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Предложены несколько вариантов наночастиц золота для детекции формазана, образующегося в
результате энзиматического восстановления МТТ-реагента ферментами E. coli. Показано, что зо-
лотые нанозвезды, покрытые мицеллообразующим стабилизатором, являются наиболее перспек-
тивным ГКР-субстратом для детекции формазана в биологических смесях, снижая требуемый титр
бактерий не менее чем на порядок.
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ВВЕДЕНИЕ
Противомикробные препараты оказали огром-

ное влияние на современную медицину. После
широкого внедрения антибиотиков в медицин-
скую практику, смертность от инфекционных за-
болеваний, составлявшая более 50% от общей
смертности, резко снизилась [1]. Антибиотики
позволили излечивать тяжелые и прежде практи-
чески неизлечимые бактериальные заболевания,
такие как туберкулез или холера. Профилактиче-
ское введение антибиотиков при совершении хи-
рургических операций снижает риск возникно-
вения инфекционных осложнений [2], повышая
выживаемость пациентов.

Начало широкого использования антибиоти-
ков быстро привело к распространению устой-
чивости к ним. Первые упоминания об устой-
чивых к пенициллину бактериях появились в
1940 г. [3], в начале эры антибиотиков, с тех пор
антибиотикорезистентность стала одной из са-
мых значимых проблем в медицине [4]. Устой-
чивость к антибактериальным препаратам прямо
или косвенно ассоциирована с 4.95 млн смертей
в 2019 г. [5]. По оценкам, к 2050 году устойчивые
инфекции станут главной причиной смертности,
вызывая до 10 млн смертей ежегодно и принеся
суммарный ущерб экономике в 100 трлн долла-
ров США [6].

Одна из трудностей при лечении устойчивой
к антибиотикам инфекции – подбор правиль-
ной терапии, способной эффективно подавить
размножение патогена. В медицинской практике
часто применяют эмпирические схемы лечения,
не основанные на данных об устойчивости кон-
кретного патогена. Такие схемы позволяют неза-
медлительно начать лечение (в случае тяжело-
го течения заболевания отложенное начало тера-
пии снижает вероятность благоприятного исхода
на 57% [7]. Однако в случае резистентных забо-
леваний эмпирическая терапия может оказаться
неэффективной [8], а в случае тяжелых состоя-
ний, таких как сепсис, неправильно подобранная
терапия приводит к повышению смертности па-
циентов [9]. Одна из причин применения эмпи-
рических методов терапии – длительность про-
ведения анализов на резистентность. Так, клас-
сические культуральные методы (метод микро-
разведений, дискодиффузионный и т.д.) ограни-
чены ростом колоний исследуемого штамма и
в среднем занимают от 24 ч для получения ре-
зультата [10]. Автоматизированные культураль-
ные системы (Vitek и другие) позволяют уско-
рить анализ, но они остаются зависимыми от
скорости роста бактерий [11]. Анализы на ос-
нове генетических (ПЦР [12]) или протеомных
(масс-спектрометрия [13]) методов не зависят от
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роста бактерий и позволяют получить результат
за несколько часов. Однако ограничением таких
методов является их узкая специфичность: мето-
ды основаны на анализе маркеров устойчивости
(генов устойчивости, ферментов, расщепляющих
антибиотики и т.д.), таким образом один метод
чаще всего подходит для конкретного штамма и
антибиотика и не подходит для других патогенов.
К тому же, идентификация маркера не всегда
является абсолютным показателем устойчивости
патогена, что приводит к ложноположительным
и ложноотрицательным результатам [14].

Измерение метаболической активности бактерий
при помощи МТТ-теста

МТТ-тест – метод определения метабо-
лической активности, основанный на фер-
ментативном восстановлении тетразолие-
вых солей (чаще всего используется МТТ –
3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-тетра-
золбромид). Тетразолы восстанавливаются до
соответствующих формазановых красителей.
За восстановление тетразола в клетках отве-
чают ферменты класса NADH и NADPH –
зависимых редуктаз, активность которых за-
висит от метаболизма клетки и концентрации
свободного NAD(P)H [15]. МТТ-тест широко
используется для определения метаболической
активности как эукариот [16], так и прокариот,
несмотря на то что механизм восстановления
МТТ в последних изучен плохо [17]. МТТ-тест
на бактериях используется для поиска новых
антибиотиков [18], оценки образования биоп-
ленок [19, 20] и т.д. Для проведения анализа
образец бактерий инкубируют с раствором МТТ,
после чего образованный формазан обычно
определяют спектрофотометрически, предвари-
тельно экстрагировав формазан органическим
растворителем [17]. МТТ тест позволяет быстро
измерять влияние антибиотика на бактерии по
изменению их метаболической активности, при
этом преимущество этого метода над другими
быстрыми методами в его универсальности [21].

Использование спектроскопии комбинацион-
ного рассеяния (КР) света вместо спектрофо-
тометрии для детекции формазана имеет ряд
преимуществ. Спектроскопия КР или раманов-
ская спектроскопия – спектроскопические мето-
ды исследования, основанные на неупругом рас-
сеянии света на молекулах. Неупруго отражен-
ный свет отличается по энергии от падающего
за счет обмена энергией с молекулами, позволяя
получить информацию о структуре молекул [22].
Спектроскопия КР позволяет идентифицировать
молекулы и отдельные элементы их структуры
по уникальным «отпечаткам пальцев», представ-
ленным в их рамановском спектре [23]. Возмож-
ность специфично детектировать целевые моле-
кулы даже в сложных смесях нашла примене-
ние во многих областях исследования. Так, спек-

троскопия КР используется в криминалистике
для детекции взрывчатых веществ или наркоти-
ков [24,25], для контроля загрязнителей в сточ-
ных водах [26] и в продуктах питания [27]. В ме-
дицине спектроскопия КР используется для ди-
агностики рака [28], нейродегенеративных забо-
леваний [29], атеросклероза [30] и т.д. Исполь-
зование спектроскопии КР для детекции фор-
мазана в МТТ тесте позволит проводить изме-
рение непосредственно в образце бактерий по-
сле добавления МТТ, без стадий экстракции фор-
мазана. Это упростит анализ и повысит его точ-
ность, так как при спектрофотометрическом ме-
тоде анализа формазана в органической фазе ре-
зультат может искажаться за счет выпадения бел-
ков и других поглощающих свет соединений [31].
Сравнительно низкая чувствительность спектро-
скопии комбинационного рассеяния может быть
компенсирована усилением интенсивности сиг-
нала в методе гигантского комбинационного рас-
сеяния (ГКР). ГКР позволяет многократно по-
высить чувствительность за счет поверхностного
плазмонного резонанса на металлических нано-
структурах (в основном наночастицах) [32]. Вы-
сокая чувствительность ГКР позволяет снизить
время инкубации с МТТ, дополнительно ускоряя
анализ [33].

Интенсивность и число характеристических
полос спектров КР и ГКР зависят от частоты
возбуждающего излучения, достигая максимума
при значениях, близких к частоте электронно-
го перехода исследуемого вещества [34]. Так, для
МТТ оптимален лазер, излучающий в синей об-
ласти спектра (325 нм), а для формазана – 637 нм.
В данной работе проведен поиск ГКР-субстратов
среди коллоидных наночастиц, подходящих для
детекции формазана в бактериальных культурах.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе были использованы следующие
реактивы: тригидрат тетрахлораурата водорода
(HAuCl4·3H2O); цитрат натрия (Na3C6H5O7, хч);
бромид цетилтриметиламмония (СТАВ, 98%);
ацетатный буфер (ацетат натрия + уксусная
кислота; pH = 4,6); тиолированный полиэтилен-
гликоль (5000 а.е.м., PEG-SH); боргидрид натрия
(NaBH4, 99%); олеат натрия (NaC18H33O2, 99%);
нитрат серебра (AgNO3, 99%); концентриро-
ванная соляная кислота; хлорид цетилтри-
метиламмония (СТАС) 25% водный раствор;
L-аскорбиновая кислота (АК, 99.9%); коллоид-
ный золь золотых наночастиц средним размером
25 нм. PBS (pH 7.2) был приготовлен разведением
одной таблетки (Экосервис, Санкт-Петербург,
Россия) в 100 мл деионизированной воды. Тет-
разолиевый краситель МТТ («Диа-М», Москва,
Россия) разводили до концентрации 4 мг/мл
в воде и хранили при 4∘С. Изопропанол (х.ч.)
был приобретен у «Русхим» (Москва, Россия).
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Среда LB (Lennox) была приобретена у Condalab
(Мадрид, Испания).

Во всех экспериментальных синтезах ис-
пользовалась сверхчистая деионизированная
вода, полученная с помощью системы Milli-Q
Integral 5. Спектры экстинкции измеряли на
спектрофотометре Specord 300 (Analytik, Йена,
Германия). Изображения, полученные методом
просвечивающей электронной микроскопии
(ПЭМ), записывали на просвечивающем элек-
тронном микроскопе Libra-120 (Carl Zeiss, Йена,
Германия) в Центре коллективного пользования
исследовательского оборудования в области
физико-химической биологии и нанобиотехно-
логии (ЦКП «Симбиоз») Института биохимии и
физиологии растений и микроорганизмов РАН
Саратовского научного центра РАН (ИБФРМ
РАН).

Получение коллоидных золей золота (Au_sph)

В колбу наливали 98 мл воды и доводили до
кипения с обратным водяным холодильником на
магнитной мешалке. Добавляли 1 мл 1% раствора
HAuCl4 с последующим увеличением оборотов
мешалки. Затем добавляли 1 мл 1% раствора цит-
рата натрия и продолжали кипячение в течении
30 мин. Получали золь наночастиц золота крас-
ного цвета. Первые 50 мл полученных наноча-
стиц отмывали при 10000 об/мин и концентриро-
вали в растворе 1 мМ СТАВ до оптической плот-
ности 20 о.е., получая при этом частицы разме-
ром 43 нм с зарядом поверхности 45.4 мВ и поло-
жением максимума поглощения 533 нм. Ко вто-
рым 50 мл наночастиц добавляли 500 мкл 1 мМ
PEG-SH. Раствор выдерживали 1 ч, дважды от-
мывали водой при 10000 об/мин и концентриро-
вали до 20 о.е., получали частицы размером 45 нм
с зарядом поверхности −34.2 мВ и положением
максимума поглощения 535 нм.

Для получения золотых СТАВ-стабилизи-
рованных кластеров в колбу наливали 10 мл
100 мМ СТАВ, при перемешивании на магнит-
ной мешалке добавляли 250 мкл 10 мМ раствора
HAuCl4. Увеличивали обороты и добавляли
600 мкл 10 мМ свежеприготовленного раствора
борогидрида натрия. Перемешивание продолжа-
ли 2 мин и оставляли раствор при 300∘С на 2 ч.
Получали светло-коричневый раствор золотых
СТАВ-стабилизированных кластеров, которые
в дальнейшем использовали для получения
золотых и золотосеребряных стержней.

Получение коллоидных золей золота (Au_rod)

В колбе растворяли 1.89 г СТАВ и 333.18 мг
олеата натрия в 67.5 мл воды при перемешива-
нии на магнитной мешалке. Затем добавляли без
перемешивания 4.86 мл 4 мМ раствора нитрата
серебра и выдерживали 15 мин. Далее добавля-
ли 67.5 мл 1 мМ раствора HAuCl4 и перемеши-
вали 90 мин, при этом желтый раствор обесцве-

чивался. Затем добавляли 567 мкл свежей кон-
центрированной соляной кислоты с дальнейшим
перемешиванием в течении 15 мин. После этого
добавляли 216 мкл свежеприготовленных золо-
тых СТАВ-стабилизированных кластеров. После
30 с перемешивания смесь оставляли при 30∘С на
12 ч. Полученные золотые наностержни корич-
невого цвета отмывали 3 раза при 8000 об/мин и
растворяли в 2 мМ СТАВ. Первые 50 мл получен-
ных наночастиц доводили до оптической плотно-
сти 20 о.е., получая при этом частицы со средним
диаметром 93 нм на 18 нм, средним осевым соот-
ношением 5.2, зарядом поверхности 18.3 мВ и по-
ложением максимума поглощения 952 нм. Вто-
рые 50 мл центрифугировали при 8000 об/мин и
растворяли в 50 мл 50 мМ ацетатного буфера (pH
4.6) с добавлением 500 мкл 1 мМ PEG-SH. Рас-
твор выдерживали 1 ч с последующей отмывкой
водой и концентрированием до 20 о.е., получая
частицы со средним диаметром 97 нм на 19 нм,
осевым соотношением 5.1, зарядом поверхности
−8.9 мВ и положением максимума поглощения
955 нм. Оставшуюся третью часть полученных
наночастиц перевели в 2 мМ СТАС и использова-
ли для получения золотосеребряных наностерж-
ней.

Получение коллоидных золей золота (Au_rod_Ag)

В колбу, содержащую 75 мл 20 мМ раствора
СТАС, добавляли 25 мл наностержней (955 нм)
полученных ранее, затем 3.2 мл 10 мМ аскорби-
новой кислоты и 800 мкл 10 мМ нитрата серебра.
После небольшого перемешивания колбу остав-
ляли при 70∘С на 4 ч. Первые 50 мл наночастиц
цетрифугировали при 7000 об/мин и концентри-
ровали до 20 о.е. в 2 мМ СТАС. Получали нано-
частицы среднего диаметра 109 нм на 45 нм, заря-
дом поверхности 19.3 мВ и положением максиму-
ма поглощения 710 нм. Вторые 50 мл наночастиц
растворяли при 7000 об/мин в 50 мл 50 мМ аце-
татного буфера (pH 4.6) с добавлением 500 мкл
1 мМ PEG-SH. Раствор выдерживали 1 ч с после-
дующей отмывкой водой и концентрированием
до 20 о.е., получая при этом частицы со средним
диаметром 112 нм на 45 нм, зарядом поверхно-
сти −9 мВ и положением максимума поглощения
711 нм.

Получение коллоидных золей золота (Au_star)

В колбу наливали 100 мл деионизированной
воды, затем по очереди добавляли 2.5мл 1%
HAuCl4, далее 300 мкл 1 М соляной кислоты, 8 мл
коллоидного золя золотых наночастиц средним
размером 25 нм, и добавляли по 1.5 мл 4 мМ нит-
рата серебра и 100 мМ аскорбиновой кислоты.
Перемешивали 30 с и получали раствор золотых
нанозвезд синего цвета. Первые 50 мл нанозвезд
центрифугировали при 5000 об/мин, концентри-
ровали до 20 о.е. Растворением в 1 мМ СТАВ, по-
лучали частицы со средним размером 43 нм (ядро
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звезды) и 55 нм (длина шипа звезды), зарядом
поверхности 37.7 мВ и максимумом поглощения
738 нм. Ко вторым 50 мл наночастиц добавляли
500 мкл 1 мМ PEG-SH, выдерживали 1 ч, центри-
фугировали при 5000 об/мин и концентрировали
до 20 о.е. с растворением в воде. Получали нано-
звезды со средним размером 45 нм (ядро звезды)
и 57 нм (длина шипа звезды), зарядом поверхно-
сти −14.8 мВ и максимумом поглощения 760 нм.

Для приготовления рабочего раствора концен-
трированные наночастицы перемешивали в тече-
ние 2 мин и разбавляли водой в 10 раз.

Подготовка клеток E. coli

Штамм Escherichia coli ∆tolC-KanR (JW5503) с
удаленной кассетой устойчивости к канамици-
ну был получен от Д.А. Лукьянова (лаборато-
рия О.А. Донцовой, химический факультет МГУ
им. М.В. Ломоносова). Жидкую среду LB гото-
вили из бульона LB (Lennox) в соответствии с
инструкцией производителя. 4 г твердой среды
ресуспендировали в 200 мл воды MilliQ, пере-
мешивали и стерилизовали в автоклаве в тече-
ние 15 мин при температуре 121∘C. Приготовлен-
ную среду хранили при температуре 4∘C. Штам-
мы бактерий помещали в чашку с агаром при тем-
пературе 37∘C; затем в течение ночи выращивали
одиночную колонию в среде LB при температуре
37∘C. Ночную культуру клеток E. coli разбавляли
средой LB до требуемых концентраций (концен-
трации измеряли по оптической плотности при
длине волны 600 нм), после чего инкубировали
при 37∘С в течение 60 мин.

Пробоподготовка формазана

Ночную культуру клеток Escherichia coli (1 мл)
обрабатывали 200 мкл раствора МТТ и инкуби-
ровали 1 ч при 37∘C, после чего клеточную сус-
пензию центрифугировали при 12400 g в тече-
ние 1 мин. К осадку добавили 2 мл изопропи-
лового спирта, тщательно перемешали и центри-
фугировали в тех же условиях. Супернатант от-
бирали и разбавляли в два раза изопропанолом.
Оптическую плотность раствора измеряли при
длине волны 570 нм и доводили до концентра-
ции 0.1 г/л, используя коэффициент экстинкции
из работы [35].

Пробоподготовка для измерения рамановских
спектров

Определение чувствительности определения
формазана проводили следующим образом.
Смесь раствора формазана (концентрации ва-
рьировали) и PBS конечным объемом 200 мкл
переносили в кювету, добавляли 300 мкл раствора
наночастиц золота, перемешивали и проводили
измерение. Исследование формазана, вос-
становленного бактериальными ферментами,
проводили следующим образом. К 50 мкл под-
готовленных культур клеток добавляли 350 мкл

PBS и 100 мкл МТТ. Инкубировали 30 мин при
37∘С. Затем в виалу перенесли 200 мкл раствора,
добавили 100 мкл изопропанола и 300 мкл нано-
частиц, перемешивали, затем после инкубации в
течение 2 минут проводили измерение.

Спектральные измерения

Оптическую плотность и спектры поглощения
измеряли на спектрофотометре ЭКРОС 5400УФ
(«Экрос», Россия). Спектры поглощения нано-
частиц измеряли в кюветах с оптическим путем
1 мм в диапазоне от 300 до 800 нм. Для полу-
чения спектров ГКР использовался спектрометр
Фотон-Био RL638 («Фотон-Био», Москва, Рос-
сия) с длиной волны лазера 638 нм и мощностью
излучения 100 мВт. Параметры измерения: экс-
позиция 400 мс, 20 повторов, мощность лазера
(ШИМ) 70%. Измерения проводили в стеклян-
ных виалах с рабочим объемом 500 мкл. Спек-
тры обрабатывали скриптом на Python3 алгорит-
мами Уиттакера [36] и асимметричного взвешен-
ного сглаживания по методу наименьших квад-
ратов [37].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Выбор и синтез наночастиц для определения

формазана

Формазан – резонансный краситель для дли-
ны волны лазера 633 нм Рамановского спетро-
метра. Использование этого лазера предпочти-
тельно по сравнению с лазерами 532 и 785 нм,
давая кратно большие интенсивности Раманов-
ского спектра формазана [33]. Выбор наночастиц
был проведен с учетом этого обстоятельства. На-
ночастицы золота являются прекрасными кан-
дидатами на роль ГКР-субстратов по множеству
причин. Морфологические особенности наноча-
стиц, их размерный ряд и положение максиму-
мов плазмонных резонансов являются легко на-
страиваемыми параметрами и позволяют полу-
чить частицы с заданными геометрическими и
спектральными свойствами. Кроме того, поверх-
ность таких частиц достаточно легко подверга-
ется сложной модификации путем функциона-
лизации различными органическими лигандами,
что помогает колоссально расширить возможно-
сти применения получаемых композитных нано-
частиц в разнообразных областях науки и техни-
ки [38, 39]. Также стоит упомянуть, что их раство-
ры имеют достаточно высокую коллоидную ста-
бильность, что немаловажно в различных биоло-
гических экспериментах.

В нашей работе выбор наночастиц был про-
диктован необходимостью получения нанометок
с высоким фактором усиления рамановского сиг-
нала. Для решения этой задачи нами были выбра-
ны четыре претендента с пиками плазмонного
резонанса в широком диапазоне поглощения: на-
ночастицы золота полученные цитратным мето-
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дом (Au_sph) на 533–535 нм, золотые наностерж-
ни (Au_rod) на 952–955 нм; золото-серебряные
наностержни (Au_rod_Ag) на 710–711 нм; и зо-
лотые нанозвезды (Au_star) с пиком плазмонного
резонанса в области 738–760 нм (рис. 1, табл. 1).
Au_sph являются одними из самых распростра-
ненных видов частиц, используемых в различ-
ных областях сенсинга. Au_rod и Au_star обла-
дают высоким фактором усиления рамановско-
го сигнала в ближней инфракрасной области, что
также применимо для частиц Au_rod_Ag, где роль
усиливающего фактора играет серебряная обо-
лочка. Кроме того, все четыре типа наночастиц
были получены как с положительным, так и от-
рицательным зарядом поверхности (табл. 1) за

счет использования мицеллообразующего (СТАС
или СТАВ) или полимерного (PEG) стабилизато-
ров.

Определение формазана с использованием
наночастиц

Синтезированные наночастицы были исполь-
зованы для получения спектра формазана. Срав-
нительные эксперименты были проведены при
конечной концентрации формазана 1 мкг/мл
(2.4 мкМ), когда в отсутствие усиливающего суб-
страта детектирование спектра формазана за-
труднительно. Очищенный формазан смешива-
ли с 200 мкл наночастиц и 300 мкл буфера PBS.
Несколько полученных спектров приведено на

Рис. 1. Просвечивающая электронная микроскопия наночастиц золота, стабилизированных мицеллообразую-
щим стабилизатором: Au_sph_CTAB (а), Au_rod_CTAB (б), Au_rod_Ag_CTAC (в) и Au_star_CTAB (г).
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Таблица 1. Морфология и свойства исследуемых наночастиц. Приведены средние размеры наночастиц, длина
волны плазмонного резонанса и ζ-потенциал.

Шифр Описание Размер (нм)
Длина волны
плазмонного

резонанса (нм)

ζ–потенциал (мВ)

Au_sph_CTAB
Коллоидные

золотые
наночастицы,

покрытые CTAB

43 (диаметр) 533 45.4

Au_sph_PEG
Коллоидные

золотые
наночастицы,

покрытые PEG

45 (диаметр) 535 −34.2

Au_rod_CTAB
Золотые

наностержни,
покрытые CTAB

93 (длина),
18 (ширина) 952 18.3

Au_rod_PEG
Золотые

наностержни,
покрытые PEG

97 (длина),
19 (ширина) 955 −8.9

Au_rod_Ag_CTAC

Золотые
наностержни в

серебряной
оболочке,

покрытые CTAC

109 (длина),
45 (ширина) 710 19.3

Au_rod_Ag_PEG

Золотые
наностержни в

серебряной
оболочке,

покрытые PEG

112 (длина),
45 (ширина) 711 −9

Au_star_CTAB
Золотые

нанозвезды,
покрытые CTAB

43 нм (ядро),
55 нм (длина

шипов)

738 37.7

Au_star_PEG
Золотые

нанозвезды,
покрытые PEG

45 нм (ядро),
57 нм (длина

шипов)

760 −14.8

Таблица 2. Интенсивность спектра формазана в присутствии разных типов наночастиц. Конечная концентра-
ция формазана 1 мкг/мл, измеряли интенсивность пика формазана при 967 см–1. Контроль агрегации наноча-
стиц проверяли по изменению спектров поглощения наночастиц.

Тип НЧ Агрегация
Снижение поглощения в
максимуме поглощения

Интенсивность пика при 967
см–1, отн. ед.

Au_sph_CTAB есть 1.9 × 18320

Au_sph_PEG нет – 57

Au_rod_CTAB есть 2.0 × 220

Au_rod_PEG нет – 16

Au_rod_Ag_CTAC есть 2.0 × 11890

Au_rod_Ag_PEG нет – 63

Au_star_CTAB есть 2.4 × 8610

Au_star_PEG нет – 19
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рис. 2, а сравнение интенсивностей одной из ха-
рактерных полос формазана – в табл. 2. Оказа-
лось, что несколько видов наночастиц дают ин-
тенсивные спектры формазана (Au_sph_CTAB,
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Рис. 2. Зависимость интенсивности рамановского
спектра формазана от времени инкубации (а) и кон-
центрации формазана (б) в присутствии наночастиц
Au_sph_CTAB, Au_rod_Ag_CTAC и Au_star_CTAB.
Общий вид спектров приведен во вставке (в).

Таблица 3. Интенсивность спектра формазана, обра-
зовавшегося в результате химического катализа реак-
ции МТТ → формазан в присутствии разных типов
наночастиц. Конечная концентрация МТТ-реагента
0.8 мкг/мл; измеряли интенсивность пика формазана
при 967 см–1.

Тип наночастиц Интенсивность пика
при 967 см–1, отн. ед.

Au_sph_CTAB 20

Au_rod_Ag_CTAC 20440

Au_star_CTAB 0

Au_rod_Ag_CTAC и Au_star_CTAB), в то вре-
мя как остальные наночастицы значительно ме-
нее эффективны для получения спектра форма-
зана в низких концентрациях. Общей характери-
стикой для наночастиц с наиболее интенсивны-
ми спектрами формазана является использова-
ние мицеллообразующего стабилизатора (СТАВ
или СТАС), а не полимера (PEG). Для объяс-
нения этого феномена была оценена агрегация
наночастиц по уменьшению пика поглощения в
видимом спектре (положения максимумов по-
глощения приведены в табл. 1). Оказалось, что
все варианты наночастиц мицеллообразующим
стабилизатором (СТАВ или СТАС) агрегируют с
падением интенсивности поглощения примерно
в 2 раза (табл. 2), в то время как PEG сохраняет
наночастицы в неагрегированном состоянии. Та-
ким образом, агрегация наночастиц – ключевой
параметр, который определяет возможности де-
текции формазана в низких концентрациях.

Дополнительно была оценена стабильность
интенсивности Рамановского спектра формаза-
на в зависимости от времени инкубации с на-
ночастицами (рис. 2а). Интенсивность спектра в
присутствии Au_sph_CTAB и Au_rod_Ag_CTAC
незначительно изменялась во времени. В то вре-
мя как Au_star_CTAB показывают небольшое
снижение сигнала во времени. Таким образом,
измерение спектров имеет смысл делать пример-
но через 1–2 мин после смешения, без длитель-
ных инкубаций.

Для трех типов наночастиц (Au_sph_CTAB,
Au_rod_Ag_CTAC и Au_star_CTAB) опре-
делили предел обнаружения (LoD) фор-
мазана (рис. 2б). LoD оценили по формуле
LoD = Iфон + 3.3 · SDфон. LoD оказался мини-
мальным для наночастиц Au_rod_Ag_CTAC
(0.05 мкг/мл), в то время как LoD для
Au_sph_CTAB составил 0.41 мкг/мл, а для
Au_star_CTAB – 0.12 мкг/мл. Наночастицы
Au_rod_Ag_CTAC позволяют определять форма-
зан при более низких концентрациях, в то время
как Au_sph_CTAB и Au_star_CTAB несколько
уступают по пределу обнаружения формазана.
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Применимость наночастиц для определения
формазана в бактериальных клетках

Ранее мы обнаружили, что некоторые ГКР-
субстраты способны восстанавливать МТТ-
реагент с образованием формазана в отсутствие
ферментов и живых организмов. Три типа на-
ночастиц (Au_sph_CTAB, Au_rod_Ag_CTAC
и Au_star_CTAB) были смешаны с МТТ-
реагентом, чтобы исключить это затрудняющее
обстоятельство. Оказалось, что наночастицы
с серебряным покрытием, Au_rod_Ag_CTAC,
выступают катализаторами восстановления
МТТ-реагента, приводя к появлению спектра
формазана без энзимологического катализа за
считанные минуты. В то же время, Au_sph_CTAB
и Au_star_CTAB не дают характерный спектр
формазана (табл. 3). Таким образом, данный
наночастицы Au_rod_Ag_CTAC не подходят для
измерений спектров формазана в живых клетках,
поскольку разделение вкладов химического и
энзимологического катализа невозможно.

Наночастицы Au_sph_CTAB и Au_star_CTAB
были исследованы для определения формазана
в клетках E. coli. Клетки E. coli инкубировали
с МТТ-реагентом в буфере PBS в течение 30
мин. Далее к клеткам добавляли 50 об. % изо-
пропанола, далее к этой смеси добавляли эк-
вивалентный объем раствора наночастиц. Изо-
пропанол необходим для лизиса клеток и рас-
творения кристаллов формазана, увеличивая до-
ступность формазана для детекции наночасти-
цами [40]. В данной постановке опыта наноча-
стицы Au_star_CTAB давали 5–10-кратно боль-
шую интенсивность спектра формазана в срав-
нении с Au_sph_CTAB (табл. 4, рис. 3). Наблю-
даемые отличия могут быть связаны с тушени-
ем рамановского спектра за счет сорбции био-
логических макромолекул на гладкой поверхно-
сти сфер, которые снижают эффект агрегации.
Напротив, нанозвезды позволяют получить вы-
сокую интенсивность полос формазана в образ-
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Рис. 3. Рамановские спектры, полученные для клеток
E. coli, обработанных МТТ-реагентом, с использова-
нием наночастиц Au_sph_CTAB и Au_star_CTAB. Ли-
нии спектра совпадают с линиями формазана.

цах бактерий. В данной работе были проверены
титры бактерий 105–107 КОЕ/мл. Оба типа нано-
частиц, Au_sph_CTAB и Au_star_CTAB, позволи-
ли определить формазан, продуцируемый титра-
ми бактерий в указанном диапазоне.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, нами были предложены

несколько вариантов наночастиц золота для де-
текции формазана, образующегося в результате
энзиматического восстановления МТТ-реагента
ферментами E. coli. Спектр очищенного форма-
зана был успешно получен на 4 типах золотых
наночастиц. Однако при переходе к бактери-
альным культурам спектр формазана оказалось
возможным получить только на сферических
наночастицах золота и золотых нанозвездах,
стабилизированных СТАВ. Золотые наночасти-
цы с серебряным покрытием восстанавливали
МТТ-реагент в отсутствие бактерий, что делает

Таблица 4. Интенсивность спектра формазана, образовавшегося в результате энзиматического катализа реак-
ции МТТ→ формазан ферментами клеток E. coli в присутствии разных типов наночастиц. Конечная концен-
трация МТТ-реагента 0,8 мкг/мл; измеряли интенсивность пика формазана при 967 см–1.

Тип наночастиц
Концентрация клеток E.coli

(КОЕ/мл)
Интенсивность пика
при 967 см–1, отн. ед.

Au_sph_CTAB

0 20

105 110 ± 5

106 180 ± 7

107 150 ± 50

Au_star_CTAB

0 0

105 1100 ± 80

106 800 ± 160

107 1600 ± 400
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их непригодными для анализа бактериальных
культур. Золотые нанозвезды давали наибо-
лее интенсивный ГКР-сигнал, что делает их
перспективным ГКР-субстратом для детекции
формазана в биологических смесях.
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Gold nanoparticles as SERS-substrates for MTT assay

V. A. Mushenkova,*, A. M. Burovb, V. I. Kukushkinc, E. G. Zavyalovaa

aDepartment of Chemistry, Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119991 Russia
bInstitute of Biochemistry and Physiology of Plants and Microorganisms, Saratov Scientific Centre of the

Russian Academy of Sciences, Saratov, 410049 Russia
cOsipyan Institute of Solid-State Physics of the Russian Academy of Sciences, Chernogolovka, 142432 Russia

*e-mail: vladimir.mushenkov@mail.ru

Several variants of gold nanoparticles were proposed for the detection of formazan formed because of
enzymatic reduction of the MTT reagent by E. coli enzymes. It is shown that gold nanostars coated with
a micellar stabilizer are the most promising SERS-substrate for the detection of formazan in biological
mixtures, reducing the required titer of bacteria by at least an order of magnitude.

Keywords: surface-enhanced Raman scattering, nanoparticles, MTT assay, bacteria.
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