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Аннотация Ключевые слова 
В настоящее время актуальна задача регистрации спек-
тров комбинационного рассеяния растворов белков с 
концентрацией менее 1 мкг/мл. Для повышения концен-
трации и усиления сигнала комбинационного рассеяния 
от этих белков проводится пробоподготовка путем высу-
шивания капли раствора на поверхности подложки, 
усиливающей сигнал комбинационного рассеяния бел-
ков. Исследовано влияние ультразвука на процесс осаж-
дения белка на поверхность и его конформация. Прове-
дены эксперименты по пробоподготовке раствора белка 
миоглобина в воде с концентрацией 1 мкг/мл на подлож-
ках, представляющих собой тонкие (не более 100 нм) 
пленки серебра с наноразмерной структурой поверхно-
сти, изготовленные на подложках из слюды. После уль-
тразвукового воздействия получены кристаллоподобные 
структуры белка, амплитуда спектров комбинационного 
рассеяния которых существенно больше амплитуды 
аналогичных спектров, полученных после высушивания 
растворов белка такой же концентрации при нормальных 
условиях без воздействия ультразвука. Обнаружено вли-
яние ультразвука на характер агрегации, кристаллизации 
и конформации белков, амплитуду и форму их спектров 
комбинационного рассеяния 

ГКР-активные подложки, конфор-
мация белка, акустохимия, пробо-
подготовка, ультразвук, миогло-
бин 
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Введение. Пробоподготовка сложных биологических объектов, таких как бел-
ки, бактерии, вирусы для регистрации их методом поверхностно-усиленного 
гигантского комбинационного рассеяния (ГКР) на подложках, представляющих 
собой тонкие пленки, является важной задачей, определяющей достоверность 
получаемых результатов. В настоящее время существует проблема регистрации 
проб белков низких (менее 1 мкг/мл) концентраций на подложках ограничен-
ной площади, требующих высушивания раствора. 

Пробоподготовка с помощью высушивания должна обеспечивать химиче-
скую стабильность пробы и не превышать времени, заложенного на анализ. Вы-
полнение этих условий необходимо для использования технологии в биомеди-
цинской практике. Пробоподготовка с помощью УЗ-сушки является перспектив-
ным и актуальным методом для образцов растворов белков, поскольку позволяет 
уменьшить время высушивания и не вызывает разложение белка. 

В процессе пробоподготовки важными аспектами являются: агрегатное состо-
яние и морфология осадка; скорость высушивания раствора; ГКР на активных 
подложках; конформация осажденных белков к поверхности активных ГКР-
подложек; влияние агрегации и конформации на изменение ГКР-спектра белка. 

В настоящее время не решены проблемы управляемого формирования 
осадка в части его агрегации, морфологии, скорости осаждения и конформации. 
Необходимо выделить значимые факторы, влияющие на протекание процесса 
формирования осадка.  

Для решения возникающих задач разработан лабораторный стенд, позво-
ляющий управлять воздействием на анализируемые растворы, нанесенные на 
поверхность активных ГКР-подложек с возможностью фото- и видеофиксации 
протекающих микромасштабных процессов.  

Исследуемые пробы анализировались методом спектроскопии комбинаци-
онного рассеяния с использованием лазерного конфокального спектрального 
микроскопа на длине волны 780 нм. 

Также экспериментально подбирают наиболее подходящие для ГКР-анализа 
подложки с разным характером топологии поверхности (наноразмерная шерохо-
ватость, волнистость, форма элементов рельефа).  

Топологию поверхности контролируют, используя атомно-силовую микро-
скопию и оптическую интерферометрию. 

Осаждение белков происходит как в аморфной форме, так и в кристалличе-
ской. В этом случае характер наблюдаемых ГКР-спектров может отличаться.  
В аморфной форме, как правило, белки имеют спектры комбинационного рассея-
ния (КР), соответствующие литературным данным. Для кристаллической формы 
белка спектры могут видоизменяться. Также можно ожидать дополнительное уси-
ление отдельных линий спектра, если сформированный кристалл является доста-
точно добротным оптическим резонатором. 

Свойство ультразвука способствовать кристаллизации впервые наблюда-
лось в 1928 г. [1] за много лет до серьезного применения в контроле образова-
ния кристаллов в промышленном масштабе. Ультразвук в растворе создает  
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кавитационные пузырьки с высокими давлением и температурой внутри. Эти 
структуры считаются потенциальными центрами зарождения кристаллов. В то 
же время акустические волны могут увеличивать как вероятность удара между 
молекулами, так и скорости массопереноса, тем самым увеличивая частоту за-
рождения [1]. 

Исследования в этой области показали, что УЗ-облучение раствора с нали-
чием преципитатов приводит к образованию кристаллов белка в более широком 
диапазоне условий кристаллизации. Также выявили, что УЗ-воздействие можно 
выгодно использовать при кристаллизации белка не только для активации за-
рождения кристаллов белка, но и повышения их качества [1]. 

Исследования в области кристаллизации с применением ультразвука про-
водились на частотах 20…100 кГц. Это связано с тем, что на низких частотах 
зарождение кавитации происходит при более низких мощностях. Частоты мега-
герцовых диапазонов зачастую используются для эхокардиографии, так как они 
не порождают кавитацию в тканях человека [2]. 

 Процесс кристаллизации характеризуется фазовой диаграммой, иллюстри-
рующей зависимость состояния белкового раствора от регулирующего парамет-
ра (рис. 1).  

Рис. 1. Пример типичной фазовой диаграммы белка [3] 

В первой зоне, где высокая концентрация макромолекул, наблюдается вы-
падение аморфного осадка белка. При более низкой концентрации белка, во 
второй зоне диаграммы, наблюдается образование центров нуклеации, которые 
при переходе в третью, метастабильную зону с более низкой концентрацией 
макромолекул инициируют рост кристаллов. При этом в метастабильной зоне 
не образуются новые центры кристаллизации, а наблюдается лишь рост кри-
сталлов. В четвертой зоне диаграммы, зоне ненасыщенного раствора, не проис-
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ходит ни образования центров нуклеации, ни роста кристаллов, а белок 
полностью переходит в растворенное состояние. 

Макромолекулы в кристаллизационном растворе существуют не только в виде 
мономеров, но и в виде высокомолекулярных агрегатов и кластеров макромоле-
кул. Нуклеация — динамический процесс, при котором множество макромолекул 
в различных промежуточных состояниях объединяются в правильную кристалли-
ческую решетку только тогда, когда в данных условиях это термодинамически вы-
годно. В свою очередь, правильный рост кристаллов наблюдается только в том 
случае, если растворимость белка снижается достаточно медленно. В противном 
случае выпадающий аморфный осадок белка будет служить препятствием к обра-
зованию центров нуклеации. Важным условием получения качественных кристал-
лов является снижение концентрации перенасыщенного раствора на достаточный 
для образования центров нуклеации уровень (рис. 2) [3]. 

Рис. 2. Обратимая ассоциация молекул белка в кристалл [3] 

Таким образом, метод УЗ-воздействия в целях уменьшения времени пробо-
подготовки перспективен для выполнения поставленных задач. Очевидно, что 
ультразвук определенных частоты и интенсивности излучения может положи-
тельно влиять на процесс нуклеации белковых кристаллов. Однако ранее не ста-
вилось задач как по пробоподготовке на активных ГКР-подложках с применени-
ем ультразвука, так и по уменьшению времени высыхания исследуемого раствора. 

Описанные в литературе эксперименты проводились на частотах 20… 130 кГц 
и занимали продолжительное время. Исходя из того, что существует проблема 
быстрой сушки пробы, в опытах использовался УЗ-резонатор, работающий на 
больших частотах (1,4 МГц). 

Экспериментальная часть. Для проведения экспериментов по уменьшению 
времени сушки растворов белков малых концентраций и объема и исследова-
ния влияния ультразвука на конформацию осажденного белка был создан стенд, 
состоящий из бинокулярного микроскопа МБС-9; установки УЗ-воздействия 
(рис. 3); камеры для микроскопа ToupCamс разрешением 3264/2448px; освети-
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теля в окуляре Optem International;  
секундомера. Параметры установки  
УЗ-воздействия следующие: резонанс-
ная частота пьезоэлемента 1,4 МГц; вы-
ходной ток на пьезоэлементе 750 мА; 
длина волны в воде 1 мм.  

В ходе эксперимента определены 
факторы, влияющие на морфологию и 
структуру получаемого осадка: приро-
да белка, температура, состояние по-
верхности подложки.  

В ходе эксперимента проводилось 
сравнение КР-спектров для образцов, 
полученных путем высушивания кап-

ли аналита заданной концентрации при комнатной температуре на воздухе и 
при УЗ-воздействии на подложках различных типов. Концентрация миоглоби-
на в растворе составляла 1 мкг/мл, объем капли 3 мкл. Нанесение выполнялось 
высокоточным дозатором Thermo Scientific. Анализ высушенных образцов про-
водился на спектрометре комбинационного рассеяния WITec 500 Alpha с по-
мощью лазера с длиной волны 785 нм. 

Схема эксперимента. Пластиковый стакан заливается водой в достаточном 
объеме, чтобы под прокладкой из вакуумной резины не образовывалось воз-
душных пузырьков и ее верхняя часть оставалась сухой. На резиновую проклад-
ку помещается подложка. С помощью дозатора Thermo Scientific на подложку 
наносится капля раствора аналита объемом 3 мкл.  

Сверху, над установкой УЗ-воздействия, помещается микроскоп с подклю-
ченной к компьютеру камерой, и выполняется настройка фокусного расстояния. 
Одновременно с включением прибора запускается секундомер. Наблюдение и 
фиксацию процесса высушивания раствора ведут с помощью видеокамеры.  

После окончания сушки фиксируется время, подложка изымается и поме-
щается в спектрометр комбинационного рассеяния WITec 500 Alpha для изме-
рения ГКР-спектров полученных образцов в различных точках осадка. 

Используемые в опытах подложки получены путем нанесения тонких нано-
структурированных пленок серебра на поверхность пластины слюды методом 
электронно-лучевого испарения в вакууме. Расстояние между источником ме-
талла и подложкой составляло 380 мм, давление в камере 10–5 тор. Скорость 
напыления 20 нм/с. При напылении осуществлялся контроль толщины по про-
пусканию на образце-свидетеле — оптический контроль с использованием 
предварительных расчетов зависимости пропускания от толщины слоя серебра. 
Ток пучка электронов 30 мА, напряжение на катоде 8 кВ. Перед напылением 
подложки из слюды очищаются в плазме в остаточной атмосфере (давление  
в камере 10–2 тор, ток 150 мА, напряжение на катоде 1,5 кВ). 

 

Рис. 3. Схема установки УЗ-воздействия: 
1 — пьезоэлемент; 2 — водная среда; 3 — ваку-
умная резина; 4 — пластиковый стакан; 5 —  
             раствор белка; 6 — ГКР-подложка 



А.С. Бабурин, И.А. Богинская, И.Н. Курочкин, И.А. Родионов 

102 ISSN 0236-3933. Вестник МГТУ им. Н.Э. Баумана. Сер. Приборостроение. 2018. № 4 

Управление процессом нанесения позволяет создавать на поверхности ато-
марно гладкой слюды пленку серебра толщиной 100 нм с развитой топологией 
нанометровой размерности. Эксперименты проводились на подложках с раз-
личной морфологией, характеризуемой разбросом размеров среднеквадратиче-
ской шероховатости в интервале от 0,5 до 10 нм и наличием или отсутствием 
особенностей (углублений и выступов) в несколько десятков нанометров, рас-
положенных на расстояниях в десятые доли микрона. Однако кристаллоподоб-
ные структуры при подготовке ультразвуковым методом наблюдались только на 
подложках типа Ag 131 (характеристики приведены далее). 

Используемый метод атомно-силовой микроскопии (АСМ) позволяет  
характеризовать морфологию поверхности подложек с разрешением до 1 нм. 
Измерения проводились в полуконтактной моде на микроскопе компании  
NT-MDT Solver P47 H [4–7]. 

Далее приведено АСМ-изображение одной использованной подложки (рис. 4), 
на которой получены положительные результаты по УЗ-пробоподготовке. Каж- 
дая подложка характеризуется, в частности, среднеквадратической шероховато-
стью, а также размером особенностей рельефа. В частности, на поверхности приве-
денной подложки измеренная среднеквадратическая шероховатость rms составила 
9,5 нм.  

Рис. 4. АСМ-изображение использованной подложки: морфология поверхности (а);  
                                                                 профиль поверхности (б)  

Результаты экспериментов. Основной эксперимент по УЗ-пробоподго- 
товке проведен с использованием подложки Ag 131 с толщиной пленки серебра 
100 нм, осажденной на поверхности слюды толщиной 100 мкм. Концентрация 
белка в растворе составляла 1 мкг/мл, время пробоподготовки 1 мин 47 с, объем 
пробы (капли) 3 мкл, время накопления спектра 15 с, мощность лазера для сня-
тия спектра 60 мВт. 

После высушивания образец был помещен в КР-спектрометр WITec  
500 Alpha, и в режиме работы прибора в качестве оптического микроскопа были 



Исследование влияния ультразвука при осаждении миоглобина… 

ISSN 0236-3933. Вестник МГТУ им. Н.Э. Баумана. Сер. Приборостроение. 2018. № 4 103   

получены изображения поверхности при разных увеличениях, представленные 
на рис. 5. Высушенная капля раствора с миоглобином показана на рис. 5, а. По 
центру осадка имеется площадь с осажденными на ней кристаллоподобными 
частицами белка. Это предположение сделано на основе наличия огранки у 
наблюдаемых частиц. Оно совпадает с данными о возможности кристаллизации 
белков под УЗ-воздействием [1, 2]. 

Рис. 5. Высушенная капля раствора с миоглобином; способ пробоподготовки — ультра- 
                                              звуковой; исходный объем капли 3 мкл: 

а — объектив 10 /0,24; б — объектив 50 /0,9 
 
Капля не является однородным слоем осажденного вещества в отличие от 

капель, высыхающих с образованием кофе-ринга — такого типа осадка от вы-
сушенной капли, в котором основная масса сосредоточена на окружности.  

В настоящем эксперименте наблюдается перераспределение вещества с мак-
симальной концентрацией в центре. При этом отсутствуют протяженные участ-
ки вещества, а весь осадок представляет собой совокупность небольших образо-
ваний, часть из которых является кристаллоподобными (см. рис. 5).  

Следующие измерения были выполнены на микроинтерференционном 
микроскопе Zygo NewView 7300. На рис. 6 приведены профили отдельных кри-
сталлов, по которым можно оценить их размеры. 

Из статистической оценки измерений, выполненных на приборе Zygo 
NewView 7300, получено, что средний размер кристаллических образований со-
ставляет ~2,7 мкм, а средняя высота 534,5 нм; среднее расстояние между образо-
ваниями ~12,2 мкм.  

Осажденное вещество было исследовано с использованием спектрального, 
конфокального КР-микроскопа WITec. Разрешение прибора позволяло изме-
рять КР-спектр одного кристаллоподобного образования (или микроагломерата 
белка) в пределах следа высушенной капли. Представлены спектры, измеренные 
с наиболее крупного агломерата (рис. 7).  



А.С. Бабурин, И.А. Богинская, И.Н. Курочкин, И.А. Родионов 

104 ISSN 0236-3933. Вестник МГТУ им. Н.Э. Баумана. Сер. Приборостроение. 2018. № 4 

Рис. 6. Профили (1–4, черная, красная, зеленая, синяя кривые соответственно) отдель-
ных кристаллов (размер основания 1,92 ± 0,24 мкм, высота 0,73 ± 0,11 мкм); способ  
                        пробоподготовки — ультразвуковой; исходный объем капли 3 мкл 

Рис. 7. Спектр, полученный с кристаллоподобных образований миоглобина; способ пробо-
подготовки — ультразвуковой; исходный объем капли 3 мкл; время накопления 15 с;  
                            мощность лазера 60 мВт; концентрация белка в растворе 1 мкг/мл 

 
Итак, в результате УЗ-воздействия получены кристаллоподобные структуры 

со спектрами, характеризующимися дополнительным усилением отдельных спек-
тральных линий, присутствующих в спектрах миоглобина, линии фенилаланина. 
При этом наблюдается значительное уменьшение, вплоть до исчезновения неко-
торых линий в спектре, таких как амид I, II, III и линий гема. Это явление может 
быть связано с конформацией молекулы белка при кристаллизации и ориентацией 
кристаллографических плоскостей относительно усиливающей поверхности. 

Для сравнения результатов УЗ-пробоподготовки и сушки на воздухе при 
комнатной температуре были проведены следующие эксперименты. 

Контрольный эксперимент 1. Для измерения рельефа осадка, образован-
ного без УЗ-воздействия, использовали стеклянную подложку с осажденным на 
нее миоглобином с концентрацией 1 мкг/мл, время пробоподготовки составило  
37 мин. 
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В результате исследований высушенных капель на воздухе на подложках из 
стекла (рис. 8) и активных ГКР-подложках на основе серебра выявили, что раз-
меры некристаллических агломератов на границе капель достигают 1 мкм и бо-
лее, что сопоставимо по размерам с кристаллическими образованиями при об-
работке белка ультразвуком, что позволяет сравнивать амплитуды КР-спектров. 

Рис. 8. Высушенная на стекле капля миоглобина с концентрацией 1 мкг/мл (объектив 10 ); 
способ пробоподготовки — высушивание на воздухе (а); рельеф осадка (б); расположение на  
                                                                         осадке см. рис. 10, а 

Контрольный эксперимент 2. Для подтверждения эффекта ГКР на серебря-
ных подложках измерен спектр миоглобина с использованием подложки в виде 
предметного стекла. Концентрация белка в осажденном растворе составляла  
10 мкг/мл. Сушка проводилась на воздухе в течение 28 мин; время накопления 
спектра 60 с; мощность лазера для снятия спектра 60 мВт. Среднее значение ампли-
туды этого спектра миоглобина составило 100 относительных единиц (рис. 9). 

Рис. 9. Спектр, полученный с агломератов миоглобина на стекле; способ пробопод-
готовки — высушивание на воздухе; исходный объем капли 3 мкл; концентрация белка  
                                                                 в растворе 10 мкг/мл 
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Контрольный эксперимент 3. Измерение собственного спектра серебряной 
подложки Ag 131 (рис. 10).  

Рис. 10. Спектр подложки Ag 131; время накопления 60 с; мощность лазера 60 мВт 
 
Контрольный эксперимент 4. Измерение спектра миоглобина без УЗ-воз-

действия проводилось на серебряной подложке Ag 131 c толщиной слоя серебра 
100 нм на поверхности слюды толщиной 100 мкм; концентрация раствора мио-
глобина 1 мкг/мл, объем капли 3 мкл. Высушивание проводилось при нормаль-
ных условиях на воздухе и заняло 35 мин. Время накопления спектра 60 с, мощ-
ность лазера для снятия спектра 60 мВт. 

Из рис. 11 следует, что белок относительно равномерно занимает часть 
внутреннего пространства высушенной пробы. Ограненные образования не 
наблюдаются.  

Рис. 11. Общий вид высушенной капли (объектив 10 /0,24); размер снимка 350  350 мкм 
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Осажденное вещество исследовано с использованием спектрального конфокального 
КР-микроскопа. Разрешение прибора позволяло измерить КР-спектр с одного 
микроагломерата белка в пределах следа высушенной капли. Приведен спектр миоглобина 
(рис. 12), полученный с наиболее крупного агломерата белка. 

Рис. 12. Спектр, полученный с микроагломерата миоглобина; способ пробоподготовки — на 
воздухе; исходный объем капли 3 мкл; время накопления 60 с; мощность лазера 60 мВт;  
                                                        концентрация белка в растворе 1 мкг/мл 

Обсуждение результатов. Сравнивая спектры, полученные в ходе контроль-
ных экспериментов, выявили, что при нанесении белка из раствора методом высу-
шивания на воздухе на используемые активные ГКР-подложки наблюдается усиле-
ние КР-сигнала белка более чем в 30 раз по отношению к аналогичному спектру, 
снятому при нанесении белка на стекло. Следует отметить также, что спектр образ-
ца на стекле находится на уровне шумов. Сравнение спектров с УЗ-воздействием и 
без показывает, что при наличии УЗ-воздействия время пробоподготовки сокра-
щается более чем в 20 раз, наблюдается усиление отдельных линий спектров белка 
более чем в 40 раз с учетом времени накопления спектра. При этом в зоне анализа 
присутствуют крупные ограненные кристаллоподобные объекты. Без УЗ-воздей-
ствия наблюдаются малоразмерные неограненные агломераты, спектры которых 
имеют меньшую амплитуду. Отметим, что объем вещества, с которого снимаются 
КР-спектры для используемого конфокального микроскопа фирмы WiTec с объек-
тивом 50 /0,9, равен ~4 мкм3. Объем кристаллоподобного объекта — такого же по-
рядка, для аморфных агломератов белка — объем значительно больше, т. е. этот 
фактор не является значимым для выводов о большем эффекте усиления для кри-
сталлических объектов.  

Выводы. 1. Впервые исследована возможность управлять УЗ-осаждением 
белка из раствора на поверхность активной ГКР-подложки в целях пробоподго-
товки для последующего измерения КР-спектров.  
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2. Используя ультразвук, можно сократить время высыхания капли более 
чем в 20 раз по сравнению с сушкой на воздухе. Впервые выявлено, что акусти-
ческие волны влияют на конформацию белка и его морфологию на поверхности 
серебряных наноструктурированных пленок.  

3. При УЗ-воздействии на нанесенный на поверхность активных ГКР-под-
ложек раствор миоглобина появляются большие кристаллоподобные частицы, 
которые могут так ориентироваться относительно ГКР-подложки, что отдель-
ные линии КР-спектра белка усиливаются более чем в 40 раз по сравнению со 
спектром частиц, полученных сушкой на воздухе. 

4. Конформация высушиваемого материала приводит к образованию кри-
сталлитов с усилением до 5 раз отдельных линий их КР-спектров относительно 
остальных линий. 
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Abstract Keywords 
The article deals with the problem of recording the Raman 
spectra of protein solutions with a concentration of less than 
1 μg /ml, which appears very important at present. To in-
crease the concentration and amplification of the Raman 
signal from these proteins, sample preparation was carried 
out by drying a drop of solution on the surface of the sub-
strate, which amplifies the signal for the Raman proteins 
scattering. The ultrasound effect on the process of protein 
deposition on the surface and its conformation was studied. 
Moreover, we conducted experiments on the preparation of 
a protein solution of myoglobin in water at concentration  
of 1 μg /ml on substrates that are thin (not more than  
100 nm) silver films with a nanoscale surface structure made 
on mica substrates. After ultrasonic treatment, crystal-like 
protein structures were obtained, the amplitude of the Ra-
man spectra being much larger than the that of similar 
spectra obtained after drying solutions of protein of the same 
concentration under normal conditions without ultrasound. 
Findings of the research show that ultrasound affects the 
nature of aggregation, crystallization and conformation  
of proteins, the amplitude and shape of the Raman spectra 

SERS substrates, protein conforma-
tion, acoustochemistry, sample prepa-
ration, ultrasound, myoglobin 
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