возможные способы контроля адсорбции белка 

на металлической поверхности с учетом их реализации в качестве дополнительных 

этапов пробоподготовки в ГКР-анализе. 
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1.3.1 Осаждение аналита на подложку 

В ГКР-анализе биологических образцов важную роль играют вопросы, 

связанные с их предварительной подготовкой. Следует особо выделить 

эффективность адсорбции или, в более общем смысле, перенос анализируемого 

вещества из раствора на подложку. При работе с планарными подложками можно 

выделить два способа нанесения аналита: капельное осаждение с последующим 

высыханием [108] и инкубацию подложки в растворе аналита [109].  

На примере красителя "метиленовый синий" показано, что при инкубации 

подложки в растворе аналита достигается его более равномерная адсорбция [110]. За 

счет присутствия тиазинового кольца (кольцо из четырех атомов углерода, одного 

атома азота и одного атома серы) он хорошо адсорбируется на золотой поверхности, 

используемой в работе. Известно, что тиольные и серосодержащие вещества имеют 

хорошую способность к хемосорбции как на золоте, так и на серебре [111–113]. Их 

часто используют в качестве функционализирующих покрытий при ГКР 

исследованиях аналитов, имеющих плохую способность к хемосорбции на этих 

металлах, а также для селективного определения целевого вещества в смеси. Так, в 

работе [114] использовали 4-меркаптофенилбороновую кислоту, обладающую 

тиольной группой, для исследования гликированного альбумина на серебряных 

подложках. В другом исследовании [115] золотые планарные подложки 

предварительно функционализировали в растворе 11-меркапто-ундекановой кислоты 

для замены цитратных лигандов на тиольные группы для исследования бычьего 

сывороточного альбумина и иммуноглобулина кролика. Однако, функционализация 

подложек так или иначе будет влиять на ГКР-спектр исследуемого вещества. 

Поскольку тиольная группа располагается непосредственно на поверхности 

подложки, она будет вносить свой вклад в результирующий спектр, что может 

приводить к неправильной интерпретации результатов анализа. Помимо 

ограниченной способности к хемосорбции, метод инкубации подложек ограничен и 
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объемом раствора аналита. Как правило, для осаждения аналита вымачиванием 

подложки требуется от десятков микролитров образца. 

Метод капельного осаждения характеризуется нанесением небольшого объема 

анализируемого вещества (порядка единиц микролитров) непосредственно на ГКР-

подложку с последующим высыханием образца до формирования сухого осадка. В 

отличие от инкубации, при таком способе нанесения весь исследуемый материал 

остается на поверхности подложки и пригоден к анализу. Также данный метод не 

требует функционализации подложки.  

Основным недостатком капельного нанесения является неравномерное 

распределение аналита по поверхности. Известно, что при высыхании капли, 

содержащей частицы растворенного вещества, естественным образом формируется 

неоднородный осадок в виде "кофейного кольца" [116]. В 1997 году R.D. Digan с 

соавторами предложили механизм [117], согласно которому это явление обусловлено 

геометрическим ограничением: свободная поверхность, ограниченная 

фиксированной линией контакта, выталкивает жидкость наружу, чтобы 

компенсировать потери на испарение. Форма конечного осадка зависит от 

концентрации частиц (анализируемого вещества) в осажденном растворе. Например, 

было показано [118], что при высыхании капли N-(фосфонометил)-глицина в 

концентрациях больше, чем 1х10-3 М (169 мкг/мл), образуется кофе-ринг, при 

меньших концентрациях по наблюдениям авторов кофе-ринг отсутствует. 

Во избежание неравномерного распределения осадка, а также для 

осуществления контролируемой адсорбции в раствор аналита можно добавлять 

поверхностно-активные вещества (ПАВ) [119,120] или желирующие агенты [121,122], 

либо предварительно обработать поверхность подложки гидрофобизатором [116]. 

Однако известно, что и ПАВы, и гидрофобизаторы вносят свой вклад в ГКР-спектр 

аналита [123]. В связи с этим необходимо использование методов, которые позволяли 

бы управлять анализируемым веществом без изменения его химического состава. В 
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случае биологических проб такими методами могут выступать ультразвуковое [124] 

и лазерное [125] воздействие на образец в процессе его сушки. 

1.3.2 Использование лазерного и ультразвукового воздействия при 

пробоподготовке биологических образцов 

Воздействие лазерного излучения на растворы белков может приводить к 

инициации процессов нуклеации и последующей кристаллизации. Данное явление 

известно как лазерно-индуцированная кристаллизация и активно исследуется в 

последние годы [126]. В конце 20-го века P. Garetz и его коллеги при исследовании 

генерации второй гармоники в пересыщенных водных растворах мочевины 

обнаружили неожиданное явление — мгновенную кристаллизацию под действием 

лазерного излучения [127]. В экспериментах использовались образцы объёмом 

порядка нескольких миллилитров, облучаемые серией линейно поляризованных 

расфокусированных наносекундных лазерных импульсов с длиной волны 1064 нм и 

интенсивностью в диапазоне 50–250 МВт/см². Сами авторы при объяснении 

наблюдаемого эффекта проводят параллель с оптическим эффектом Керра. Согласно 

их гипотезе, воздействие лазера создает слабый крутящий момент для молекул 

мочевины в растворе, который выравнивает все молекулы так, чтобы из наиболее 

поляризуемая ось была параллельна поляризации лазерного излучения. Иными 

словами, индуцированная электрическим полем ориентация молекул приводит к 

снижению энтропийного вклада в свободную энергию активации процесса нуклеации, 

тем самым облегчая его инициирование.  

В последующие десятилетия многочисленные исследования подтвердили, что 

лазерное облучение приводит к увеличению вероятности нуклеации в различных 

системах типа растворённое вещество–растворитель, например, в водном растворе 

гистидина [128], сахарозы [129] или растворе лизоцима в буфере [130]. 

Экспериментальные исследования также демонстрируют, что применение лазерного 
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излучения позволяет не только инициировать кристаллизацию белков в 

метастабильных условиях, но и увеличивать скорость роста кристаллов и их качество 

[131]. 

В работе [132] показана зависимость анизотропии белковых молекул лизоцима 

в растворе от поляризации используемого при облучении лазера. Авторы 

использовали лазерный луч непрерывного действия с линейной и круговой 

поляризацией. Согласно полученным результатам, линейная поляризация лазера 

более эффективна для нуклеации и формирования кристаллов лизоцима. Механизм 

кристаллизации авторы также объясняют ориентацией молекул параллельно оси 

поляризации лазера вследствие эффекта Керра. 

Однако, во всех представленных работах используются либо большие 

концентрации целевых образцов, либо буферные растворы, что обусловлено целями 

авторов - как правило, получение больших кристаллов для дальнейшего изучения 

методом рентгеновской дифракции или для исследований в области структурной 

биологии и разработки лекарств. 

В контексте КР-анализа сравнительно недавно была представлена 

детализированная работа [125], в которой исследовали кристаллы лизоцима, 

протеиназы и ферритина, полученных лазерно-индуцированной кристаллизацией 

непрерывным диодным ИК-лазером (785 нм, 75мВт) на чистых и покрытых двумя 

разными гидрофобизаторами предметных стеклах. Несмотря на то, что целью работы 

была оптимизация процесса получения белковых кристаллов для макромолекулярной 

рентгеновской кристаллографии, КР спектроскопия была использована для валидации 

структурных свойств полученных белковых кристаллов. Авторы представили 

детальную расшифровку колебательных полос, однако, они ограничились большими 

концентрациями белков (20-40 мг/мл) и использовали буферные растворы (ацетат 

натрия и трометамин). 
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Ультразвуковое воздействие рассматривается как эффективный инструмент 

управления адсорбционными процессами белков на межфазных границах. 

Исследования показывают, что ультразвуковая стоячая волна способна существенно 

модифицировать кинетику и термодинамику сорбции белковых молекул, 

обусловливая как ускорение их переноса к поверхности, так и перераспределение уже 

адсорбированного слоя [133]. На макроуровне этот эффект реализуется через 

активацию адсорбционно-десорбционных процессов: акустическое поле снижает 

энергетический барьер десорбции и одновременно повышает вероятность повторной 

фиксации молекул в энергетически более выгодной ориентации [134]. В результате 

формируется плотный и структурированный адсорбционный слой. 

Ключевым механизмом, определяющим перечисленные эффекты, является 

акустическая кавитация. Образование, рост и имплозия микропузырьков 

сопровождаются локальными экстремальными значениями температуры и давления, 

генерацией микроструй и ударных волн, что ускоряет массоперенос в 

приповерхностном слое [135]. В условиях кавитации белковые молекулы 

подвергаются значительным механическим напряжениям, что может приводить к их 

частичной денатурации, агрегации и формированию устойчивых межмолекулярных 

связей [136]. При этом ультразвуковая обработка не разрушает функциональность 

белков, а, напротив, может способствовать раскрытию функциональных групп, 

улучшению поверхностной активности и стабилизации межфазных систем, например, 

эмульсий [137,138]. Такие конформационные перестройки увеличивают число 

центров, способных взаимодействовать с твёрдой поверхностью, тем самым усиливая 

адгезию и плотность покрытия. 

В контексте ГКР-анализа перечисленные эффекты приобретают 

принципиальное значение. Эффективность регистрации ГКР-сигнала определяется не 

только количеством молекул в зоне «горячих точек», но и их ориентацией 

относительно плазмонной поверхности. Ультразвуковое осаждение обеспечивает 
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формирование компактных кристаллоподобных агрегатов белка. Так, для миоглобина 

на Ag-подложках, полученных методом электронно-лучевого испарения, УЗ-

обработка на частоте 1,4 МГц привела к дополнительному усилению отдельных 

спектральных полос более чем в 40 раз по сравнению с сушкой на воздухе [124]. 

Систематическое изучение частотного диапазона (90 кГц – 1,7 МГц) показало, что 

максимальное усиление амплитуды ГКР-спектров миоглобина на 

наноструктурированных серебряных плёнках достигается при 1,7 МГц, при этом 

наблюдаются различные конформационные состояния белка, отражающиеся в 

структуре спектров [139]. Вместе с тем эффективность УЗ-пробоподготовки 

существенно зависит от топологии самой ГКР-подложки. На предварительно 

протравленных стеклянных подложках с нанесённым серебром ультразвуковое 

осаждение обеспечивает увеличение интенсивности спектров до 9 раз при времени 

сушки менее минуты, причём максимальный эффект достигается при промежуточной 

шероховатости поверхности. Это свидетельствует о необходимости совместной 

оптимизации параметров акустического поля и морфологии плазмонной структуры. 

Таким образом, воздействие лазерного излучения ИК-диапазона на белковый 

раствор способствует упорядочению молекул посредством их кристаллизации. 

Открытым остается вопрос влияния лазерного излучения на растворы белков в низких 

концентрациях (менее 100 мкг/мл). Ультразвуковое воздействие формирует 

уникальные условия для управления адсорбцией, агрегацией и конформационным 

состоянием белков, что делает его перспективным методом пробоподготовки для 

ГКР-анализа. Не до конца раскрыт вопрос влияния взаимодействия частоты 

ультразвукового воздействия и параметров морфологии подложек на форму и 

амплитуду ГКР-спектров белков. 
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1.3.3 Влияние морфологии ГКР-структур на ГКР-спектр 

Влияние морфологии поверхности ГКР-подложки на форму и амплитуду ГКР-

сигнала аналита можно выделить в отдельный пункт. Так, в работе [140] авторы 

исследуют влияние шероховатости поверхности подложки и толщины слоя серебра 

на интенсивность ГКР-сигнала 4-аминотиофенола (4-АТР, один из модельных ГКР 

аналитов). В качестве основы для ГКР-подложек были взяты предметное стекло и 

полидиметилсилоксан (ПДМС). Было рассмотрено три типа подложек, как показано 

на Рисунке 1.5, толщина серебряного слоя для каждого типа была 10, 20 и 40 нм. 

Результаты показывают сильно отличающуюся поверхность условно плоских 

подложек на основе стекла и ПДМС даже при условии, что их поверхность до 

напыления серебра имела схожие значения средней шероховатости. Авторы 

объясняют это особенностями структуры ПДМС, которая деформировалась в 

условиях вакуума при напылении серебра, что обусловило большую шероховатость 

итоговой подложки. Очевидно, что наибольшей шероховатостью обладает 

трехмерная подложка на основе ПДМС - 89 нм против единиц нм для подложек на 

основе плоских стекла и ПДМС. ГКР-анализ 4-АТР на данных структурах показал 

интересный результат: для трехмерной подложки характерно усиление сигнала 

аналита при увеличении толщины напыленного серебра, в то время как для плоских 

двумерных подложек наибольшее усиление наблюдалось при толщине серебра 10 нм, 

а затем, при увеличении толщины серебра, резкий спад сигнала для подложки на 

основе стекла и чуть более плавный спад для подложки на основе ПДМС.  

 

Рисунок 1.5 – Схематичное изображение серебряных ГКР-подложек на 

различных основах (А) трехмерная серебряная подложка на шаблоне PDMS, (B) 
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двумерная серебряная плоская подложка на шаблоне PDMS и (C) двумерная 

серебряная плоская подложка на предметном стекле [140] 

Годом ранее был опубликован результат схожего эксперимента [141]. В 

цитируемой работе рассматривался только один тип подложек - серебро на 

предметном стекле, но толщина серебряного покрытия составляла 3, 5, 7 и 10 нм, то 

есть выходила за рамки предыдущего исследования. Авторы также показали 

зависимость усиления ГКР-сигнала меркаптоаланина (p-Ma, серосодержащая 

аминокислота) от толщины серебряного слоя. Максимум усиления приходится для 

покрытия толщиной 7 нм, в то время как меньшая толщина не способствует усилению 

вовсе. При увеличении толщины серебра сигнал исследуемого вещества 

несущественно ослаб. 

Более раннее исследование говорит о том, что как для серебряных, так и для 

золотых подложек, ГКР-сигнал увеличивается с увеличением толщины активного 

слоя [142]. В данной работе в качестве подложки использовали плотноупакованные 

шарики полистирола, нанесенные на стекло, ГКР-активным слоем был слой серебра, 

нанесенный магнетронным распылением, толщиной 10, 20, 40, 80 нм или слой золота 

толщиной 10, 30 и 50 нм. Авторы отмечают, что усиление сигнала аналита на 

серебряной подложке сопоставимо при толщине серебряного слоя 10 нм и 20 нм. 

Затем сигнал резко увеличивается при толщине 40 нм и еще незначительно возрастает 

при 80 нм. С другой стороны, ГКР-сигнал аналита на золотой подложке линейно 

возрастает с увеличением толщины слоя золота. 

Существует ряд аналогичных исследований [143–145] показывающих, что и 

толщина ГКР-активного слоя, и шероховатость основы ГКР-подложки напрямую 

влияют на усиление ГКР-сигнала. 

Влияние морфологии поверхности ГКР-структуры на форму спектра аналита 

представлено в работах [146,147]. Исследование проводили на наночастицах 

различной формы (наносферы, треугольные нанопластинки и нанодэкэдры) с 
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использованием в качестве аналита ATP. Результат показал, что на более 

шероховатых нанодэкаэдрах ГКР-сигнал аналита не только более интенсивный, но и 

более информативный – проявляются колебания, не различимые на других более 

гладких формах наночастиц. 

Таким образом, пробоподготовка является одним из определяющих этапов ГКР-

анализа биологических объектов. Пространственное распределение аналита после 

нанесения и высушивания капли определяет вероятность его контакта с областями 

максимального усиления и тем самым непосредственно влияет на интенсивность и 

воспроизводимость спектров. В связи с этим управление процессами осаждения и 

формированием морфологии высушенного образца может рассматриваться как 

самостоятельный инструмент оптимизации ГКР-анализа. 

1.4 Локализация ГКР-эффекта 

Поскольку при ГКР-анализе на планарных подложках аналит располагается 

непосредственно на их поверхности, одним из важных параметров является область 

локализации ГКР-эффекта, то есть расстояние от поверхности металлической 

наноструктуры, на котором сохраняется усиление сигнала. Теоретически эта область 

определяется пространственным распределением локализованного 

электромагнитного поля, возникающего при возбуждении поверхностных 

плазмонных резонансов в металлических наноструктурах. Теоретическое описание 

пространственного затухания усиления было предложено в ряде работ, основанных 

на решении уравнений Максвелла для металлических наноструктур [148]. В рамках 

простейшей модели сферической наночастицы усиление ЭМ поля уменьшается 

пропорционально r−3 при удалении от поверхности. Затухание ГКР-эффекта 

происходит по формуле 𝐺 = [
𝑟

𝑟+𝑑
]
12

 для одной молекулы, расположенной на 

расстоянии d от поверхности сферы радиусом r, или 𝐺 = [
𝑟

𝑟+𝑑
]
10

 для монослоя 
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молекул [149–151]. Таким образом, в зависимости от радиуса сферических 

наночастиц, теоретически ГКР-эффект может наблюдаться вплоть до 10 нм от 

поверхности структуры [149]. 

Экспериментальное исследование локализации ГКР обычно проводят с 

использованием диэлектрических промежуточных слоев контролируемой толщины, 

позволяющих изменять расстояние между молекулами аналита и металлической 

поверхностью. Одним из наиболее распространённых подходов является нанесение 

тонких слоёв SiO2 или других диэлектриков поверх металлической наноструктуры. 

Так, в работе [152] исследовалась зависимость интенсивности ГКР-сигнала от 

расстояния между молекулами аналита и серебряными наночастицами. Для контроля 

расстояния использовались диэлектрические слои SiO2 различной толщины. Было 

показано, что при увеличении расстояния интенсивность сигнала быстро 

уменьшается. Для серебряных наночастиц диаметром около 20 нм усиление 

наблюдалось на расстояниях порядка 1 нм, тогда как для частиц диаметром около 

90 нм область наблюдаемого усиления увеличивалась до нескольких нанометров. 

Авторы связывают это с изменением характеристик локализованных плазмонных мод 

и увеличением объёма ближнего электромагнитного поля вокруг более крупных 

наноструктур. 

В ряде работ показано, что для более сложных наноструктурированных 

поверхностей эффективная область действия ГКР может быть значительно больше. 

Например, в работе [153] была исследована регистрация ГКР-сигнала 

одноцепочечной ДНК, расположенной на различном расстоянии от серебряной 

поверхности. Эксперимент показал, что детектируемый сигнал может наблюдаться на 

расстояниях до ~30 нм, а экстраполяция экспериментальных данных указывает на 

возможность регистрации сигнала даже на расстояниях порядка 40–45 нм. В работе 

[154] было показано, что в системах с наноструктурированными серебряными 

островковыми пленками усиление сигнала сохраняется практически постоянным до 
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расстояния около 30 нм, после чего резко уменьшается. Схожие результаты получены 

в работе [155], где между молекулами аналита и золотой наноструктурированной 

поверхностью вводился диэлектрический слой TiO2 контролируемой толщины. Было 

показано, что ГКР может наблюдаться даже при толщине промежуточного слоя до 

~60 нм, хотя интенсивность сигнала существенно уменьшается при увеличении 

расстояния.  

Анализ совокупности теоретических и экспериментальных данных показывает, 

что область локализации ГКР определяется несколькими факторами: геометрией и 

размерами металлических наноструктур, расстоянием между ними, 

диэлектрическими свойствами окружающей среды и особенностями морфологии 

поверхности. В простейших моделях для изолированных наночастиц характерная 

область усиления ограничена расстоянием порядка 1–10 нм от поверхности металла. 

Однако в реальных наноструктурированных системах, содержащих ансамбли частиц 

и локализованные «горячие точки», область детектируемого ГКР-сигнала может 

достигать нескольких десятков нанометров. Это особенно важно при анализе крупных 

биологических молекул, размеры которых могут превышать характерную толщину 

ближнего плазмонного поля. 

Для разработки модели описания пространственного затухания ГКР-сигнала 

над поверхностью подложки важно учитывать оптическую схему спектрометра, что 

обычно игнорируется в исследованиях. Для этого важно проанализировать 

конфокальность используемого в работе микроскопа. 

Проблема аппроксимации измерительного объёма конфокального микроскопа 

остаётся предметом исследований на протяжении более трёх десятилетий. В 

классическом подходе Tabaksblat и соавторы [156] представили измерительный объём 

в виде цилиндра с высотой, равной удвоенной длине зоны Рэлея, что определяет 

продольное разрешение микроскопа. Grauw и соавторы [157] уточнили модель на 

основе гауссовой аппроксимации пучка, однако показали, что она адекватна лишь при 
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строгом выполнении конфокальности. Everall [158] внёс принципиальный вклад, 

описав искажения фокального пятна при рефракции на границе раздела сред и 

продемонстрировав, что аксиальное разрешение может сильно изменяться 

относительно номинального значения с увеличением глубины фокусировки. 

Расширение этого подхода к сравнительному анализу типов объективов представлено 

в работе [159]. 

В работе [160] авторы систематизировали ограничения предшествующих 

подходов, связанные с неучтённой негауссовостью пучка, аберрациями объектива и 

неоднородностью оптических свойств образца, и разработали универсальный 

математический формализм для описания глубинных профилей. Детальное 

обсуждение эволюции представлений о точности определения измерительного 

объема конфокального микроскопа содержится во введении работы [160], что 

позволяет сослаться на неё как на актуальную базу для построения собственной 

модели ослабления ГКР-сигнала. 

Таким образом, эффективная область пространственной локализации ГКР-

сигнала является важным параметром, определяющим требования к расположению 

аналита относительно поверхности подложки и интерпретацию результатов 

конфокальных измерений. Опубликованные экспериментальные и теоретические 

данные характеризуются существенным разбросом оценок дальнодействия ГКР, что 

может быть связано как с различиями в морфологии подложек и свойствах аналитов, 

так и с используемыми методиками измерения. Поэтому разработка корректного 

экспериментального подхода к определению пространственной области локализации 

ГКР представляет самостоятельную методическую задачу. 

1.5 Методы математической обработки в ГКР-анализе 

В настоящее время в ГКР-анализе неотъемлемым этапом является обработка 

спектральных данных с использованием методов математической статистики и 
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машинного обучения, особенно случае сложных смесей и структурно схожих 

аналитов. Современные подходы базируются на сочетании методов предобработки, 

хемометрики и машинного обучения, что позволяет существенно повысить точность 

идентификации и количественного анализа веществ [161]. 

Обработка ГКР-спектров представляет собой многоступенчатый процесс, 

включающий предобработку данных, выделение информативных признаков, 

применение методов многомерной статистики и построение моделей классификации 

или регрессии. На первом этапе осуществляется предобработка спектров, 

направленная на устранение нежелательных искажений и подготовку данных к 

дальнейшему анализу. Одной из ключевых задач является удаление фоновой 

составляющей, обусловленной флуоресценцией. Фоновый сигнал, как правило, 

представляет собой медленно меняющуюся функцию, которая маскирует полезные 

колебательные полосы. Для его удаления широко применяются методы 

полиномиальной аппроксимации, а также алгоритмы, основанные на асимметричных 

наименьших квадратах, такие как airPLS (adaptive iterative reweighted penalized least-

squares) и ALS (asymmetric least-squares) [162–164]. Эти методы позволяют адаптивно 

оценивать базовую линию спектра и вычитать её, минимизируя искажения формы 

пиков. Также используются вейвлет-преобразования [165] и алгоритмы типа «rubber 

band», демонстрирующие хорошую устойчивость при обработке сложных спектров 

[162]. 

Немаловажным является этап удаления аномальных данных в спектрах, 

например, космических лучей. В литературе применяются различные подходы к 

выявлению и удалению выбросов. Классические методы основаны на статистическом 

анализе данных и включают использование пороговых критериев [166]. Эти методы 

эффективны при близости распределения данных к нормальному, однако их 

применение ограничено в случае высокоразмерных и нелинейных спектральных 

данных. В последние годы всё большее распространение получают методы 
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машинного обучения для обнаружения аномалий, включая алгоритмы на основе 

кластеризации (например, k-means) [167] и ансамблевых моделей (таких как Isolation 

Forest) [168]. Данные методы не требуют строгих предположений о распределении 

данных и способны эффективно выявлять сложные, нелинейные выбросы в 

высокоразмерных спектральных массивах. 

Следующим этапом является подавление шумов. Шум в ГКР-спектрах может 

иметь как инструментальную природу, связанную с характеристиками детектора, так 

и статистическую, обусловленную неоднородностью усиления в так называемых 

«горячих точках». Для сглаживания спектров широко применяется фильтр 

Савицкого–Голея [169], позволяющий уменьшить шум при сохранении формы 

спектральных линий [170]. Однако стоит учитывать, что чрезмерное сглаживание 

(например, более 15 точек в окне) может привести к потере важной информации, 

особенно в случае низкоинтенсивных полос, характерных для биологических 

объектов [171]. Альтернативой выступают методы вейвлет-фильтрации, 

обеспечивающие эффективное разделение сигналов по частотным компонентам [172]. 

Значительное внимание в обработке ГКР-спектров уделяется нормировке, 

поскольку интенсивность сигнала может существенно варьироваться в зависимости 

от экспериментальных условий, таких как мощность лазера, фокусировка или 

морфология подложки. Для устранения этих эффектов используются различные 

методы нормировки, включая векторную нормировку [173,174], нормировку по 

площади спектра [175], а также статистические подходы, такие как Standard Normal 

Variate (SNV) [176] и Multiplicative Scatter Correction (MSC) [177].  

Обзор всех возможных методов предварительной обработки спектральных 

данных представляет собой отдельное полноценное исследование и невозможен в 

рамках литературного обзора. Одна из наиболее полных систематических оценок 

методов предварительной обработки спектральных данных представлена в 

работе [178]. 
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После этапа предобработки осуществляется выделение информативных 

признаков и анализ структуры данных. Поскольку SERS-спектры представляют собой 

высокоразмерные наборы данных, их эффективное исследование невозможно без 

применения методов многомерной статистики. Наиболее распространённым методом 

является Principal Component Analysis (PCA), позволяющий снизить размерность 

данных и выделить основные источники вариации. Преобразование исходных 

спектров в пространство главных компонент способствует устранению корреляций 

между переменными и выделению наиболее значимых признаков. PCA широко 

используется как самостоятельный инструмент визуализации, так и в качестве 

предварительного этапа перед построением классификационных моделей [179]. 

Для задач классификации часто применяется Linear Discriminant Analysis (LDA), 

который позволяет максимизировать различия между заранее заданными классами. 

Комбинация PCA и LDA является одной из наиболее распространённых стратегий 

анализа SERS-данных в биомедицинских приложениях, включая диагностику 

заболеваний [180]. В задачах количественного анализа широко используется метод 

регрессии Partial Least Squares (PLS), позволяющий устанавливать связь между 

спектральными данными и концентрацией анализируемых веществ [181]. Данный 

метод особенно эффективен в условиях высокой коллинеарности переменных и 

присутствия шума. 

Особенности анализа биологических объектов методом ГКР обусловлены 

высокой гетерогенностью исследуемых систем и вариабельностью спектральных 

сигналов. Наличие «горячих точек» приводит к значительным флуктуациям 

интенсивности, что требует применения методов статистической обработки и 

нормализации. Перекрытие спектральных полос различных биомолекул усложняет 

интерпретацию данных и требует использования многомерных методов анализа. 

Кроме того, низкое отношение сигнал/шум и сложный состав биологических образцов 
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обуславливают необходимость применения продвинутых алгоритмов фильтрации и 

машинного обучения. 

Несмотря на значительный прогресс в области обработки спектральных данных, 

остаётся ряд нерешённых проблем. К ним относятся отсутствие стандартизации 

методов обработки, высокая зависимость результатов от выбора параметров 

алгоритмов, а также риск переобучения моделей при использовании методов 

машинного обучения. В литературе неоднократно отмечается необходимость строгой 

валидации моделей, включая использование кросс-валидации и независимых 

тестовых выборок [182,183]. 

В условиях больших объемов многомерных ГКР-спектров математическая 

обработка является неотъемлемой частью ГКР-анализа и напрямую определяет 

достоверность получаемых результатов. Современные подходы основаны на 

комбинации методов предварительной обработки, многомерного анализа и 

машинного обучения. При этом ключевым фактором остаётся корректный выбор 

методов с учётом физической природы сигнала, типа анализируемого объекта и 

поставленной аналитической задачи. 
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Вывод  

Анализ современных литературных данных показывает, что воспроизводимость 

ГКР-анализа определяется совокупностью трёх ключевых факторов: (1) морфологии 

и свойств ГКР-активной подложки, (2) условий адсорбции и пробоподготовки 

биологического аналита, и (3) методов математической обработки спектральных 

данных. При этом в литературе значительное внимание уделяется оптимизации 

наноструктурированных подложек и развитию алгоритмов машинного обучения для 

обработки спектров, тогда как вопросы пробоподготовки – в частности, управления 

адсорбцией и морфологией осадка биомолекул на поверхности подложки – освещены 

недостаточно полно. Также, немаловажным фактором для правильной интерпретации 

спектров является определение дальнодействия усиливающих эффектов подложки. 

Основным ограничением существующих методов является зависимость результата от 

типа аналита. Использование универсального аналита, а также разработка модели 

интерпретации экспериментальных результатов позволит преодолеть существующие 

ограничения.  

Несмотря на значительный объём исследований, направленных на развитие 

ГКР-спектроскопии, задача обеспечения воспроизводимости ГКР-анализа остаётся 

актуальной и требует комплексного подхода. Её решение позволит существенно 

повысить надёжность и информативность анализа биомолекул и приблизить 

внедрение ГКР-анализа в практику клинической диагностики.  

Таким образом, анализ литературы показывает, что перспективность ГКР для 

исследования биологических объектов определяется сочетанием высокой 

молекулярной специфичности, чувствительности и возможности работы с малыми 

количествами вещества. Вместе с тем, воспроизводимость и количественная 

информативность ГКР-анализа определяются совокупностью взаимосвязанных 

факторов: характеристиками ГКР-подложки, пространственной локализацией 

эффекта, условиями адсорбции и осаждения аналита, параметрами измерения и 
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алгоритмами обработки спектральных данных. Недостаточная разработанность 

комплексного подхода, учитывающего эти факторы одновременно, определяет 

необходимость разработки методических решений по управлению пробоподготовкой, 

оценке пространственной локализации ГКР-эффекта и математической обработке 

спектров биологических аналитов. 
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Глава 2. Материалы и методы 

2.1. Получение и характеризация подложек 

В работе использовались два типа подложек: тонкая серебряная пленка (Ag) на 

предметном стекле (G, Glass) - Ag#G - и на слюде (M, Mica) - Ag#M. Подробное 

описание методов получения и характеризация подложек представлены в [100]. ГКР-

подложки Ag#G сформированы методом электронно-лучевого испарения на 

автоматизированных установках вакуумного испарения УРМ-3.279.072 (АО «Кварц», 

Россия) и STE EB71M (АО НТО «SemiTeq», Россия). Испаряемым материалом 

служило высокочистое серебро (>99.99%, АО «МЗСС», Россия) в виде гранул 

размером до 3 мм. Процесс испарения на установке УРМ-3.279.072 проводили при 

следующих параметрах: давление в камере 5×10-6 Торр (6,7×10−4 Па), напряжение на 

катоде 12 В, ток пучка 30 мА и напряжение ускоряющего источника 8 кВ. Испарение 

серебра в установке STE EB71M осуществлялось с помощью испарительной системы, 

которая представлена катодным блоком электронной пушки («Telemark», США) 

мощностью 8 кВт с ускоряющим напряжением 10 кВ. Давление в рабочей камере 

2×10-8 Торр (3×10-6 Па).  

Толщина осаждаемых пленок контролировалась с помощью кварцевого датчика 

(«Inficon», Швейцария), что обеспечивает контроль толщины с точностью до 

ангстрем. Распыление серебра проводили на предметное стекло (ООО «МиниЛаб», 

Россия). Перед нанесением серебра предметные стекла последовательно 

обрабатывали ПАВ и этиловым спиртом, промывали деионизованной водой, сушили 

теплым воздухом и непосредственно перед процессом испарения подвергали 

обработке ионами Ar+ в технологической камере в течение 1 минуты. 

В главе 4 представлены исследования влияния лазерного излучения в процессе 

пробоподготовки аналитов, где в качестве ГКР-подложек использовали Ag#M. 

Данные подложки были также сформированы методом электронно-лучевого 

испарения, но на установке Angstrom Engineering (Кембридж, Онтарио, Канада) с 
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мощностью испарителя 10 кВт, с базовым давлением ниже 3 × 10−8 Торр. Перед 

нанесением серебра (АО «МЗСС», Москва, Россия; чистота: 99,99%) поверхность 

слюды промывали изопропиловым спиртом (Sigma-Aldrich, США). Скорость 

осаждения составляла 1 Å/с, а температура подложки - 300 К. Толщина пленок во 

время осаждения контролировалась с помощью кварцевого датчика оптического 

контроля. После нанесения толщина пленки была выборочно измерена с помощью 

стилусного профилометра. Толщина полученных пленок составила около 100 нм. 

Морфология поверхности подложек исследовалась на атомно-силовом 

микроскопе Solver Pro (NT-MDT, Зеленоград, Россия). Исследовались изображения 

размером от 40×40 мкм2 до 1×1 мкм2. Измерения проводились в полуконтактном 

режиме. Данный режим наиболее оптимальный как для исследования поверхности 

металлических подложек, так и для осадков биологических объектов на таких 

подложках.  

Анализ морфологии осуществлялся в соответствии с международным 

стандартом геометрических характеристик изделий ISO 21920-2:2021, 

регламентирующим параметры микрорельефа поверхности и методы их 

статистического описания, включая амплитудные, пространственные и 

статистические характеристики профиля шероховатости. Использование 

международного стандарта позволило описывать рельеф разных партий подложек в 

единой системе амплитудных и статистических характеристик. 

Согласно ISO 21920-2:2021, для описания профиля поверхности используются 

следующие группы параметров [184]: 

Амплитудные параметры, характеризующие вертикальный масштаб 

неровностей: 

Ra – среднее арифметическое отклонение профиля; 

Rq – среднеквадратическое отклонение профиля; 

Rp – максимальная высота выступа профиля; 
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Rv – максимальная глубина впадины профиля; 

R3z – средняя высота от третьего самого высокого пика до третьей самой низкой 

впадины; 

Rt – полная высота профиля. 

Статистические параметры формы распределения высот профиля: 

          Rsk – (skewness) – коэффициент асимметрии распределения высот профиля, 

характеризующий преобладание выступов или впадин; 

          Rku – (kurtosis, куртозис) – коэффициент эксцесса распределения высот, 

определяющий степень «остроты» профиля и наличие экстремумов; 

λa – cредняя длина корреляции профиля. 

2.1.1 Подложки Ag#G 

Подложки, используемые в работе, производились в виде партий по 12-

24 штуки.  Для проведения анализа морфологии из каждой партии случайно 

выбирались от 3 до 5 подложек. 

 

Рисунок 2.1 – АСМ изображения ГКР-подложек Ag#G: (а) 5х5мкм, (б) 3х3 мкм; 

(в, г) соответствующие профили сечения 



52 

 

 

Статистические параметры морфологии были рассчитаны на основе 15 

поперечных сечений поверхности с помощью встроенного модуля в программе 

Gwyddion (CMI, Брно, Чехия), сведены в таблице 2.1. 

Таблица 2.1 – Параметры морфологии ГКР-подложек Ag#G. 

Ra (нм) Rq (нм) Rp (нм) Rv (нм) R3z (нм) Rt (нм) Rsk Rku λa (нм) 

1,7±0,1 2,2±0,1 6,5±1,4 6,2±1,9 10,3± 1,1 12,7±2,9 0.21±0.05 3,7 ± 0,5 183,8 ± 24,6 

Особое внимание уделялось параметрам Rq и Rku, поскольку они позволяют не 

только количественно оценить степень шероховатости поверхности, но и описать 

наличие редких экстремальных элементов рельефа, которые, с физической точки 

зрения, являются наиболее вероятными центрами локализации электромагнитного 

поля. Согласно ISO 21920-2:2021: Rku=3 соответствует нормальному (гауссовому) 

распределению высот, Rku>3 указывает на наличие редких, но выраженных пиков и 

впадин, Rku<3 соответствует более «плоскому» и равномерному профилю [185]. Для 

рассматриваемых подложек Ag#G Rku составляет больше 3. Параметр R3z в 5 раз 

больше Rq, что указывает на редкие, но выраженные локальные экстремумы на фоне 

в целом гладкой поверхности. Положительное значение коэффициента асимметрии 

Rsk=0.21±0.05 свидетельствует о преобладании выступающих элементов рельефа над 

впадинами. Средняя длина корреляции профиля λa=183,8±24,6 нм характеризует 

латеральный масштаб неоднородностей поверхности и может быть интерпретирована 

как среднее расстояние между соседними морфологическими элементами. Данное 

значение указывает на формирование квазипериодической наноструктуры с 

характерным шагом порядка сотен нанометров. Совокупность параметров Rq, R3z, Rku, 

Rsk и λa указывает на умеренную шероховатость и наличие выраженных локальных 

пиков. Характерный латеральный масштаб неоднородностей составляет около 180 нм. 

Наблюдаемая морфология может способствовать локализации электромагнитного 

поля и, следовательно, реализации ГКР эффекта [140]. 
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2.1.2 Подложки Ag#M 

АСМ изображения ГКР-подложек Ag#M и соответствующие профили сечения 

представлены на Рисунке 2.2. Толщина серебряной пленки составляет 100 нм, 

структура характеризуется наличием регулярных конусообразных углублений, 

глубина которых на фоне общей шероховатости может достигать 25 нм.  

 

Рисунок 2.2 – АСМ изображения ГКР-подложек Ag#M: (а) 10х10 мкм; (б) 5х5 

мкм; (в, г) соответствующие профили сечения 

Анализ морфологии показывает, что эффективный размер неоднородностей 

поверхности наноструктуры составляет 127 нм, средняя площадь поверхности, 

занятой ими, составляет 12.5%. Основные параметры морфологии ГКР-подложек 

Ag#M, рассчитанные на основе данных АСМ, представлены в таблице 2.2. 

Таблица 2.2 – Параметры морфологии ГКР-подложек Ag#M. 

Ra (нм) Rq (нм) Rp (нм) Rv (нм) R3z (нм) Rt (нм) Rsk  Rku λa (нм) 

2,5±0,3 3,8±0,2 4,8±0,8 19,9±5,1 12,4±3,6 24,0±4,9 -2,0±0,7 6,2±1,0 792,1±90,4 
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Профиль поверхности лептокуртический с отрицательной асимметрией (Rsk = 

−2,0 ± 0,7) с преобладанием глубоких впадин (Rv = 19,9 ± 5,1 нм) над относительно 

низкими выступами (Rp = 4,8 ± 0,8 нм). При этом большая часть поверхности гладкая, 

что следует из малых значений среднего (Ra = 2,5 нм) и среднеквадратичного (Rq = 3,8 

нм) отклонений, а также высокого эксцесса (Rku = 6,2 ± 1,0), указывающего на 

островершинное распределение с редкими экстремальными отклонениями. Базовая 

глубина шероховатости R3z = 12,4 ± 3,6 нм свидетельствует о наличии устойчивых 

локальных минимумов, способных играть роль «горячих точек» для локализации 

плазмонного поля. Средняя длина волны профиля λa = 792,1 ± 90,4 нм значительно 

превышает амплитуду неровностей и характерные размеры наноструктур. 

В целом подложку можно описать как совокупность планарных участков с 

низкой шероховатостью, на стыках которых формируются углубления поверхности, 

которые можно аппроксимировать конической формой со средним углом при 

вершине 50º. Полученные углубления выступают потенциальными областями 

локализации электромагнитного поля.  

2.2. Спектрометрическая система WiTec Alpha 300R 

Для получения ГКР спектров в работе использовался комплекс WiTec Alpha 

300R, который представляет собой исследовательскую систему конфокальной 

рамановской микроскопии (Рисунок 2.3). Система разработана компанией WITec 

GmbH (Германия) и предназначена для высокочувствительного, трехмерного 

картирования и спектроскопического анализа поверхности и объёма образцов. Для 

возбуждения колебаний в работе использовались волоконно-оптические лазеры с 

длинами волн 532 и 785 нм с возможностью регулировки мощности от единиц до 

сотни мВт. Система оснащена двумя спектрометрами (для разных длин волн лазеров), 

которые оснащены дифракционными решетками с разрешением 600 штрихов/мм, а 

также ПЗС-матрицами с термоэлектрическим охлаждением до -60оС, что позволяет 

значительно снизить шумы при снятии спектров. 
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Рисунок 2.3 – Схема спектрометрической системы WiTec Alpha 300R. 

U1 - XY-позиционер; U2 - сканирующий столик; U3 - турель с объективами; U6 

- бинокулярная трубка с окулярной камерой; U8 - оптический выход блока 

оптоволоконной связи;  U9 - толкатель;  U10 - ползунок фильтра;  U11 - оптический 

вход блока лазерной связи;  U14 - предметный столик микроскопа с шаговым 

двигателем вдоль оси Z;  M9 - револьверная головка объектива; M10 - ползунок 

отражателя; E1 - многомодовое оптическое волокно; E2 - одномодовое оптическое 

волокно;  E3 - лазер;  E4 - спектрометр 

Центральным элементом системы является конфокальный микроскоп 

(Рисунок 2.4). В отличие от классической широкопольной микроскопии, в 

конфокальной системе образец освещается не широким световым пучком, а лазерным 

пятном, который фокусируется с помощью пинхола (конфокальная диафрагма), 

расположенном в оптически сопряженной плоскости с детектором. Пинхол 

пропускает на детектор свет только из фокальной точки, эффективно отсекая при этом 

рассеянный свет из остальных областей. Построение изображения происходит 
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последовательно, точка за точкой, путем сканирования лазерным пятном по заданной 

площади образца.  

 

Рисунок 2.4 – Принципиальная схема оптического пути конфокального 

микроскопа 

В системе WiTec Alpha 300R лазерный луч подается по одномодовому 

оптическому волокну. Этот тип волокна поддерживает только одну поперечную моду 

(LP01, гауссов луч), которая может быть сфокусирована в области, ограниченной 

дифракцией. Отраженный свет собирается с помощью того же объектива и 

фокусируется на многомодовом волокне, которое направляет луч на спектрометр, 

оснащенный ПЗС-камерой. Сердцевина многомодового оптического волокна 

действует как точечное отверстие для конфокальной микроскопии. Лазер 

фокусируется на образце, и изображение получается путем сканирования образца по 

оси X и Y. Сканирование выполняется пьезоэлектрическим сканирующим столом с 

емкостным управлением и точностью позиционирования 3 нм в поперечном 

направлении. Бинокуляр микроскопа имеет второй выходной порт, который оснащен 

регулируемым соединителем для многомодовых волокон. Сердцевина многомодового 

волокна выполняет функцию точечного отверстия для конфокального микроскопа. 

Волокно закреплено в плоскости изображения микроскопа и может регулироваться по 

горизонтали для достижения максимальной эффективности сбора. 
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2.2.1 Аппаратная функция конфокального микроскопа 

В микроскопии пространственное разрешение оптической системы 

характеризуют с помощью трёхмерной функции рассеяния точки (3-D PSF, Point 

Spread Function). PSF описывает отклик оптической системы на точечный источник 

излучения и представляет собой её аппаратную функцию (Рисунок 2.5). В 

конфокальном микроскопе таким источником служит сфокусированное лазерное 

пятно в фокальной плоскости. 

В поперечном направлении распределение интенсивности PSF соответствует 

диску Эйри. Сканирование фокального пятна в плоскости XOY позволяет 

регистрировать распределение стоксовой интенсивности (XY-скан) с поперечным 

разрешением, определяемым диаметром фокального пятна возбуждающего лазера. В 

аксиальной плоскости изображение точечного источника имеет характерную форму 

песочных часов с наименьшим сечением в фокусе объектива [186].  

 

Рисунок 2.5 – (а) PSF конфокального микроскопа в латеральном и аксиальном 

направлениях; (б) схематичное представление измерительного цилиндра 

конфокального микроскопа 
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Конфокальная диафрагма осуществляет пространственную фильтрацию 

внефокусного света, в результате чего распределение интенсивности преобразуется в 

сплюснутый эллипсоид вращения с преобладающим размером вдоль оптической оси 

Z. Данный эллипсоид является измерительным объёмом конфокального микроскопа 

и допускает аппроксимацию цилиндром (далее — измерительный цилиндр) с 

площадью основания SHSF и высотой HPSF (Рисунок 2.5б). Диаметр цилиндра (2R) 

равен диаметру фокального пятна. Теоретический минимум PSF определяется длиной 

волны возбуждающего излучения, числовой апертурой объектива и оптическими 

характеристиками образца [187]: 

𝐻𝑃𝑆𝐹 =
1.4𝜆𝑛

𝑁𝐴2
       (2.1) 

где λ — длина волны, n — показатель преломления среды, NA — числовая 

апертура объектива. HPSF является константой для фиксированной конфигурации 

оптической системы микроскопа. 

Таким образом, конфокальный микроскоп обеспечивает не только поперечное 

разрешение в плоскости XOY, но и продольное разрешение вдоль оси Z. Перемещение 

фокального пятна вдоль оптической оси (Z-скан) позволяет получать распределение 

стоксовой интенсивности по глубине внутри толщи образца, обеспечивая послойное 

измерение объёмных образцов и реконструкцию их трёхмерных изображений.  

2.3. Объекты исследования 

В качестве модельного белка для исследований влияния лазерного и 

ультразвукового воздействия на образец в процессе пробоподготовки (Глава 4) был 

выбран миоглобин. Помимо того, что этот белок играет важную диагностическую 

роль – его уровень в крови часто рассматривают как биомаркер повреждения 

мышечной ткани, в том числе и сердечной [188–190] – он также относительно 

стабилен и достаточно хорошо изучен структурно – является первым белком, для 

которого была решена структура методом рентгеноструктурного анализа [191]. 

Анализ клинически значимых аналитов (Глава 5) представлен на примере ряда 
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олигосахаридов - маркеров грибковой и бактериальной инфекции. В условиях 

увеличения разнообразия патогенных микроорганизмов и одновременного роста 

резистентности бактерий к антибиотикам такой выбор биологических объектов 

является мотивированным. 

2.3.1. Миоглобин человека 

Миоглобин человека представляет собой глобулярный белок (молекулярная 

масса ~17 кДа), состоящий из 153 аминокислотных остатков и преимущественно 

сформированный α-спиральными участками [191,192]. Внутри белковой матрицы 

расположен гидрофобный карман, содержащий гем-группу с ионом Fe²⁺, 

координированным порфириновым кольцом и проксимальным гистидином 

(Рисунок 2.6). 

 

Рисунок 2.6 – Структура молекулы миоглобина. Данные взяты из RCSB Protein 

Data Bank [193] 

Основу молекулы составляют гидрофобные аминокислоты - аланин, валин, 

лейцин, изолейцин, фенилаланин и метионин, которые формируют плотное 

внутреннее ядро белка и обеспечивают стабильность его третичной структуры за счет 

гидрофобных взаимодействий [194]. Значительную роль в структуре и 

функциональной активности миоглобина играют полярные и заряженные 
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аминокислоты, такие как аспарагиновая и глутаминовая кислоты, лизин, аргинин и 

гистидин. Эти остатки в основном локализованы на поверхности белка, обеспечивая 

его высокую растворимость в водной среде и участие в электростатических 

взаимодействиях [195]. В аминокислотной последовательности миоглобина также 

присутствуют глицин и пролин, которые играют ключевую роль в формировании 

изгибов и петель между α-спиралями, обеспечивая локальную гибкость структуры 

[194].  

С точки зрения КР и ГКР спектроскопии, аминокислотный состав миоглобина 

определяет наличие характерных амидных полос (Amide I, II и III), связанных с 

колебаниями пептидного остова, а также вклад боковых цепей ароматических и 

гетероциклических аминокислот (фенилаланина, тирозина, триптофана и гистидина) 

в формирование ГКР-спектра [196,197]. Это делает миоглобин удобным модельным 

объектом для изучения связи между структурой белка, его аминокислотным составом 

и спектральным откликом при адсорбции на металлических наноструктурированных 

подложках [198]. 

2.3.2 Олигосахариды 

Объектами исследования являются синтетические олигосахариды, структурно 

родственные бактериальным и грибковым гликанам [199]. Олигосахариды 1–3 

(Рисунок 2.7) соответствуют фрагментам грибкового α-(1→2)-маннана, β-(1→3)-

глюкана и β-(1→6)-глюкана, которые являются компонентами клеточной стенки 

патогенных грибов рода Candida. Эти гликаны состоят из моносахаридных остатков 

только одного типа: α-маннопиранозы в 1-м, β-глюкопиранозы во 2-м и 3-м. 

Олигосахариды 4–6 представляют собой гетеросахариды, состоящие из двух типов 

моносахаридных остатков, один из которых — β-D-галактофураноза (Galf). Galf 

обладает высокой антигенностью для человека и обнаруживается в крови пациентов 

с рядом грибковых и бактериальных инфекций. Рассматриваемые в данной работе 

олигосахариды 4–6 являются фрагментами дигетерогликана Enterococcus faecalis, 
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галактозана I Klebsiella pneumoniae и галактоманнана Aspergillus spp. соответственно. 

Синтез всех рассматриваемых олигосахаридов представлен в работах [199–204]. 

 

Рисунок 2.7 – Природные бактериальные и грибковые гликаны (слева) и 

синтетические олигосахаридные миметики (справа) 
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2.4 Особенности измерения профилей Z-скана 

Метод Z-скана заключался в последовательном перемещении измерительного 

объема конфокального микроскопа вдоль оптической оси Z относительно 

поверхности исследуемого образца с регистрацией спектра комбинационного или 

гигантского комбинационного рассеяния в каждой координате. В результате 

формировалась зависимость интенсивности выбранной спектральной полосы от 

положения измерительного объема, отражающая пространственное распределение 

регистрируемого сигнала вдоль оси Z. 

Перед началом измерений выполняли фокусировку объектива по поверхности 

образца с использованием изображения лазерного пятна. Полученное положение 

принимали за начало координат (Z = 0), после чего объектив перемещали в 

положительном направлении оси Z и проводили пошаговое сканирование с 

регистрацией спектра в каждой точке. 

В качестве источника возбуждения использовали полупроводниковый лазер с 

длиной волны 785 нм и мощностью излучения на образце 54 мВт. Фокусировку 

осуществляли объективом Epiplan Neofluar 100×/0,9 (Carl Zeiss, Germany). Рассеянное 

излучение отделяли от возбуждающего нотч-фильтром и направляли в многомодовое 

оптическое волокно диаметром 50 мкм, выполняющее функцию конфокальной щели. 

Управление спектрометрическим комплексом осуществляли с помощью 

программного обеспечения WITec Control. 

Выбор длины волны возбуждения 785 нм обусловлен особенностями 

регистрации спектра азота. При использовании лазера с длиной волны 532 нм сигнал 

азота регистрируется практически при любом положении объектива относительно 

поверхности подложки, что затрудняет определение области локализации ГКР-

эффекта. В конфигурации 785 нм / 100×/0,9 сигнал азота наблюдается только в 

непосредственной близости от поверхности ГКР-подложки, что позволяет корректно 

анализировать его пространственное распределение. 
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2.4.1 Z-скан монокристалла кремния 

Для определения аппаратной функции конфокального микроскопа 

использовали пластину монокристаллического кремния Si(111). За начало координат 

принимали положение фокуса на поверхности образца. Затем объектив перемещали 

на +82,5 мкм относительно поверхности и выполняли сканирование до −82,5 мкм с 

шагом 1,5 мкм, регистрируя КР-спектр в каждой точке. 

Время накопления спектров кремния и воздуха составляло 0,3 с, спектральный 

диапазон регистрации – −5 –1778 см-1. До начала и после завершения серии измерений 

регистрировали контрольные спектры воздуха и кремния для проверки стабильности 

спектрометрической системы.  

2.4.2 Z-скан азота на ГКР-подложке 

Для оценки пространственной локализации ГКР-эффекта использовали 

наноструктурированные серебряные подложки и газообразный азот воздуха в 

качестве аналита. После фокусировки на поверхности подложки (Z = 0) выполняли 

сканирование в двух диапазонах: от 0 до +1 мкм с шагом 20 нм и от +1 до +5 мкм с 

шагом 50 нм. Уменьшенный шаг вблизи поверхности обеспечивал высокое 

пространственное разрешение в области локализации ГКР-сигнала. 

Время накопления спектров азота составляло 120 с, спектральный диапазон 

регистрации — 1374–2820 см-1. Интенсивность сигнала определяли интегрированием 

полосы Q-ветви азота в области ≈2330 см-1. 

Контрольные измерения включали регистрацию спектра кремния (экспозиция 

0,3 с), спектра азота над поверхностью кремния (экспозиция 30 с), а также спектров 

атмосферного азота при удалении объектива от поверхности подложки (экспозиции 

30 и 120 с). 
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2.4.3 Программная обработка данных 

Спектры, записанные в бинарном формате, конвертировали в формат ASCII и 

импортировали в пакет Origin 6.5, где выполняли удаление артефактов, 

обусловленных космическими лучами, группировку спектров и формирование матриц 

данных. Для анализа пространственного распределения сигнала спектры азота были 

разделены на шесть диапазонов расстояний до поверхности подложки: 0–500, 500–

1000, 1000–2000, 2000–3000, 3000–4000 и 4000–5000 нм. 

Дальнейшую обработку и моделирование Z-сканов проводили в среде Mathcad 

5.0, а трехмерную визуализацию распределения интенсивности выполняли в 

программе ImageJ (версия IJ1.46r). 

2.5 Параметры пробоподготовки и измерения образцов 

2.5.1 Пробоподготовка с использованием лазерного воздействия 

Для исследования воздействия лазерного излучения на подложку Ag#M 

капельным способом с помощью микродозатора был нанесен свежеприготовленный 

водный раствор лиофилизированного порошка миоглобина (Sigma-Aldrich, USA) в 

концентрации 1 мкг/мл и 10 нг/мл в деионизированной воде 18 МОм (Milli-Q, Merk, 

Германия). Объем капель составлял 3 мкл. Всего было нанесено 20 капель: по 5 для 

каждой концентрации высушенных на воздухе (25оС) и под воздействием лазера. С 

каждой капли было измерено не менее 15 спектров.  

Спектры миоглобина, полученные для образцов, высушенных на воздухе, 

использовали в качестве контроля. Для высушивания с использованием лазерного 

воздействия использовался расфокусированный p-поляризованный лазерный луч с 

длиной волны 785 нм и мощностью 100 мВт, который встроен в используемую 

спектрометрическую систему. После полного высушивания спектр измеряли в 

образовавшемся осадке миоглобина при следующих параметрах: объектив Epiplan 

Neofloural 50Х/0.8, длина волны возбуждения – 785 нм, мощность лазера – 54 мВт, 
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режим съемки Single Spectrum, время накопления одного спектра составило 60 сек при 

высушивании на воздухе и 10 сек в случае с лазерной пробоподготовкой из-за высокой 

интенсивности спектров. Полученные спектры были пересчитаны исходя из времени 

накопления. 

2.5.2 Пробоподготовка с использованием ультразвукового воздействия 

Для изменения морфологии подложек Ag#G на наномасштабе использовали 

предварительную отмывку предметных стекол двумя методами: 

Метод I.  

1. Кипячение в изопропиловом спирте (10 мин., 82,4°С); 

2. Очистка в ультразвуковой ванне (40 кГц, 35 Вт) с ацетоном в течение 5 мин.; 

3. Очистка парами изопропилового спирта (82,4 °С, 15 мин.). Вертикально 

ориентированные стекла помещали над поверхностью изопропилового спирта в 

герметически закрытый сосуд, нагретый на водяной бане до температуры кипения 

спирта. 

Метод II.  

1. Очистка в ультразвуковой ванне (40 кГц) с дистиллированной водой в течение 

5 мин. при мощности 10 Вт и после 5 мин. при мощности 35 Вт; 

2. Кипячение в ацетоне (56,1 °С, 5 мин.); 

3. Очистка в ультразвуковой ванне (40 кГц, 35 Вт) с дистиллированной водой в 

течение 5 мин.; 

4. Кипячение в изопропиловом спирте (82,4 °С, 5 мин.); 

5. Обработка в ультразвуковой ванне (40 кГц, 10 Вт) с дистиллированной водой 

в течение 5 мин.  

После каждой стадии очистки предметные стекла промывали растворителем 

того же типа, который использовался в предыдущем процессе. Затем электронно-

лучевым испарением наносили серебряную пленку. Морфология полученных 

поверхностей представлена в разделе 4.2 Главы 4. 
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В качестве аналита использовали раствор миоглобина (Sigma-Aldrich, USA) в 

концентрации 1 мкг/мл, приготовленный в деионизованной воде 18 МОм (Milli-Q, 

Merk, Германия). Нанесенные на ГКР-подложку капли аналита объемом 3 мкл 

высушивали с использованием ультразвукового воздействия на систему капля-

подложка. Использовали низкочастотное (47 кГц) и высокочастотное (580 кГц) 

ультразвуковое воздействие. Выбранные частоты являются резонансными для 

системы пьезоэлемент-подложка. Для исключения перегрева ГКР-подложки выше 

27°С использовали воздушное охлаждение. Схема эксперимента представлена на 

Рисунке 2.8. Ультразвуковой генератор подключен непосредственно к пьезоэлементу 

для подачи сигнала, для контроля которого использовали осциллограф, также 

подключенный непосредственно к пьезоэлементу. 

 

Рисунок 2.8 – Схема эксперимента по проведению пробоподготовки образцов 

миоглобина с помощью ультразвука 

ГКР-спектры измеряли в сформировавшемся после высыхания капель осадке. 

Измерения проводили с использованием двух длин лазерного излучения - 532 и 

785 нм с соответствующей мощностью 2,5 и 54 мВт. Режим съемки - Single Spectrum, 

время накопления одного спектра 10 сек.  

2.5.3 Олигосахариды 

Растворы олигосахаридов готовили в деионизированной воде (Milli-Q, Merck 

group, Дармштадт, Германия) в концентрации 100 пг/мл. Аликвоты объемом 3 мкл 

наносили на ГКР-подложки Ag#G без предварительной обработки. Капли 
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высушивали на воздухе (25оС) при нормальных условиях. ГКР-спектры 

олигосахаридов регистрировали в области сухого осадка. Параметры измерения были 

следующими: длина волны возбуждающего лазера – 532 нм, мощность лазера – 1,5 

мВт, время накопления одного спектра – 0,1 секунды, количество спектральных 

усреднений – 20. Для каждого образца было получено 50 спектров. 

2.6 Математическая обработка данных 

Обработку ГКР-спектров миоглобина, приведенных в главе 4, проводили с 

использованием программного обеспечения OPUS 7.0 (Bruker). Для всех спектров 

выполняли вычитание базовой линии с применением встроенного алгоритма rubber 

band correction (в том числе в варианте concave rubberband). Перед анализом спектры 

обрезали в диапазоне 300–1700 см⁻¹ и нормировали по времени накопления, если это 

требовалось. 

2.6.1 Алгоритм обработки и классификации спектров групп олигосахаридов 

Предварительную обработку ГКР-спектров олигосахаридов, представленных в 

главе 5, проводили в несколько этапов: 

1. Удаление выбросов методом изолирующего леса (Isolation Forest). Данный 

метод строит случайные деревья и использует метрики расстояния для 

обнаружения аномальных значений, что позволяет изолировать выбросы, 

оценивая, насколько легко можно отличить определенные точки данных от 

основного набора данных. Для исследуемого набора данных параметр 

загрязнения был установлен на уровне 0,1, то есть 10% точек данных были 

признаны выбросами и, соответственно, удалены. 

2. Фильтрация спектров с использованием фильтра Савицкого — Голея. 

Ключевыми параметрами были размер окна 9 (где каждая точка данных 

усреднялась с соседними точками в пределах 9-точечного окна) и 
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полиномиальный порядок 3, определяющий степень полинома, используемого 

для сглаживания. 

3. Коррекция базовой линии с помощью асимметричной сглаживающей 

фильтрации методом наименьших квадратов (Asymmetric Least Squares 

Smoothing, ALS). Этот метод корректирует базовую линию, устраняя 

систематические колебания интенсивности, не связанные с анализируемыми 

сигналами. Параметры включают λ, которая определяет степень подавления 

базовой линии, и p, регулирующий асимметрию для оптимизации сглаживания. 

4. Нормализация спектров методом стандартной нормальной вариации (Standard 

Normal Variation, SNV), который включает в себя расчет среднего значения и 

стандартного отклонения для каждого спектра, что позволило уменьшить 

систематические отклонения и повысить однородность данных.  

Визуализация. Для уменьшения размерности спектральных данных и учета 

основных направлений дисперсии в наборе данных использовался метод анализа 

главных компонент (Principal Component Analysis, PCA). Исходные спектры были 

организованы в виде матрицы, строки которой соответствовали отдельным 

измерениям, а столбцы отражали значения интенсивности при различных 

комбинационных сдвигах.  

Оценка перекрытия распределений интенсивностей спектров. Для сравнения 

спектров разных аналитов и установления статистической значимости наблюдаемых 

различий использовался бутстрэп-метод (bootstrap). Это непараметрический метод, 

который оценивает распределение статистического показателя, такого, как среднее 

значение, путем повторной выборки исходных данных с заменой. Процедура 

бутстрапирования представлена в работе [205]. 

Для классификации спектров и выбора наиболее информативных спектральных 

характеристик использовалась модель логистической регрессии (Logistic Regression, 

LR) с L1 регуляризацией. 
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Модель LR представлена следующим уравнением: 

𝑃(𝑦 = 1|𝑥) =
1

1 + 𝑒−(𝑤
𝑇𝑥+𝑏)

 

здесь: x — вектор признаков выборки; w — вектор весовых коэффициентов; b 

— свободный член. 

Функция потерь с L1 регуляризацией выражается следующим образом: 

𝐿(𝑤, 𝑏) = −∑[𝑦𝑖 ln 𝑃(𝑦𝑖|𝑥𝑖) + (1 − 𝑦𝑖) ln(1 − 𝑃(𝑦𝑖|𝑥𝑖))] + 𝜆∑|𝑤𝑗|

𝑝

𝑗=1

𝑛

𝑖=1

 

где: yi — метка класса для i-го образца (yi ∈ {0, 1}); λ — коэффициент 

регуляризации; p — количество признаков. 

Оптимальное значение гиперпараметра C = 1/λ было выбрано методом 

сеточного поиска (Grid Search) в диапазоне от 10−6 до 106.  

Оценка модели проводилась с помощью метрик классификации: 

• Точность (Accuracy): общая доля правильных прогнозов, дающая общее 

представление о производительности модели. Представляет собой долю 

правильно классифицированных экземпляров от общего числа экземпляров. 

𝐴 =
ИП+ИО

ИП+ИО+ЛП+ЛО
, где: ИП – истинно положительный результат, ИО – истинно 

отрицательный результат, ЛП – ложноположительный результат, ЛО – 

ложноотрицательный результат.  

• Специфичность (Precision): отношение истинных срабатываний к сумме 

истинных и ложных срабатываний, указывающее на точность модели при 

определении целевого класса. Определяет, сколько элементов, 

идентифицированных как положительные, являются действительно 

положительными. 𝑃 =
ИП

ИП+ЛП
 

• Чувствительность (Recall): доля истинных срабатываний от всех реальных 

срабатываний, измеряющая способность модели фиксировать соответствующие 
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экземпляры целевого класса. Указывает, сколько истинных срабатываний 

удается обнаружить модели. 𝑅 =
ИП

ИП+ЛО
  

• F1-Мера (F1-Score): Гармонический показатель точности и запоминания, 

предлагающий сбалансированный показатель для оценки производительности 

модели, особенно полезный при неравномерном распределении по классам. 

𝐹1 =
2(𝑃×𝑅)

𝑃+𝑅
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Глава 3. Определение высоты локализации ГКР-эффекта над 

поверхностью подложки 

Эффективное расстояние над поверхностью подложки, на которое 

распространяется ГКР-эффект, согласно существующим экспериментальным 

работам, составляет от единиц до нескольких десятков нм. Наблюдаемая разница 

может быть обусловлена отличиями в экспериментальных техниках. В частности, сам 

спейсер-слой, который активно используют в подобных работах, вносит искажения в 

оптическую систему, что отражается на результате всего измерения. Чтобы избежать 

таких искажений, предлагается использовать в качестве анализируемого вещества 

химически нейтральный газообразный азот воздуха. Это позволит исключить также и 

потенциальное химическое взаимодействие аналита с поверхностью подложки и 

сосредоточиться на определении величины только электромагнитного усиления. Для 

корректной интерпретации полученных результатов была разработана универсальная 

модель, описывающая ослабление ГКР-сигнала при удалении измерительного объема 

конфокального микроскопа от поверхности подложки.  Результаты данного раздела 

опубликованы в работе [206]. 

3.1 Моделирование и интерпретация Z-скана 

3.1.1 Базовая модель: свёртка прямоугольных профилей 

При Z-сканировании регистрируемая интенсивность сигнала определяется 

пространственным перекрытием области, содержащей рассеивающие молекулы, и 

измерительного объёма конфокального микроскопа. В общем случае измеряемый 

профиль может быть представлен как свёртка пространственного распределения 

образца с продольной компонентой функции рассеяния точки: 

 𝐼(𝑧) = 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑡 ∙ ∫ 𝑆𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒(𝑧 − 𝜉) ∙ 𝑃𝑆𝐹(𝜉)𝑑𝜉
+∞

−∞
  (3.1) 

где Sample(z) – истинное изображение образца (спектр); PSF(z) – профиль 

функции точечного рассеяния вдоль оси Z. 
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В рамках цилиндрической аппроксимации измерительного объёма (площадь 

основания SPSF, высота HPSF) и пренебрегая поперечными размерами образца по 

сравнению с SPSF, задача сводится к свёртке двух прямоугольных функций. 

Результатом является равнобедренная трапеция с высотой min(L, HPSF) и полусуммой 

оснований max(L, HPSF), где L — толщина слоя аналита (Рисунок 3.1). 

 

Рисунок 3.1 – Свёртки прямоугольных профилей аппаратной функции (ширина 

H) и образца (ширина L) для двух случаев: (i) H<<L (слева) и (ii) H>>L (справа) 

Профиль с наименьшей шириной может рассматриваться как аппаратная 

функция вне зависимости от того, описывает он профиль образца или измерительный 

цилиндр. Как видно из Рисунка 3.1, наибольшее перекрытие профилей аппаратной 

функции и образца (максимальная мощность излучения КР) при Z-сканировании 

достигается в случае, когда один из профилей находится полностью внутри другого. 

Координаты характерных точек для свертки двух прямоугольных профилей указаны 

в Таблице 3.1. 
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Таблица 3.1 – Координаты характерных точек для свертки двух прямоугольных 

профилей. 

 Z1 Z2 Z3 Z4 Z2-Z1 

Z4-Z3 

H<<L −
𝐿 + 𝐻

2
 −

𝐿 − 𝐻

2
 

𝐿 − 𝐻

2
 

𝐿 + 𝐻

2
 H 

H>>L −
𝐻 + 𝐿

2
 −

𝐻 − 𝐿

2
 

𝐻 − 𝐿

2
 

𝐻 + 𝐿

2
 L 

 

Из анализа формы профиля следуют два частных случая, имеющих 

методическое значение: 

• При HPSF≪L (толстый образец) удвоенная полуширина на полувысоте (HWHM) 

убывающего участка профиля определяет высоту измерительного цилиндра, 

т.е. реальное продольное разрешение микроскопа: 

 𝐻𝑝𝑠𝑓 = 2 ∙ 𝐻𝑊𝐻𝑀𝑍−𝑆𝑐𝑎𝑛  (3.2) 

• При HPSF≫L (тонкий образец) аналогичная величина даёт толщину слоя 

аналита: 

 𝐿𝑆𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒 = 2 ∙ 𝐻𝑊𝐻𝑀𝑍−𝑆𝑐𝑎𝑛  (3.3) 

3.1.2 Учёт внефокусного рассеяния 

Однако в реальной оптической системе при выходе измерительного цилиндра 

за пределы образца сигнал не обрывается резко, а спадает постепенно. Это 

обусловлено расфокусированным излучением возбуждения, распространяющимся за 

пределы PSF и частично проникающим через конфокальную диафрагму на детектор. 

Для количественного учёта данного эффекта принята следующая модель. 

Предполагается, что слой аналита в объёме измерительного цилиндра даёт 

сигнал, полностью регистрируемый детектором. Слои, прилегающие к основаниям 

цилиндра, вносят вклад пропорционально доле рассеянного излучения, попадающей 
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в апертуру. При этом полная мощность, испускаемая слоем в конусе лазерного пучка, 

не изменяется при перемещении объектива относительно образца. Доля 

регистрируемого излучения от тонкого слоя аналита оценивается как отношение 

мощности, испускаемой из области проекции фокального пятна на данный слой, к 

мощности, испускаемой из области фокального пятна внутри измерительного 

цилиндра. Распределение интенсивности в пучке аппроксимируется гауссовым 

(Рисунок 3.2а): 

 𝐼(𝜌) = 𝐼0 exp (
−2𝜌2

𝑤2 ) =
2𝑃

𝜋𝑤2
exp (

−2𝜌2

𝑤2 )  (3.4) 

где параметр w(z) изменяется при удалении от фокальной плоскости по закону 

дивергенции гауссова пучка: 

 𝑤(𝑧) = 𝑤0√1 + (
𝜆𝑧

𝜋𝑤0
2)
2
= 𝑤0√1 + (

𝑧𝑡𝑔𝜃

𝑤0
)
2
  (3.5) 

где z - осевое расстояние от фокуса луча (или "перетяжка"), w0 – радиус 

перетяжки, θ – угол расходимости гауссова луча за пределы фокальной точки.  

Поскольку распределение интенсивности в пучке близко к гауссову, данное 

отношение определяется сложнее, чем простое отношение площадей проекций. 

Понятие радиуса светового пятна R для гауссова пучка требует уточнения. 

Традиционно R определяют по падению интенсивности в e2 раз относительно центра 

(R=w), однако это не всегда корректно для энергетических оценок. Интегрирование 

гауссова профиля по кругу радиуса R даёт: 

 ∫ 𝑒
−2(

𝑟

𝑤
)
2

𝑅

0
𝑟𝑑𝑟 ∫ 𝑑𝜑 =

𝜋𝑤2

2
(1 − 𝑒

−2(
𝑅

𝑤
)
2

)
2𝜋

0
  (3.6) 

Результат интегрирования приведен на Рисунке 3.2б 

Полный интеграл по всей площади пятна (r от 0 до ∞) равен πw2/2. При 

равномерном распределении энергии по площади радиус пятна составил бы w/√2. 

Однако для гауссова профиля пятно радиуса w содержит лишь 86%, т.е. примерно 6/7; 

остальная 1/7 часть энергии сосредоточена в кольце с радиусами R1 = w  и R2 ~ 2w (см. 
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Рисунок 3.2б). При R = 2w практически вся энергия (99.96%) сосредоточена в пятне 

этого размера. Доля мощности света, приходящаяся на круглую апертуру радиуса R: 

 𝛿𝑃(𝑅) = 1 − 𝑒
−2(

𝑅

𝑤
)
2

 (3.7) 

 

Рисунок 3.2 - (a) Параметры Гауссового пучка; (б) Доля мощности гауссового 

пучка, содержащаяся в пятне, ограниченном апертурами с различными радиусами 

Указанное полностью применимо к размеру фокального пятна 

сфокусированного гауссова пучка. Если длину каустики гауссова пучка (то есть 

высоту измерительного цилиндра) принять равной конфокальному параметру b=2ZR 

(ZR – длина зоны Рэлея), то RZR=21/2w0, и пятно данного радиуса содержит ~98% общей 

мощности. Отношение ρ=R/w0 принимается в качестве подгоночного параметра, 

значение которого может варьироваться для настройки модели. 

Угол сходимости пучка после объектива (2θ) определяется числовой апертурой; 

для воздушного объектива: 

 𝑡𝑔(𝜃0) =
𝑁𝐴

√1−𝑁𝐴2
  (3.8) 

Отсюда: 

 𝑡𝑔(𝜃0) =
2𝑅0

𝐻0
= 𝜌

2𝑤00

𝐻0
  (3.9) 

где w00 – параметр гауссова пучка в воздухе): 

Следовательно, высота измерительного цилиндра в воздухе: 

 𝐻0 =
2𝑅0

𝑡𝑔(𝜃0)
= 𝜌

2𝑤00

𝑁𝐴
∙ √1 − 𝑁𝐴2  (3.10) 
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Аналогично HPSF в аналите оценивается через диаметр фокального пятна (2R) и 

числовую апертуру объектива: 

 𝐻𝑝𝑠𝑓 =
2R

𝑁𝐴
∙ √𝑛2 −𝑁𝐴2 , 𝐻𝑝𝑠𝑓 =

2𝑤0

𝑁𝐴
∙ ρ ∙ √𝑛2 −𝑁𝐴2  (3.11) 

Для сравнения мощности, поступающей из различных слоёв аналита, доля 

излучения от слоя записывается как отношение мощности из проекции фокального 

пятна на данный слой к полной мощности в тонком слое внутри измерительного 

цилиндра: 

 𝛿𝐸 =
∫ ∫ 𝐼0(𝑧)𝑒

−
𝑟2

𝑤(𝑧)2𝑅
0

2𝜋
0 𝑑𝜑𝑟𝑑𝑟

∫ ∫ 𝐼0(𝑧=0)𝑒
−
𝑟2

𝑤0
2𝑅

0
2𝜋
0 𝑑𝜑𝑟𝑑𝑟

=
𝑤0

2

𝑤(𝑧)2
∙
∫ 𝑒

−
𝑟2

𝑤(𝑧)2𝑟𝑑𝑟
𝑅
0

∫ 𝑒
−
𝑟2

𝑤0
2
𝑟𝑑𝑟

𝑅
0

=
𝑤0

2

𝑤(𝑧)2
𝑤(𝑧)2

𝑤02
1−𝑒

−
𝑅2

𝑤(𝑧)2

1−𝑒
−
𝑅2

𝑤0
2

=
1−𝑒

−
𝑅2

𝑤(𝑧)2

1−𝑒
−
𝑅2

𝑤0
2

   (3.12) 

где R - радиус фокального пятна (может совпадать с w0, а может и отличаться в 

общем случае), w0 - гауссов параметр сфокусированного пучка, а для w(z) 

определяется формулой 3.5.  

Таким образом, только если показатель экспоненты в (3.12) мал и её можно 

разложить в ряд (𝑒−𝑥 = 1 − 𝑥 +⋯), тогда доля излучения, идущая из слоя, может 

быть выражена как отношение площадей: 

 𝛿𝐸 =
1−𝑒

−
𝑅2

𝑤(𝑧)2

1−𝑒
−
𝑅2

𝑤0
2

≈

𝑅2

𝑤(𝑧)2

𝑅2

𝑤0
2

=
𝑤0

2

𝑤(𝑧)2
=

1

1+(
𝑧𝑡𝑔𝜃

𝑤0
)
2  (3.13) 

Данный случай соответствует либо равномерно освещённому пятну, либо 

отдаленным слоям, где радиус пучка становится настолько большим, что 

освещённость в окрестности центра пятна может считаться постоянной. 

Учитывая все вышеизложенные нюансы, при Z-сканировании в зависимость 

регистрируемого сигнала от Z дают вклады интегралы вида: 

∫
𝑤0
2

[(𝑤0+𝑟)+𝐶∙𝑥]
2
∙ 𝑑𝑥 =

𝐵−𝐴

(1+
𝑟

𝑤0
+
𝐶

𝑤0
𝐵)∙(1+

𝑟

𝑤0
+
𝐶

𝑤0
𝐴)

𝐵

𝐴
   (3.14) 

Пределы интегрирования (А, В) зависят от толщины слоя аналита и 

расположения измерительного цилиндра относительно него. Параметры r и С 

определяются так: 
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𝑟 = {
0                          , Z < H0 
(𝑍 − 𝐻0) ∙ 𝑡𝑔𝛼0, Z > H0  

𝐶 = 𝑡𝑔𝛼 =
2𝑅

𝐻

    (3.15) 

Случай Z>H0 соответствует перемещению измерительного цилиндра вверх от 

поверхности образца (H0 - высота измерительного цилиндра в воздухе). 

3.1.3 Модель толстого слоя (L>H) 

Максимальный сигнал из измерительного цилиндра определяется его высотой: 

 𝐸0 = 𝑃0 ∙ 𝐻 ∙
𝑛

𝑐
  (3.16) 

где Р0 – мощность возбуждающего излучения, с – скорость света в вакууме, n – 

показатель преломления аналита. 

Толщина образца не входит в модель как варьируемый параметр, поскольку 

вклад слоёв, удалённых более чем на H от основания цилиндра, не превышает 10%. 

Профиль сигнала описывается кусочной функцией, учитывающей три характерных 

положения цилиндра относительно поверхности образца, как показано на 

Рисунке 3.3а: погружение в слой образца, касание нижней границей цилиндра 

поверхности образца, удаление от поверхности образца. 

𝐸(𝑍) = 𝐸0 ∙

{
  
 

  
 (1 +

𝐿
𝐻⁄

1+2∙(𝐿 𝐻⁄ )
) +

|𝑍|
𝐻⁄

1+2∙(
|𝑍|

𝐻⁄ )
,   − 𝑍0 ≤ 𝑍 ≤ 0;  |𝑍0| ≪ 𝐿

(1 +
𝐿
𝐻⁄

1+2∙(𝐿 𝐻⁄ )
) −

𝑍

𝐻
,   0 ≤ 𝑍 ≤ 𝐻

𝐿
𝐻⁄

(1−2(𝑍 𝐻⁄ ))∙(1−2
𝑍+𝐿

𝐻
)
,     𝑍 ≥ 𝐻

  (3.17) 

3.1.4 Модель тонкого слоя (L<H) 

Максимальный сигнал из измерительного цилиндра пропорционален толщине 

слоя: 

 𝐸0 = 𝑃0 ∙ 𝐿 ∙
𝑛

𝑐
  (3.18) 
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Формула охватывает все конфигурации взаимного расположения (см. Рисунок 

3.3б): погружение цилиндра в слой, касание поверхности, выход за пределы слоя. 

 𝐸(𝑍) = 𝐸0 ∙

{
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

1

(1−2(
(𝑍+𝐿)

𝐻0
⁄ ))∙(1−2(

(𝑍+𝐿)
𝐻0
⁄ −

𝐿

𝐻
))

,    𝑍 ≤ −𝐿

𝐿+𝑍

𝐿
−

𝑍
𝐿⁄

1−2
𝑍

𝐻

,   − 𝐿 ≤ 𝑍 ≤ 0;  

1,                                         0 ≤ 𝑍 ≤ 𝐻0 − 𝐿

[
𝐻0−𝑍

𝐿
+

1+
(𝑍−𝐻0)

𝐿⁄

1+2∙(
(𝑍−𝐻0+𝐿)

𝐻⁄ )
],   𝐻0 − 𝐿 ≤ 𝑍 ≤ 𝐻0

1

(1−2(𝑍 𝐻0
⁄ ))∙(1−2(

𝑍

𝐻0
+
𝐿

𝐻
))

,     𝑍 ≥ 𝐻0

 (3.19) 

 

Рисунок 3.3 – Положения измерительного цилиндра относительно образца для 

модели (а) толстого и (б) тонкого слоя 

3.1.5 Итерационный алгоритм варьирования параметров модели 

Для интерпретации экспериментальных Z-профилей использована 

итерационная процедура аппроксимации в среде MathCad. Варьируемые параметры: 

амплитуда сигнала E0, высота измерительного цилиндра H, толщина слоя L, 

отношение радиуса пятна к радиусу перетяжки ρ=R/w0, базовая линия y0, нулевой 

дрейф Z0 (положение максимума профиля). Любой параметр может быть фиксирован. 

Начальные приближения определяются из предварительного анализа 
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экспериментального профиля; итерации продолжаются до достижения заданной 

точности (5%). 

Таким образом, разработанная модель позволяет: (i) определять реальное 

продольное разрешение конфокальной схемы по образцу известной толщины; 

(ii) оценивать эффективную толщину слоя локализации ГКР-эффекта на 

наноструктурированной подложке путём сравнения экспериментального профиля Z-

скана с модельным с учётом внефокусного рассеяния. 

3.1.6 Валидация модели на известных данных 

Для валидации модели использованы экспериментальные данные работы [207], 

полученные на рамановском микроскопе Renishaw при различной конфокальности 

(комбинация объективов с диафрагмами различного размера, возбуждение 785 нм). 

Измерения проводились на пластине кремния Si (100) путём погружения перетяжки 

лазерного пучка в толщу образца с последующим удалением от поверхности. 

Изменение конфокальности приводило к вариации размера измерительного объёма и, 

соответственно, продольного разрешения, что отражалось в ширине 

экспериментальных Z-профилей (Рис. 3.4, а, г, ж, к). 

Оцифрованные данные аппроксимировались двумя моделями: крылом контура 

Лоренца (литературный подход [156–160]) и выражением (3.17) разработанной 

модели для толстого слоя. Поскольку полная ширина на полувысоте (FWHM) 

профиля Z-скана в модели толстого слоя равна высоте измерительного цилиндра H, 

сопоставлялись: экспериментальная FWHM, аппроксимируемый параметр H 

(предлагаемая модель) и аппроксимируемая FWHM (крыло контура Лоренца). 

Результаты аппроксимации представлены на Рисунке 3.4. Разработанная модель 

удовлетворительно описывает экспериментальные профили во всех случаях; 

практически всегда (за исключением Рис. 3.4г) значения H оказываются ближе к 

экспериментальной FWHM, чем параметры аппроксимации контуром Лоренца. 
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Отмечается тенденция улучшения точности описания экспериментальных данных 

разработанной моделью с повышением аксиального разрешения. 

 

Рисунок 3.4 - Данные RENISHAW [207] (левая колонка: а,г,ж,к), аппроксимация 

моделью (средняя колонка:б,д,з,л), аппроксимация Лоренцем (правая колонка: 

в,е,и,м). Длина волны возбуждающего лазера 785 нм, параметры объектива и 

конфокальность указаны на картинках левой колонки 
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Проведённая валидация обосновывает применение модели для интерпретации 

собственных экспериментальных данных. 

3.2 Измерение и обработка Z-сканов кремния и азота 

На Рисунке 3.5 представлена эволюция спектров кремния и азота при удалении 

измерительного объема объектива от поверхности подложек. На вставках 

представлена увеличенная спектральная область с пиком, по которому проводился 

расчет. Соответственно, для кремния - 530 см-1 (характеристический пик кремния), для 

азота - 2328 см-1 (частотная область вблизи максимума Q-ветви молекулярного азота 

при комнатной температуре [208]). 

 

Рисунок 3.5 – (а) Спектры кремния, измеренные при последовательном 

удалении объектива от кремниевой пластины; (б) спектры азота воздуха, измеренные 

при последовательном удалении объектива от поверхности ГКР-подложки Ag#G. 

Зеленой стрелкой показано направление движения вдоль оптической оси микроскопа 

Z от поверхности подложек 

Обработка экспериментальных спектров для всех перемещений Z позволяет 

построить профили Z-скана (Рисунок 3.6). Профиль Z-скана от толстой кремниевой 

пластины показан на Рисунке 3.6а. Измерительный цилиндр микроскопа был 

полностью погружен в материал пластины, и далее фокальная плоскость объектива 
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перемещалась вверх от поверхности образца. Значение коэффициента детерминации 

R2=0.99 указывает, что эксперимент хорошо описывается предложенной моделью для 

толстого слоя. Из подгонки экспериментального профиля Z-скана Si модельным 

профилем (3.17) получается значение высоты измерительного цилиндра Н=1.4 мкм. 

Учитывая величину показателя преломления кристаллического кремния (n=3.4), 

получаем значение высоты измерительного цилиндра в воздухе H0:  

𝐻0 =
𝐻

𝑛
≈ 410 нм 

 

Рисунок 3.6 - Экспериментальные (кружки) и модельные (красные линии) 

профили Z-скана кремния (a) и азота (b) 

Профиль Z-скана от ГКР-слоя азота показан на Рисунке 3.7б. В принятой модели 

измерительный цилиндр частично перекрывал приповерхностный слой воздуха над 

подложкой. Далее фокальная плоскость объектива перемещалась вверх от 

поверхности образца. Полученное значение R2=0.93 также свидетельствует о 

достаточно хорошем совпадении предлагаемой модели с экспериментом. Из подгонки 

экспериментального профиля Z-скана азота модельным профилем (3.19) получается 

значение толщины ГКР-слоя порядка 140±10 нм при высоте измерительного цилиндра 

Н0=410 нм. 

Предложенный подход применим к планарным ГКР-активным подложкам, 

исследуемым в конфокальной геометрии, и позволяет оценивать усиливающие 
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эффекты подложки по Z-скану сигнала азота воздуха. Показано, что для 

наноструктурированных серебряных подложек, полученных методом электронно-

лучевого напыления в вакууме, область локализации ГКР-эффекта составляет 140±10 

нм, что существенно превышает ранее известные теоретические и экспериментальные 

оценки. 
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Глава 4. Исследование влияния физических способов пробоподготовки 

высокомолекулярного аналита на результат ГКР-анализа  

Результаты данного раздела опубликованы в работах [209,210]. 

4.1 Лазерное воздействие на водный раствор миоглобина 

Согласно литературным данным, воздействие сфокусированного импульсного 

лазерного излучения на белковые растворы может приводить к формированию 

белковых кристаллов в объеме. Однако такой эффект ранее не наблюдали для 

белковых растворов в концентрациях единиц микрограмм и меньше. В силу 

конфигурации эксперимента объем белкового раствора ограничивался каплей 3 мкл. 

Поскольку диаметр используемого в работе лазерного луча в фокальной плоскости 

составляет порядка 1 мкм, для освещения капли диаметром 1.5 - 2 мм использовали 

расфокусированный лазерный луч. 

В результате высушивания капель растворов миоглобина в концентрациях 

1 мкг/мл и 10 нг/мл на воздухе и под воздействием лазерного излучения было 

получено три типа осадков. Осадок типа 1 был принят в качестве контроля; он 

представляет собой аморфный агломерат белка и является типичным для 

концентраций белка в растворе менее 100 мкг/мл при высушивании на воздухе. 

Данный тип осадка наблюдался при высушивании растворов в обеих используемых 

концентрациях. В отличие от контроля, при лазерном воздействии на каплю аналита 

наблюдается формирование двух типов структур, которые мы первично обозначим 

как кристаллические, характер которых зависит от концентрации белка в растворе. 

Для миоглобина в концентрации 1 мкг/мл характерно формирование ограненных 

кристаллов - тип 2. В случае понижения концентрации миоглобина до 10 нг/мл 

наблюдается формирование кристаллических точек, которые обозначены как тип 3. 

Оптические фотографии, полученные на конфокальном микроскопе, и 

соответствующие усредненные ГКР-спектры с учетом среднеквадратичного 

отклонения для каждого типа представлены на Рисунке 4.1 
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Рисунок 4.1 – Оптическое изображение типов осадков миоглобина: (а) Тип 1 - 

при высушивании на воздухе; (б) Тип 2 - при высушивании лазером растворов с 

концентрацией 1 мкг/мл; (в) Тип 3 - при высушивании лазером растворов с 

концентрацией 10 нг/мл; (г, д) ГКР-спектры, соответствующие каждому типу осадка 

миоглобина 

Спектры типа 2 и 3 демонстрируют усиление на порядок по сравнению с 

контрольным спектром типа 1. Наблюдаемое сужение и появление новых полос 

колебаний в типе 2 и 3 указывает на упорядочение структуры белка с формированием 

кристаллической структуры ближнего порядка [211,212].  

В спектрах всех трех типов есть общие полосы: 763-770, 1051-1056, 1299-1301, 

1467-1468 см-1, которые соответствуют колебанию индольного кольца триптофана 

[213], растяжению С-N связи в глутамине и лизине [214], деформацией 

порфиринового кольца [213] и "ножничковому" колебанию CH2 в лизине [214]. 

Можно предположить, что упорядочение пространственной структуры миоглобина 
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происходит именно через данные аминокислоты. Увеличение амплитуды 

деформационного колебания порфиринового кольца, в типах 2 и 3 по сравнению с 1, 

указывает на развертывание белковых молекул. Высокоамплитудные колебания 

спектров 2 и 3 типа в низкочастотной области 200 - 700 см-1 соответствуют 

деформации гема (heme) в плоскости и растяжению связи Fe-N в порфириновом 

кольце [215], что указывает на перестройку третичной структуры миоглобина. 

Появление колебания 915 см-1 в типе 2 соответствует растяжению C-C связи 

глутаминовой кислоты [214]. Интенсивность данной полосы обусловлена большим 

содержанием глутаминовой кислоты в миоглобине: 21 единица на молекулу [192]. 

Колебания амида I в области 1640 - 1678 см-1 для типов 2 и 3 указывают на изменения 

во вторичной структуре белка, а именно изменение ориентации амидных групп 

относительно поверхности подложки [198].  

Известно, что поверхность серебра в воде имеет положительный заряд 

[214,216]. Поскольку аналитом является водный раствор миоглобина, можно 

предположить, что молекулы будут ориентироваться отрицательно заряженными 

частями. В случае миоглобина это глутаминовая и аспарагиновая кислоты, 

ароматические аминокислоты фенилаланин, тирозин и триптофан с локализацией 

отрицательного заряда благодаря π-распределенным орбиталям в ароматической 

системе, а также и серосодержащий метионин. Для оценки ориентации молекулы 

миоглобина при высушивании аналита на воздухе была использована модель из RCSB 

Protein Data Bank [217], где цветом обозначены области, где сконцентрированы 

перечисленные аминокислоты (Рисунок 4.2). 

В спектре высушенного на воздухе миоглобина (тип 1) проявляются полосы 

колебаний всех перечисленных аминокислот: отрицательно заряженных Glu при 1066, 

1252, 1352 и Asp при 927 см-1, ароматических Phe при 1052 см-1, Tyr при 854 и 1607 

см-1 и Trp при 892 и 1352 см-1, а также серосодержащего Met при 627 и 1352 см-1. 

Полоса Met при 627 см-1 непосредственно обусловлена колебаниями С-S. Она 
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характеризуется низкой амплитудой из-за малого содержания метионина в молекуле 

миоглобина, всего 3 единицы на молекулу [192].  

 

Рисунок 4.2 – Предполагаемая ориентация молекул миоглобина относительно 

Ag ГКР-активного субстрата при воздушной сушке: (а) вид спереди и (б) вид сзади. 

Красный — Met; оранжевый — дипептиды Ala–Ala, Leu–Gly, Pro–Leu и Ala–Gln; 

синий — Asp и Glu; зеленый — Phe, Trp и Tyr. Гем показан в виде скелета 

Из рисунка 4.2 видно, что Met и гем определяют поворот молекулы 

относительно подложки, потому что они расположены однозначно, особенно Met, 

единственный у поверхности. Два других метионина находятся внутри молекулы и в 

такой проекции не видны. 

Полученные аморфные и кристаллические объекты были охарактеризованы с 

помощью АСМ и профилометрии. На Рисунке 4.3 представлены типичные 

изображения и профили поперечного сечения исследуемых объектов. Из профилей 

сечения видно, что высота аморфных агломератов (тип 1) и кристаллических точек 

(тип 3) составляет 145±5 нм, кристаллов (тип 2) - 200-250 нм.  
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Рисунок 4.3 – Типичные изображения аморфных агломератов: (а) АСМ 

изображение Типа 1; (б) оптическое изображение кристалла Типа 2; (в) АСМ 

изображение кристаллических точек Типа 3 и соответствующие профили сечений (г, 

д, е). На АСМ и оптическом изображениях линиями указаны прямые, вдоль которых 

извлекался профиль сечения. Цвет линии соответствует цвету профиля 

Полученные значения высоты объектов сопоставимы или превышают 

эффективную область локализации ГКР-эффекта (140±10 нм). Следовательно, 

увеличение интенсивности сигнала не может быть объяснено исключительно 

увеличением общего количества вещества в измерительном объеме и связано с 

изменением распределения молекул, их ориентацией и характером взаимодействия с 

подложкой. Это позволяет исключить простой геометрический фактор как 

единственную причину роста сигнала и указывает на более сложный характер 

изменений в системе. 

Полученные данные позволяют предположить, что рост сигнала связан с 

изменением контакта белковых молекул с серебряной поверхностью при локальном 

нагреве и управляемом испарении растворителя. Лазерное воздействие может 

способствовать формированию более плотного контакта молекул с подложкой, 



89 

 

 

изменению их ориентации относительно поверхности, а также частичной перестройке 

надмолекулярной организации белка в процессе кристаллизации. Поскольку 

интенсивность ГКР-усиления резко убывает с расстоянием между молекулой и 

металлической поверхностью, даже незначительное уменьшение среднего расстояния 

адсорбированных молекул до подложки может приводить к существенному росту 

сигнала. 

Кроме того, нельзя исключать вклад изменений локального диэлектрического 

окружения и перераспределения ближнего электромагнитного поля в области 

контакта белкового кристалла с металлической структурой. Формирование более 

упорядоченных областей может модифицировать условия возбуждения локальных 

плазмонных резонансов и тем самым дополнительно усиливать регистрируемый 

сигнал. Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о том, что лазерно-

индуцированная сушка является инструментом управления молекулярной 

организацией и характером адсорбции белка, что отражается на эффективности ГКР-

анализа. 

4.2 Предварительная обработка стеклянной основы подложек Ag#G 

В литературном обзоре было отмечено, что использование ультразвукового 

воздействия в процессе пробоподготовки аналита для ГКР-анализа может быть 

сопряжено с особенностями морфологии ГКР-подложки. Для этого была проведена 

предварительная обработка стеклянной основы по двум технологиям, описанным в 

разделе 2.5.2 настоящей диссертации. Затем, на обработанные предметные стекла 

стандартно напыляли слой серебра, который повторял характерные особенности 

морфологии основы. Параметры шероховатости полученных поверхностей 

исследовали с помощью АСМ. В качестве контроля принимается ГКР-подложка без 

предварительной обработки стекла. На Рисунке 4.4 приведены АСМ-изображения 

поверхности получившихся структур, а в Таблице 4.2 представлены основные 

параметры шероховатости. 
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Рисунок 4.4 – АСМ изображения поверхности ГКР-подложек Ag#G (а) без 

предварительной обработки стеклянной основы и с предварительной обработкой 

стеклянной основы (б) по методу I, (в) по методу II 

Таблица 4.2 – Основные параметры шероховатости ГКР-подложек Ag#G после 

предварительной обработки стеклянной основы. 

 Rq, нм R3z, нм Rku Rsk λa, нм 

Контроль 3.2±0.2 9±3 62±11 4.7±1.3 120±30 

Метод I 1.2±0.3 6±1.5 81±18 7.5±1.8 60±20 

Метод II 0.9±0.2 5.9±1.2 7.9±2 1.1±0.3 100±30 

 Поверхность, подвергнутая обработке различными методами очистки, 

демонстрирует принципиально различный характер морфологии, что отражается в 

системе статистических параметров шероховатости по ISO 21920-2:2021. 

Высокое значение Rku свидетельствует о наличии редких выраженных 

экстремумов профиля, тогда как снижение Rku сопровождается формированием более 

сглаженного рельефа с меньшим числом острых локальных выступов.  

Контроль характеризуется выраженной положительной асимметрией профиля 

(Rsk = 4.7 ± 1.3 > 0) и аномально высоким эксцессом (Rku = 62 ± 11 >> 3), что 

свидетельствует о наличии редких выраженных экстремумов профиля с 

преобладанием острых выступов над впадинами. Значительная величина 

среднеквадратичного отклонения (Rq = 3.2 ± 0,2 нм) и базовой глубины шероховатости 
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(R3z = 9 ± 3 нм) указывают на развитый рельеф с выраженной вертикальной 

дисперсией. Относительно малая средняя длина волны профиля (λa = 120 ± 30 нм) 

обусловливает высокую латеральную плотность неровностей, формирующих 

псевдопериодическую структуру острых нановыступов. 

Метод очистки I индуцирует трансформацию профиля в направлении ещё более 

контрастной структуры: асимметрия возрастает до Rsk = 7.5 ± 1,8, а эксцесс достигает 

экстремального значения Rku = 81 ± 18. При существенном снижении амплитудных 

параметров (Rq = 1.2 ± 0,3 нм, R3z = 6 ± 1.5 нм) наблюдается минимизация λa = 60 ± 20 

нм, что указывает на формирование диспергированной системы изолированных 

наномасштабных дефектов на наноразмерном гладком фоне. 

Метод очистки II обеспечивает качественно иной тип поверхностной 

структуры. Снижение асимметрии до Rsk = 1.1 ± 0,3 и эксцесса до Rku = 7.9 ± 2, близких 

к параметрам нормального распределения, свидетельствует о переходе к более 

сглаженному рельефу с меньшим числом острых локальных выступов. Минимальные 

значения Rq = 0.9 ± 0.2 нм и R3z = 5.9 ± 1.2 нм при увеличенной λa = 100 ± 30 нм 

указывают на формирование плавного волнообразного рельефа с низкой 

вертикальной дисперсией и повышенной латеральной корреляцией неровностей.  

4.3 Ультразвуковое воздействие на водный раствор миоглобина 

После того, как морфология подложек была охарактеризована АСМ, на все три 

типа поверхности наносили раствор миоглобина в концентрации 1 мкг/мл и 

проводили пробоподготовку с использованием ультразвука. На систему 

аналит/подложка/пьезоэлемент подавались акустические волны частотой 47 и 

580 кГц. После полного высыхания образцов на подложке формировался сухой 

осадок. В процессе проведения экспериментов было установлено, что ультразвуковое 

воздействие способствует более быстрому высыханию аналитов – время 

пробоподготовки сокращается с 30 до 4 – 7 минут. Из сформированных осадков были 

измерены ГКР-спектры. Оптические изображения осадков и полученные ГКР-
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спектры представлены на Рисунке 4.5. Для сравнения спектры приведены в одном 

масштабе. 

 

Рисунок 4.5 – Осадок миоглобина после пробоподготовки с использованием 

ультразвука (47 и 580 кГц). Оптические изображения (а,б); ГКР-спектры: Тип 1 (в), 

Тип 2 (г), Тип 3 (д), Тип 4 (е) 
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Внешний вид осадков миоглобина, полученных на разных поверхностях, не 

отличался в оптический микроскоп. В связи с этим на Рисунке 4.5 (а, б) приведены 

типичные изображения сформированных осадков. На всех трех типах поверхности 

наблюдался набор ГКР-спектров, который был разделен на 4 типа по следующим 

критериям: положению центра масс спектра в диапазоне 300–1700 см⁻1 и 

соотношению интенсивностей колебательных полос миоглобина. 

• Тип 1: центр масс спектра расположен в середине спектрального интервала, все 

колебательные полосы имеют амплитуду одного порядка, в центре интервала 

наблюдается интенсивная колебательная полоса на порядок больше остальных.  

• Тип 2: центр масс спектра смещен от середины спектрального интервала в 

высокочастотную область, колебательные полосы имеют интенсивность одного 

порядка.  

• Тип 3: центр масс спектра расположен в середине спектрального интервала, все 

колебательные полосы имеют амплитуду одного порядка, кратно меньшую, чем 

для Типов 1 и 2.  

• Тип 4: центр масс спектра расположен в середине спектрального интервала, 

огибающая амплитуд колебательных полос представляет собой 

колоколообразную кривую, интенсивность колебаний одного порядка, 

сопоставима с Типом 2. 

Сужение и усиление колебательной полосы 996 см-1 в Типе 1 указывает на 

формирование белковых кристаллов, аналогично спектрам после пробоподготовки с 

использованием лазерного воздействия. Также на оптических изображениях (Рисунок 

4.5 а, б) наблюдаются кристаллические точки, в которых наблюдался спектр Типа 1. 

Аналогичный эффект наблюдался при высушивании с использованием лазера 

(Рисунок 4.1 в, д). В целом анализ колебательных полос всех 4-х типов спектров 

указывает на конформацию миоглобина процессе пробоподготовки. Наблюдаются 

как общие колебания, например на частотах 750 - 880 и 1050 - 1070 см-1, так и 
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индивидуальные для каждого типа, например в низкочастотной области 450 - 700 см-1 

для типов 1 и 4, и в высокочастотной области 1600 - 1700 см-1 для Типа 2. 

Возникновение колебаний в низкочастотной области указывает на деформацию гема 

(порфиринового кольца) внутри молекулы миоглобина в процессе взаимодействия с 

поверхностью ГКР-подложки. Область 1600–1700 см-1 включает колебания Амид I, а 

также высокочастотные моды порфиринового кольца гема. Эти полосы 

чувствительны к вторичной структуре белка, ориентации молекулы и 

взаимодействию с металлической поверхностью. 

В качестве контроля измерен КР-спектр миоглобина в концентрации 1 мг/мл на 

стекле и ГКР-спектр миоглобина в концентрации 1 мкг/мл на подложке Ag#G без 

ультразвукового воздействия. Результирующие спектры представлены на 

Рисунке 4.6. КР-спектры стекла содержат полосы при 365, 558 и 1300 см⁻1; КР-

спектры миоглобина на стекле – дополнительные пики при 770, 1010 и 1259 см⁻1. 

Также на Рисунке 4.6в представлен спектр миоглобина в концентрации 1 мкг/мл на 

ГКР-подложке, который отличается от типов спектров, полученных после 

ультразвуковой обработки аналита, как общей интенсивностью, так и основным 

набором полос колебаний. 

 

Рисунок 4.6 – (а) КР-спектр покровного стекла, (б) КР-спектр 1 мг/мл 

миоглобина, высушенного на покровном стекле, (в) ГКР-спектр 1 мкг/мл миоглобина, 

высушенного без дополнительного воздействия на подложке Ag#G 



95 

 

 

Для детального анализа составлена Таблица 4.3, в которой представлены 

основные полосы колебаний ГКР-спектров Типов 1–4, полученные при 

ультразвуковом воздействии, а также контрольный спектр миоглобина, полученный 

высушиванием на ГКР-подложке Ag#G без дополнительной обработки и 

ультразвукового воздействия.   

Таблица 4.3 – Основные полосы колебаний ГКР-спектров миоглобина и их 

интенсивность. 

Полоса 

колебания, см-1 

Интенсивность, отн.ед. 

Контроль Тип 1 Тип 2 Тип 3 Тип 4 

427 303    395 

459  441    

536 233    218 

542  137  156  

627     130 

634  300    

640   122   

703     156 

749  195  221  

775 486 157  208 837 

794     601 

865  199  204  

882   323   

896 239     

929     299 

996  2118    

1053    212 790 

1059  246    

1063 335     

1066   563   

1071     533 
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Полоса 

колебания, см-1 

Интенсивность, отн.ед. 

Контроль Тип 1 Тип 2 Тип 3 Тип 4 

1079 321     

1090  151    

1126   830   

1142     140 

1193   97   

1205  127    

1255    140  

1302   603   

1354 362   131  

1362  179   540 

1449   991   

1470  140 546 181 503 

1476 299     

1609   97   

1617 170     

1625    127  

1656   130   

Сопоставление с контрольным спектром показывает, что ультразвуковая 

обработка не просто усиливает существующие полосы, а качественно 

трансформирует спектральный отклик: 

• Тип 1: активация новой полосы 996 см-1 при одновременном подавлении полос 

775 и 1470 см⁻1, присутствующих в спектрах всех типов. Это указывает на 

строгую ориентационную селекцию определённой моды вследствие 

кристаллизации молекул миоглобина; 

• Тип 2: перераспределение интенсивности в высокочастотную область без 

экстремальных пиков – умеренное ориентационное упорядочение; 
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• Тип 3: общее ослабление всех полос – аморфный осадок и случайная ориентация 

молекул относительно подложки; 

• Тип 4: спектр, ближайший к контрольному по набору полос, но с 

перераспределением интенсивностей – поликристаллический осадок со 

случайной ориентацией молекул относительно подложки. 

В качестве возможного механизма усиления полос 996 см-1 в спектре Типа 1 

может быть рассмотрена гипотеза о модификации контура плазмонного резонанса 

ГКР-подложки. Изменение рельефа поверхности в процессе предварительной 

обработки стеклянной основы подложек модифицирует условия формирования 

серебряной плёнки при электронно-лучевом напылении: агломераты серебра, 

образующие плёнку, формируются на подложке с развитой наноразмерной 

шероховатостью, что может приводить к изменению резонансных свойств 

металлической поверхности. В частности, спектр плазмонного резонанса, 

ответственного за электромагнитный механизм усиления ГКР, может претерпевать 

сдвиг, расщепление или появление дополнительных резонансных структур — плеч 

или отдельных пиков. Подобные эффекты, связанные с управлением плазмонными 

свойствами наноструктурированных металлических поверхностей, широко описаны в 

литературе и используются для создания ГКР-активных подложек со специальными 

характеристиками [218,219].  

Если допустить, что на подложках после предварительной обработки возникает 

дополнительный плазмонный резонанс на длине волны λ = 851,6 нм, то при 

возбуждении излучением λex = 785 нм данный резонанс попадёт в резонанс с 

комбинационной полосой при 996 см⁻¹ (поскольку 1/785 − 1/851,6 ≈ 996 см-1 в 

обратных сантиметрах). В этом случае усиление полосы 996 см⁻¹ имело бы чисто 

электромагнитную природу: оно обусловливалось бы резонансным совпадением 

длины волны рассеянного излучения с дополнительным плазмонным пиком 

подложки. Следствием данной гипотезы является обязательная зависимость 
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усиленных спектров от длины волны возбуждения: при переходе к другой λex 

резонансное условие нарушалось бы, и спектры Типа 1 должны были либо 

качественно измениться, либо исчезнуть. 

Для экспериментальной проверки данной гипотезы ГКР-спектры миоглобина 

были измерены при двух длинах волны возбуждающего излучения: λex = 785 нм и 

λex = 532 нм.  Всего получено 263 ГКР-спектра при следующих условиях: (i) две длины 

волны возбуждающего излучения (532 нм и 785 нм); (ii) три метода подготовки 

поверхности подложки перед нанесением серебра: без предобработки, метод I, метод 

II; (iii) две частоты ультразвука при осаждении миоглобина: 47 кГц и 580 кГц. Вся 

совокупность ГКР-спектров была проанализирована, и процентное содержание 

спектров каждого типа в общем числе спектров было определено для каждого метода 

обработки/очистки стеклянных подложек и для каждой частоты ультразвукового 

воздействия при осаждении капель аналита. Результаты анализа приведены в Таблице 

4.4. 

Таблица 4.4 – Процентное содержание спектров каждого типа в общем числе 

спектров. 

Длина 

волны, нм 

Метод 

предобработки 

Частота ультразвукового осаждения 

580 кГц 47 кГц 

Тип ГКР-спектра Тип ГКР-спектра 

1 2 3 4 1 & 2 3 & 4 

785 

1 46% 25% 29% 0% 0% 100% 

2 29% 13% 58% 0% 0% 100% 

Без 

предобработки 
44% 0% 56% 0% 17% 83% 0% 

532 

1 12% 24% 64% 0% 0% 100% 

2 9% 4% 87% 0% 0% 100% 

Без 

предобработки 
22% 78% 0% 50% 50% 0% 
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Результаты показали, что введённая типология спектров сохраняется при обеих 

длинах волн: спектры Типа 1 регистрируются как при λex = 785 нм, так и при λex = 532 

нм. Поскольку при λex = 532 нм резонансное условие λ = 851,6 нм для полосы 996 см⁻1 

не выполняется, сохранение спектров типа 1 при 532 нм не подтверждает гипотезу о 

резонансном усилении полосы 996 см-1 за счет дополнительного плазмонного пика на 

851,6 нм.  

Совместный анализ Таблиц 4.2 и 4.4 показывает, что для λex = 785 нм 

наблюдается прямая корреляция между величиной параметра эксцесса Rku 

поверхности ГКР-подложки и вероятностью появления спектров Типа 1 (чем выше 

Rku, тем выше процентное содержание спектров) и обратная корреляция для спектров 

Типа 3 (чем выше Rku, тем меньше процентное содержание спектров).  

Таким образом, гипотеза о плазмонном происхождении экстраординарных 

спектров отвергнута. ЭМ усиление ГКР не является определяющим фактором 

наблюдаемого явления, и происхождение спектров Типа 1 следует искать в 

неэлектромагнитных механизмах. Увеличение амплитуды отдельной колебательной 

полосы в спектре можно было бы объяснить за счет ХМ, однако данный механизм 

усиления ГКР работает преимущественно в приповерхностных субнанометровых 

слоях аналита. Как было показано (см. Рисунок 4.3) из раствора миоглобина в 

концентрации 1 мкг/мл даже при высушивании в нормальных условиях формируются 

агломераты высотой от сотни нанометров, а также с учетом высоты локализации ГКР-

эффекта над планарными серебряными подложками порядка 140 нм, ХМ не может 

объяснить десятикратное усиление спектра всего макроскопического кристалла, 

поскольку лишь незначительная доля молекул находится в субнанометровой зоне 

химического усиления. Наряду с этим, работ, демонстрирующих увеличение только 

одной колебательной полосы за счет ХМ усиления, обнаружено не было.   

Ориентационный механизм согласуется со всеми экспериментальными 

наблюдениями. Известно, что ориентация молекулы относительно поверхности 
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может усиливать конкретные моды: колебания с изменяемой поляризуемостью, 

перпендикулярной поверхности, как правило, усиливаются сильнее, тогда как 

внутриплоскостные моды могут быть подавлены или, наоборот, проявиться при 

определённой геометрии адсорбции  [220]. Так, влияние ориентации молекул 

относительно ГКР-структуры на форму спектра было продемонстрировано на 

примере 4-аминобензойной кислоты [221] и молекул-репортеров на основе тиоловых 

производных [222]. 

При низкочастотном (47 кГц) воздействии на подложки после предварительной 

обработки (методы I и II) предположительно происходит кристаллизация белка вне 

поверхности либо кристаллизация отсутствует. Тесный контакт кристалла 

миоглобина с поверхностью не достигается, ориентация кристалла произвольна, и 

усиление отдельных полос в спектре не наблюдаются. Доминирование спектров Типа 

3 и 4 на подложках с высоким Rku (методы I и II) при данной частоте указывает на 

формирование специфической конформации белка, не связанной с ориентационными 

эффектами. 

При высокочастотном (580 кГц) воздействии на всех трёх типах поверхностей 

кристаллизация белка происходит непосредственно на поверхности; микрокристаллы 

формируются в углублениях серебряного покрытия в виде монокристаллов. Это 

определяет иной тип закрепления на подложке и, следовательно, иную конформацию 

молекул миоглобина. При таких условиях контакт кристалла с поверхностью может 

быть весьма тесным. Закрепление кристаллов миоглобина на поверхности подложки 

определенным образом позволяет ориентационному механизму усиления проявляться 

в ГКР-спектрах. 

Различие в поведении подложек с разной морфологией при 580 кГц объясняется 

характером наноструктур: 

• Подложки с высоким Rku (метод I, без предобработки) содержат изолированные 

острые нановыступы. При высокочастотном воздействии микрокристаллы 
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миоглобина растут непосредственно в этих локализованных «горячих точках», 

что обеспечивает фиксацию кристаллической решётки в определённом 

направлении относительно подложки и приводит к спектрам Типа 1. 

• Подложки с низким Rku (метод II) имеют волнообразный рельеф без резких 

локальных экстремумов. Отсутствие выраженных центров локализации поля 

препятствует направленной кристаллизации, и доля спектров Типа 1 снижается 

(29% против 46% для метода I для λex = 785 нм). 

Таким образом, показано, что физическое воздействие на систему «раствор 

миоглобина–ГКР-подложка» позволяет управлять условиями формирования 

белкового осадка и существенно изменять его спектральный отклик. 

Расфокусированное лазерное воздействие при сушке растворов миоглобина в низких 

концентрациях приводит к формированию кристаллоподобных объектов, характер 

которых зависит от исходной концентрации белка. Формирование таких объектов 

сопровождается изменением относительных интенсивностей и появлением 

дополнительных колебательных полос в ГКР-спектрах. Сопоставление размеров 

сформированных объектов с эффективной областью локализации ГКР-эффекта 

показывает, что наблюдаемое увеличение сигнала не может быть объяснено 

исключительно увеличением количества аналита в области усиления и, вероятно, 

связано с изменением его пространственной организации и взаимодействия с 

металлической поверхностью. 

Ультразвуковое воздействие позволяет сократить продолжительность 

пробоподготовки с ~30 до 4–7 мин и приводит к формированию нескольких 

воспроизводимых типов ГКР-спектров миоглобина. Характер спектрального отклика 

зависит от частоты ультразвукового воздействия и морфологических характеристик 

серебряной подложки. Установлена взаимосвязь между параметром эксцесса профиля 

поверхности Rku и вероятностью формирования спектров Типа 1, характеризующихся 

интенсивной полосой при 996 см-1. 
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Экспериментальная проверка зависимости данного спектрального эффекта от 

длины волны возбуждения не подтвердила гипотезу о его происхождении вследствие 

дополнительного плазмонного резонанса. Совокупность полученных данных 

позволяет предположить, что существенную роль в формировании наблюдаемых 

спектральных различий играют пространственная организация и ориентация молекул 

миоглобина относительно наноструктурированной серебряной поверхности. Таким 

образом, управление морфологией осадка и условиями его взаимодействия с ГКР-

подложкой может рассматриваться как перспективный инструмент повышения 

информативности и воспроизводимости ГКР-анализа белковых аналитов. 
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Глава 5. ГКР-анализ клинически значимых олигосахаридов – маркеров 

грибковых и бактериальных инфекций  

Результаты данной главы опубликованы в работе [205]. 

Исследуемые олигосахариды были разделены на две группы: первая включает в 

себя (1)oligo-a-(1-2)-Man, (2)oligo-b-(1-3)-Glc и (3)oligo-b-(1-6)-Glc, не содержащие 

галактофуранозного остатка (Galf), вторая представлена образцами (4)oligo-DHG-Ef, 

(5)oligo-GI-Kp, (6)oligo-GM-Af, содержащими Galf . 

На Рисунке 5.1 представлены усредненные спектры для каждого олигосахарида 

после всех этапов предварительной обработки, представленной в Главе 2, раздел 2.5.1. 

 

Рисунок 5.1 – Усредненные спектры олигосахаридов после предварительной 

обработки: (1) oligo-a-(1-2)-Man, (2) oligo-b-(1-3)-Glc, (3) oligo-b-(1-6)-Glc, (4) oligo-

DHG-Ef, (5) oligo-GI-Kp, (6) oligo-GM-Af 

Предварительный визуальный анализ показывает, что спектры образцов первой 

группы (1–3) имеют сходные спектральные профили, тогда как образцы второй 

группы (4–6) существенно различаются как между собой, так и по сравнению с первой 

группой. 
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Для более детального анализа применён метод PCA, позволяющий снизить 

размерность данных и представить спектры в пространстве наиболее информативных 

признаков. Такая проекция выделяет основные направления вариаций и облегчает 

выявление скрытых закономерностей и кластерной структуры в спектральных 

данных. 

Как видно из графика проекций первых двух главных компонент (Рисунок 5.2а), 

спектры олигосахаридов чётко разделяются на два кластера: первый соответствует 

соединениям без остатка галактофуранозы (1–3), второй — содержащим данный 

фрагмент (4–6). Полученное разделение свидетельствует о наличии значимых 

спектральных различий между группами. 

PCA позволяет определить нагрузки, отражающие вклад различных 

спектральных областей в общую дисперсию данных и, соответственно, в различие 

между анализируемыми группами. С химической точки зрения эти области 

соответствуют колебательным полосам, определяющим различия спектров. На 

Рисунке 5.2б представлены нагрузки для всех исследованных олигосахаридов. Для 

каждой пары соединений показаны их спектры и вклад первых двух главных 

компонент, формирующих основные различия.  
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Рисунок 5.2 – (а) Проекции ГКР-спектров олигосахаридов на оси первых двух 

главных компонент PCA. (б) Сравнение дисперсии, зафиксированной в главных 

компонентах для каждой пары аналитов. На вставке показаны нагрузки для первой 

(обозначена зеленым цветом) и второй (обозначена желтым цветом) компоненты, 

рассчитанные для усредненных спектров олигосахаридов с и без Galf 
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Показано, что основные различия связаны с наличием или отсутствием 

отдельных полос, характерных для конкретных соединений. Эти признаки вносят 

наибольший вклад в первые главные компоненты и являются определяющими при 

разделении образцов на классы. 

Анализ попарных сравнений выявил следующие закономерности: образцы 

первой группы (1–3) демонстрируют сходные спектральные профили с 

минимальными различиями, локализованными в областях общих полос. В то же время 

образцы второй группы (4–6) характеризуются выраженными спектральными 

отличиями, что указывает на существенное влияние данного фрагмента на 

колебательные характеристики. При сравнении двух групп образцов основные 

нагрузки локализуются в следующих спектральных областях: 970 - 980, 995 - 1017, 

1060 - 1080, 1367 - 1380, 2860 - 3000 см-1. 

Таким образом, результаты PCA подтверждают наличие устойчивых различий 

между группами и обосновывают использование выбранных спектральных признаков 

для дальнейшей классификации. Обнаруженные информативные области спектра 

требуют дополнительной интерпретации, которая будет проведена с использованием 

альтернативных методов анализа. 

Для подтверждения различий между спектрами анализируемых веществ 

применяли подход оценки 95%-ных доверительных интервалов интенсивности в 

выбранных колебательных полосах с использованием бутстрэппинга. Это позволило 

провести попарное сравнение всех образцов в спектральных областях, 

предварительно выделенных PCA. 

На Рисунке 5.3 показана матрица сравнения, отражающая степень перекрытия 

доверительных интервалов для каждой пары образцов. Установлено, что 

олигосахариды без остатка Galf характеризуются высоким перекрытием, что 

свидетельствует о сходстве их спектральных профилей. В то же время для 

соединений, содержащих Galf, наблюдается существенно меньшее перекрытие как 
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между образцами, так и внутри группы, что указывает на выраженные структурные 

различия и специфические спектральные особенности, обусловленные присутствием 

данного фрагмента.  

 

Рисунок 5.3 – Матрица сравнения образцов. Значения в каждой ячейке 

представляют собой процент статистически значимого перекрытия доверительных 

интервалов для всех проанализированных колебательных полос для каждой пары 

образцов 

Полосы, для которых доверительные интервалы не перекрываются, приведены 

в Таблице 5.1 и соответствуют ряду характерных частот 140, 311, 468, 637, 1012, 1016, 

1068, 1110, 1072, 1174, 1375, 1461, 1469, 1538, 2894, 2941 и 2944 см−1, определяющих 

различие между группами. Эти полосы могут рассматриваться как информативные 

признаки для модельной классификации исследуемых синтетических 

олигосахаридов. 
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Таблица 5.1 – Результаты анализа различий между колебательными полосами 

при попарном сравнении образцов. 

Образец 2 3 4 5 6 

 Колебательные полосы, см-1 

1 140, 311, 468, 

637, 1012, 

1016, 1068, 

1375, 1461, 

1469, 1538, 

2894, 2941 

140, 311, 468, 

637, 1012, 

1016, 1110, 

1174, 1461, 

1469, 1538, 

2894, 2941, 

2944  

140, 311, 468, 

637, 1012, 

1016, 1068, 

1072, 1110, 

1174, 1375, 

1461, 1469, 

1538, 2894, 

2941, 2944 

140, 311, 468, 

637, 1012, 

1016, 1068, 

1072, 1110, 

1174, 1375, 

1461, 1469, 

1538, 2894, 

2941, 2944 

1012, 1016, 

1068, 1072, 

1110, 1174, 

1375, 1461, 

1469, 1538, 

2894, 2941, 

2944 

 

2  140, 1012, 

1016, 1110, 

1174, 1375, 

1538, 2941, 

2944, 1461        

140, 311, 468, 

637, 1012, 

1016, 1068, 

1072, 1110, 

1174, 1375, 

1461, 1538, 

2894, 2941, 

2944  

140, 311, 468, 

637, 1012, 

1016, 1068, 

1072, 1110, 

1174, 1375, 

1461, 1469, 

1538, 2894, 

2941, 2944 

140, 311, 468, 

637, 1012, 

1068, 1110, 

1174, 1375, 

1461, 1469, 

1538, 2894, 

2941, 2944, 

1016 

3    140, 311, 468, 

637, 1012, 

1016, 1068, 

1072, 1110, 

1174, 1375, 

1461, 1538, 

2894, 2941, 

2944 

140, 311, 468, 

637, 1012, 

1016, 1068, 

1072, 1110, 

1174, 1375, 

1461, 1469, 

1538, 2894, 

2941, 2944 

140, 311, 468, 

637, 1110, 

1375, 1461, 

1469, 1538, 

2894, 2944 

4      311, 468, 637, 

1012, 1016, 

1068, 1110, 

1174, 1375, 

1461, 1469, 

1538, 2894, 

2941, 2944 

140, 311, 468, 

637, 1012, 

1016, 1068, 

1072, 1110, 

1174, 1375, 

1461, 1469, 

1538, 2894, 

2941, 2944 

5 

  

       140, 311, 468, 

637, 1012, 

1016, 1068, 

1072, 1110, 

1174, 1375, 

1461, 1469, 

1538, 2894, 

2941, 2944 
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На следующем этапе для построения классификационной модели использована 

логистическая регрессия с L1-регуляризацией, обеспечивающей одновременную 

классификацию и отбор наиболее информативных признаков. Применение L1-

регуляризации приводит к занулению части коэффициентов модели, что позволяет 

выделить ограниченный набор спектральных переменных, вносящих наибольший 

вклад в разделение классов, и тем самым повысить интерпретируемость результатов. 

Оптимизация параметра регуляризации C, определяющего баланс между 

точностью аппроксимации и степенью разреженности модели, проводилась методом 

перекрёстной проверки в широком диапазоне значений (10⁻6–106). Малые значения C 

соответствуют более жёсткой регуляризации и приводят к отбору минимального 

числа признаков, тогда как большие значения ослабляют регуляризацию, увеличивая 

число учитываемых спектральных переменных, но одновременно повышая риск 

переобучения. 

Для каждого значения параметра C последовательно выполнялись обучение 

модели на обучающей выборке и её тестирование на валидационных подвыборках. 

При этом оценивались не только стандартные метрики качества классификации, но и 

количество ненулевых коэффициентов, характеризующее сложность модели, а также 

степень соответствия выбранных признаков ранее выявленным информативным 

спектральным полосам, полученным с использованием PCA и анализа доверительных 

интервалов. 

Такой подход позволил не только подобрать оптимальные параметры модели с 

точки зрения точности, но и обеспечить физико-химическую обоснованность 

результатов, поскольку предпочтение отдавалось решениям, в которых отобранные 

признаки соответствуют реальным колебательным модам, а не случайным шумовым 

вариациям спектра. 

Результаты (см. Рисунок 5.4) демонстрируют зависимость точности модели от 

параметра C и количества итераций обучения. Установлено, что значение C ≈ 0,11 
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обеспечивает оптимальный баланс: достигается высокая точность классификации при 

отборе признаков, совпадающих с физически значимыми спектральными полосами, а 

не с шумом. 

 

Рисунок 5.4 – (а) График зависимости точности классификации от итерации и 

параметра L1-регуляризации. Коэффициент регуляризации C по оси X, по оси Y — 

количество итераций перекрестной проверки с различными разбиениями данных. 

Высота поверхности отражает точность классификации в зависимости от значений C 

и количества итераций, цветовой градиент представляет собой долю выбранных 

признаков, совпадающих с ранее идентифицированными. (б) Усредненные спектры 

после предварительной обработки для каждой группы со стандартным отклонением и 

наиболее значимые колебательные полосы (красные вертикальные линии), 

идентифицированные в ходе вычислительного эксперимента, как ключевые отличия 

между олигосахаридами с и без Galf 

После определения наиболее оптимизированного параметра регуляризации C 

были определены ключевые особенности, которые отличают спектры анализируемых 

групп образцов, как показано на Рисунке 5.5. Идентифицированные полосы (306, 973, 

982, 1007, 1068, 1371, 1539, 2867, 2945 см-1) демонстрируют надежность модели в 

эффективном различении олигосахаридов с Galf и без Galf. Хотя их меньше, чем 
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полос, идентифицированных с помощью PCA, эти выбранные полосы точно 

соответствуют друг другу по частоте колебаний. 

Такое сокращение количества признаков стало возможным благодаря точной 

настройке параметров регуляризации и акценту на сохранении физической и 

химической интерпретации выделенных колебательных полос. 

Стоит обратить особое внимание на колебания в частотном диапазоне 1371-1375 

см-1, которые, согласно Рисунку 5.1, наблюдаются только для Galf-содержащих 

образцов. Также полоса 1371 см-1 была определена методом LR-L1. Поскольку такой 

набор олигосахаридов исследован с помощью спектроскопии КР/ГКР впервые, 

детальная расшифровка колебательных полос представляется на данном этапе 

затруднительной. Нет полноценных данных, на которые можно было бы сослаться 

при сопоставлении определенных в эксперименте колебаний со структурными 

особенностями исследуемых веществ. Однако, можно предположить, что данный 

частотный диапазон характерен для колебаний фуранозного (пятичленного) кольца 

Galf, в отличие от пиранозного (шестичленного) кольца образцов без Galf.  

Используя выбранный параметр регуляризации C ≈ 0,11 из графика поверхности 

на рисунке 5.4, была построена оптимальная модель LR для классификации двух 

групп: олигосахаридов с остатком Galf и без него. В Таблице 5.2 представлены 

показатели классификации, которые указывают на высокую точность полученной 

модели. 

Таблица 5.2 – Метрики классификации 

 
Специфичность 

(Precision) 

Чувствительность 

(Recall) 

F1-Мера 

(F1-Score) 

Объем выборки 

(Quantity) 

Образцы 

1 – 3 
0.97 0.97 0.97 33 

Образцы 

4 – 6 
0.97 0.97 0.97 31 

Точность  

(Accuracy) 
0.97 64 
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Согласно метрикам, представленным в Таблице 5.2, все показатели 

продемонстрировали высокие результаты. Значения специфичности, 

чувствительности и F1-Меры для обеих групп составляют 97%. Высокие и 

сбалансированные значения метрик для обеих групп свидетельствуют об отсутствии 

систематического смещения модели. Важно отметить, что достижение высоких 

показателей одновременно по специфичности и чувствительности критично для 

диагностических приложений: необходима как корректная идентификация истинно 

положительных случаев, так и истинно отрицательных. В то же время общая точность 

также высока, что показывает, что предложенная математическая модель эффективно 

отличает олигосахариды с остатком Galf от олигосахаридов без него. 

Так, анализ на базе метода ГКР-спектроскопии на наноструктурированных 

серебряных планарных подложках с применением методов математической 

обработки спектральных данных показал свою применимость для регистрации 

предельно низких концентраций олигосахаридов – маркеров грибковых и 

бактериальных инфекций. Построенная вычислительная модель продемонстрировала 

97% точность при разделении групп олигосахаридов, содержащих и не содержащих 

Galf остаток. 
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Заключение 

В ходе выполнения работы были достигнуты следующие значимые результаты: 

1. Предложен универсальный способ определения высоты измерительного 

цилиндра конфокального микроскопа и эффективной высоты локализации ГКР-

усиления планарных подложек на основе методики Z-сканирования с использованием 

кремния и газообразного азота воздуха в качестве аналита. Разработана модель для 

корректной интерпретации регистрируемых профилей Z-сканов. Показано, что на 

наноструктурированных самоорганизованных серебряных ГКР-подложках, 

сформированных методом электронно-лучевого напыления в вакууме, эффективная 

высота локализации ГКР-усиления составляет 140±10 нм, что значительно превышает 

существующие теоретические (до 10 нм) и экспериментальные (до 60 нм) данные. 

2. Впервые показана возможность получения белковых кристаллов при 

воздействии расфокусированным непрерывным лазерным пучком 785 нм на каплю 

водного раствора миоглобина низкой концентрации (1 мкг/мл и 10 нг/мл). 

Обнаружено, что концентрация белка в растворе влияет на форму получаемых 

кристаллических объектов: при концентрации миоглобина в растворе 1 мкг/мл под 

действием лазера формируются ограненные кристаллы, с понижением концентрации 

до 10 нг/мл происходит формирование кристаллических точек.  

3. Показано, что воздействие высоко- и низкочастотного ультразвука на 

водный раствор миоглобина в низкой концентрации (1 мкг/мл) приводит к изменению 

конформации белковых молекул и появлению 4-х типов спектров, один из которых 

характеризуется усиленной полосой 996 см-1. Обнаружена связь формы и 

распределения типов спектров с морфологией используемой в эксперименте ГКР-

подложкой. 

4. Впервые проведен ГКР-анализ синтетических олигосахаридов с 

галактофуранозным остатком, которые являются маркерами бактериальных и 

грибковых инфекций, вызванных K. pneumoniae, E. faecalis и A. fumigatus, в 
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клинически значимой концентрации 100 пг/мл. Предложен набор методов машинного 

обучения (PCA, бутстрэп, логистическая регрессия с L1-регуляризацией), 

позволяющий классифицировать спектры олигосахаридных миметиков, содержащих 

и не содержащих галактофуранозный остаток, с точностью 97%. 

Работа показывает, что воспроизводимость и чувствительность ГКР-анализа 

биомолекул можно повышать не одним параметром, а согласованием трех аспектов: 

морфологии ГКР-подложки, пробоподготовки аналита и статистической обработки 

спектральных данных.  
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