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1. ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время накоплен обширный экспериментальный и теорети#
ческий материал по гигантскому комбинационному рассеянию (ГКР) света
молекулами, расположенными вблизи поверхности металла. Существует
несколько обзоров

 1–6
 и две монографии

 7, 8
, основное внимание в которых

уделяется выяснению механизмов ГКР. По#видимому, следует считать дока#
занным существование двух механизмов, определяющих огромное (в ряде
случаев до 10

10
) увеличение сечения комбинационного рассеяния (КР) адсор#

бированных молекул — электромагнитного, связанного с увеличением ло#
кального электромагнитного поля вблизи поверхности, и молекулярного —
за счет образования новых возбужденных состояний комплекса молекула —
металл. В то же время появляется все больше работ, целью которых является
не столько изучение физических аспектов явления ГКР, сколько практиче#
ские применения метода для решения прикладных задач физики поверхности,
аналитической химии, биофизики и т. д.

Одним из наиболее многообещающих приложений ГКР является изуче#
ние структурно#функциональных особенностей молекул, имеющих биоло#
гическое значение (см. обзор

 9
). Всего за последние 5 лет появилось около

100 оригинальных работ, посвященных исследованию различных классов
биологических молекул — аминокислот, нуклеиновых оснований, водорас#
творимых, мембранных и светочувствительных белков, нуклеиновых кислот



Биомолекулы, изученные методом спектроскопии ГКР

и надмолекулярных комплексов (см. таблицу). При применении спектро#
скопии ГКР к изучению сложных молекул особый интерес представляет
вопрос о том, в какой мере наблюдаемое усиление сечения КР обусловлено
электромагнитными, а в какой — молекулярными механизмами. При этом
достаточно знать характерное расстояние от поверхности металла, на кото#
ром проявляется эффект усиления. Очевидно, что в условиях реализации
дальнодействующей компоненты механизма усиления КР можно получать
спектры, идентичные спектрам КР неадсорбированных молекул, но при
значительно более низком пороге регистрации, тогда как при короткодей#
ствующем механизме существует возможность анализа топографии макро#
молекул, выяснения природы групп, имеющих возможность вступать в непо#
средственный контакт с поверхностью металла. Исключительно важным
представляется также вопрос о сохранении конформации макромолекул при



адсорбции на поверхности металла. По#видимому, увеличение сечения КР
за счет электромагнитного механизма является наиболее мягкой методикой,
поскольку в этом случае хемосорбция с образованием комплекса молекула —
металл не является необходимым условием, как это имеет место для моле#
кулярного механизма. Оптимальной системой для получения спектров ГКР
биомолекул при реализации дальнодействующего электромагнитного меха#
низма усиления является металлическая поверхность с регулярными неодно#
родностями одинаковых размеров

 7, 8
, обеспечивающими эффективное воз#

буждение в металле поверхностной электромагнитной волны. Молекулярный
механизм усиления преобладает при адсорбции молекул на электродах,
разрыхленных анодной поляризацией в растворе электролита. Известен
ряд примеров, когда в этой системе адсорбция не вызывает изменения кон#
формационных и функциональных свойств биополимеров

 11, 12, 22, 23
, однако

в каждом конкретном случае этот вопрос требует специального рассмотре#
ния. Таким образом, наиболее существенной проблемой применения эффекта
ГКР к изучению биомолекул является выбор условий избирательной реали#
зации электромагнитной или молекулярной компонент механизма усиления.

Следует отметить, что некоторые особенности структурной организации
биополимеров делают их исключительно удобным инструментом исследова#
ния механизма ГКР. Изучение белков, нуклеиновых кислот и модельных
соединений с известной из рентгеноструктурного анализа трехмерной струк#
турой позволило определить условия реализации дальнодействующего и ко#
роткодействующего (по сравнению с длиной волны возбуждающего излучения)
механизмов усиления спектров КР при адсорбции. В экспериментах с моле#
кулами ДНК и некоторых белков было убедительно показано, что при
адсорбции на разрыхленных серебряных электродах и гидрозолях серебра
(коагулирующих при добавлении адсорбата) механизм усиления коротко#
действующий — спектр ГКР исчезает при удалении изучаемой группы на
расстояние свыше от поверхности металла. При исследовании фрагментов
мембран с характерным размером ~1 мкм оказалось, что адсорбция неагре#
гированных золевых мицелл серебра диаметром приводит к преиму#
щественной реализации молекулярного, короткодействующего механизма
усиления, тогда как после агрегации золя до коагулятов размером
вклад электромагнитного механизма резко увеличивается. Наконец, в опытах
с биомембранами было обнаружено, что наиболее простой системой для
преимущественной реализации электромагнитного механизма усиления
является, по#видимому, «гладкий» серебряный электрод — металлическая
поверхность, не разрыхленная анодной поляризацией в растворе электролита
для увеличения концентрации точечных дефектов поверхности, играющих
роль центров образования химических комплексов молекула — металл. Раз#
рыхление электрода приводит к резкому увеличению вклада молекулярного
механизма усиления, имеющего выраженный короткодействующий характер
(см. раздел 4).

Анализ спектров ГКР биомолекул, содержащих в своем составе группы
различной физической природы, позволил определить условии образования
комплексов молекула — металл и выяснить химическую природу таких ком#
плексов. Оказалось, что основную роль при адсорбции на точечных дефектах
поверхности металла играют группы, обладающие развитой
системой. Существенный вклад в ГКР дают также группы, образующие
с поверхностью за счет неподеленных электронных пар соот#
ветствующих атомов. И, наконец, вклад электростатических взаимодействий
молекулы и металла при реализации молекулярных механизмов усиления
оказался исчезающе мал. Таким образом, была продемонстрирована опреде#
ляющая роль хемосорбции в возникновении «молекулярного» ГКР.

Из вышесказанного следует, что метод спектроскопии ГКР обладает
рядом уникальных возможностей, которые делают его весьма перспективным
для исследования широкого класса биологических молекул. Прежде всего



это связано с высокой чувствительностью метода. Спектры ГКР биополи#
меров удалось регистрировать при концентрациях на 3—4 порядка меньших,
чем в традиционной спектроскопии КР. Это преимущество носит принци#
пиальный характер, поскольку многие биологически важные соединения
доступны в ограниченных количествах и, кроме того, очень часто биополи#

меры не удается растворить при высоких концентрациях. Отметим также,
что при концентрациях, существенно превышающих физиологические зна#

чения, может происходить агрегация биомолекул, приводящая к изменению
их структуры. В отличие от других методов оптической спектроскопии, метод
спектроскопии ГКР дает возможность изучения состояния отдельных групп,

находящихся на поверхности биологических макромолекул и надмолекуляр#
ных комплексов. Это особенно важно, поскольку огромное число биохими#
ческих процессов в клетке протекает именно на границе раздела фаз. При
определенных условиях заряженные металлические поверхности могут слу#
жить удобными моделями для исследования мембранных процессов. Кроме
того, варьирование потенциала на поверхности металла позволяет контроли#
ровать состояние групп атомов биомолекул, которые меняют свои окислитель#

но#восстановительные свойства в процессе функционирования. Имеется
также возможность фиксировать электро# и фотохимические превращения
некоторых биомолекул, адсорбированных на поверхностях электродов или
гидрозолей, что позволяет изучать отдельные стадии функционирования
таких биологических соединений в стационарных условиях.

Все это позволяет говорить о появлении в молекулярной биофизике
нового метода колебательной спектроскопии. В связи с этим нам представ#
ляется целесообразным проанализировать данные по ГКР, рассмотрев физи#

ческие особенности этого эффекта с точки зрения возможности получения
новой спектроскопической информации о строении биологических молекул
и их свойствах на поверхности металла. В разделах 2 и 3 мы кратко рассмот#
рим экспериментальные методики получения спектров ГКР и основные харак#
терные черты проявления молекулярных и электромагнитных механизмов
усиления, обратив особое внимание на биомолекулы как на специфический
класс соединений, изучаемых методом ГКР. Раздел 4 полностью посвящен
конкретным приложениям метода к исследованию биомолекул различных

типов.

2. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ МЕТОДИКИ ПОЛУЧЕНИЯ СПЕКТРОВ

ГИГАНТСКОГО КОМБИНАЦИОННОГО РАССЕЯНИЯ

Генерация интенсивного ГКР до настоящего времени наблюдалась на
специально приготовленных металлических поверхностях с сильной шеро#
ховатостью

 6
. Различные формы шероховатой поверхности готовят либо

путем огрубления поверхности металла (например, электроды в электро#
химической ячейке после проведения окислительно#восстановительного цик#

ла (ОВЦ), металлические пленки, разрыхленные механически, химически,
а также с помощью ионной бомбардировки или облучения жестким ультра#
фиолетом), либо посредством создания специальных типов поверхности,
таких, как сферы в коллоидных суспензиях, металлические островковые
пленки, дифракционные решетки, аксиально#симметричные выступы на

металлическом покрытии, упорядоченные двумерные поверхности из метал#
лических частиц, приготовленные с помощью микролитографии и других

методик
 6–8

. Однако тонкая структурная организация и большие размеры
биомолекул существенно ограничивают число систем, в которых можно
исследовать эти объекты с помощью спектроскопии ГКР. Спектры ГКР
и ГРКР биологических молекул удавалось получать в электрохимических
ячейках, системах малых изолированных частиц (гидрозоли металлов),
а также на поверхности пленок серебра и покрытиях с регулярными неодно#

родностями
 7, 9, 23, 24

.



Спектры ГКР регистрируют с помощью стандартной аппаратуры для
получения спектров КР. Для возбуждения используют лазерные линии

в видимом диапазоне. Для предотвращения фоторазрушения образцов мощ#
ность лазерного излучения в кюветном отделении, как правило, не превышает
50 мВт. Кроме того, применяют вращающиеся кюветы, струевые методы

 25
,

а также используют системы многоканальной детекции
 24, 26

.
Интересная информация, позволившая решить ряд биофизических задач,

была получена при использовании микроскопа в КР#спектрометре
 27, 34

.
Это позволило исследовать поверхность надмолекулярных биологических
комплексов с целью обнаружения в них неоднородностей и выяснения их
природы. Фокусировка лазерного луча с помощью объектива микроскопа
до размера поперечного сечения 1 мкм дает возможность получать спектры
ГКР очень малых объемов вещества. Лазерный луч сканируют по поверхно#
сти или же направляют в определенную точку, выбранную с помощью обыч#
ного микроскопа. При сканировании луча по поверхности двумерное про#
странственное распределение ГКР для каждого волнового числа получают
при считывании с видикона. Применение микроскопа в спектроскопии ГКР
позволило исследовать отдельные участки хромосом

 28
. В дальнейшем эта

методика, несомненно, будет широко применяться для анализа поверхности
клеток и надклеточных структур.

2.1. М е т а л л и ч е с к и е э л е к т р о д ы
в э л е к т р о х и м и ч е с к о й я ч е й к е

На рис. 1, а приведена схема электрохимической ячейки, используемой
для получения спектров ГКР биомолекул, адсорбированных на металличе#
ских электродах. Ячейку, содержащую три электрода, рабочий электрод
и электрод сравнения (чаще всего серебряные) и вспомогательный (обычно
из платины), включают в схему потенциостатирования. Рабочий электрод
помещают в центре кюветы для уменьшения влияния процессов диффузии
и электрохимических реакций. В качестве электролита используют растворы
солей щелочных металлов, причем основную роль в возникновении ГКР игра#
ют анионы

 7, 29
. Величины усиления сигнала ГКР в присутствии различных

анионов убывают, как правило, в следующей последовательности:
= Сl > SCN > НРО

4
 > SО

4
 > СlO

4

 30
. В настоящее время разработаны

электрохимические ячейки с рабочим объемом от 15 мл до 50 мкл
 31–34

. Типич#
ная электрохимическая ячейка состоит из двух коаксиальных цилиндров,
в одном из которых находятся рабочий электрод и раствор изучаемых био#
молекул, а в другом — электроды сравнения и вспомогательный в растворе
электролита (рис. 1, в). Шершавый шлиф на поверхности соприкосновения
внутреннего цилиндра и покровного стекла обеспечивает смачивание раство#
ром электролита и проводимость между растворами во внутреннем и внеш#
нем цилиндрах. Угол падения лазерного луча на поверхность рабочего
электрода обычно составляет 45°, а рассеянный свет собирают под углом 90°.
В отдельных случаях предусматривают терморегуляцию ячейки и возмож#
ность изменения ориентации рабочего электрода по отношению к падаю#
щему лучу

 23, 24
. Для воспроизводимости результатов измерений ГКР необ#

ходимо особенно тщательно заботиться о чистоте реактивов и воды. Для
приготовления растворов обычно используют би# и тридистиллированную
воду, которую дегазируют пропусканием гелия или азота в течение 20—
30 мин.

Перед адсорбцией биомолекул поверхность электрода механически
полируют, обезжиривают и поляризуют катодным током для устранения
с поверхности окислов. Для увеличения сигнала ГКР на поверхности создают
шероховатости путем проведения одного или нескольких ОВЦ. При этом
на рабочий электрод подают сначала положительный, а затем отрицательный
потенциал относительно насыщенного хлорсеребряного электрода, что при#



водит к окислению металла с последующим восстановлением его на поверх#
ности электрода в виде кластеров размером ~100 нм, что подтверждается
данными растровой электронной микроскопии

 2, 8
. Механическая полировка

без последующего проведения ОВЦ является гораздо менее эффективной пред#
варительной обработкой поверхности, хотя и удавалось наблюдать спектры
ГКР биомолекул при адсорбции их на «гладких» серебряных электродах

 35
.

Рис. 1. a — Схема приставки к КР#спектрометру для получения спектров ГКР молекул
на серебряных электродах в электрохимической кювете. б — Вольт#амперная характе#
ристика серебряного электрода в электролите 0,1 М КС1, содержащем 0,1 % исследуе#
мого органического соединения, записанная в электрохимической кювете с повышенной
эффективностью сбора рассеянного света. в — Электрохимическая кювета с повышенной
эффективностью сбора рассеянного излучения, предназначенная для получения спект#
ров ГКР молекул на поверхности электродов; 1 — корпус из фторопласта; 2 — кварце#
вый колпак; 3 — накидная гайка; 4 — рабочий электрод; 5 — вспомогательный электрод;
6 — электрод сравнения; 7, 8 — стеклянные кольца, отделяющие рабочий объем элект#
ролита от объема со вспомогательным электродом и электродом сравнения; 9 — электри#
ческий контакт через две притертые стеклянные поверхности; 10 — рабочий объем элект#
ролита; 11 — объем со вспомогательным электродом и электродом сравнения. г — Элект#
рохимическая микрокювета, предназначенная для получения спектров ГКР молекул
на поверхности электродов; 1 — 7 — как на рис. в; 8 — электрический контакт через
две притертые стеклянные поверхности; 9 — рабочий объем электролита; 10 — объем

со вспомогательным электродом и электродом сравнения
33

Для предотвращения конформационных изменений биомолекул в процессе
проведения ОВЦ их добавляют в электролит после разрыхления поверхности

электрода анодным током.
В ряде работ было показано, что присутствие в растворе электролита

определенных соединений (например, пиридина, бипиридина и др.) вызывает
увеличение интенсивности сигнала ГКР исследуемых молекул за счет образо#
вания на поверхности электродов комплексов Ag — Py (01) и Ag — PyPy (01)

Контроль за процессом адсорбции, изменением электродного импеданса
и емкости двойного слоя, а также оценку суммарного заряда, прошедшего
через электрохимическую ячейку в процессе ОВЦ, осуществляют с помощью
вольтамперометрии. Типичный ОВЦ, используемый в экспериментах с био#
молекулами, проводят в процессе изменения потенциала, представляющего
собой треугольный импульс

 9
. Скорость сканирования потенциала и пределы

его изменения определяют величину прошедшего заряда. Это дает возмож#



ность контролировать степень анодирования и позволяет судить о масштабах
изменения структуры поверхности

 6, 38
. Отрыв ионов от электрода обна#

руживается по появлению тока на вольт#амперограмме (рис. 1, б). Обычно
строят зависимость тока не от разности потенциалов электрод — электролит,
а от разности потенциалов между рабочим электродом и насыщенным хлор#
серебряным электродом (электрод имеет постоянный потенциал относительно

электролита).
Параметры ОВЦ и условия его проведения, при которых наблюдается

максимальное усиление сигналов КР, зависят от типа металла электрода,
химической природы молекул и от используемого электролита
было показано в работах

 36, 39
, освещение электрода лазерным лучом при

проведении ОВЦ способствует разрыхлению поверхности металла и усиливает
ГКР молекул адсорбата. Форма рабочего электрода может быть самой разно#
образной. Так, в работе

 40
 для выявления небольших

сдвигов в спектрах ГКР окисленного и восстановленного состояний прото#
порфина впервые применили дифференциальную спектроскопию ГКР с вра#
щающимся дисковым электродом, одна половина которого была выполнена
из серебра, а другая — из платины. Конструкция электрохимической ячейки
с прессованным рабочим электродом, предложенная в

 41
, позволяет получать

спектры ГКР биомолекул в твердом состоянии. В работе
 42

 с целью устране#
ния влияния медленной диффузии адсорбата на интенсивность ГКР исполь#
зовали цилиндрический вращающийся электрод, что позволило регистри#
ровать сигнал при постоянной равновесной концентрации исследуемых
молекул.

Спектры ГКР на электродах являются нестабильными во времени, что
проявляется в постепенном уменьшении интенсивности всех полос, причем
скорость уменьшения зависит от потенциала на электроде

 43
. Наиболее ста#

бильные спектры получают при потенциале нулевого заряда металла элек#
трода в данном электролите, т. е. когда поле двойного слоя минимально
и электрохимические реакции отсутствуют

 5
. Величина же потенциала, при

котором получают наиболее интенсивные спектры ГКР, определяется хими#
ческой природой молекул, типом электролита и металла электрода

 5, 8
.

Несмотря на относительную простоту получения спектров ГКР на элек#
тродах в электрохимических ячейках, эта система является не очень удобной
для изучения биохимических процессов на границе раздела электрод/элек#
тролит, поскольку эффективные способы контроля микроструктуры поверх#
ности при проведении ОВЦ отсутствуют; электрохимические процессы на
границе раздела сильно затрудняют изучение и моделирование взаимодей#
ствия биомолекул с поверхностью металла. Кроме того, электрод в электро#
химической ячейке считают недостаточно «чистой» системой, поскольку даже
минимальные количества примесей, неизбежно присутствующих в ячейке,
существенно меняют адсорбционные свойства поверхности металла.

2.2. С и с т е м ы м а л ы х и з о л и р о в а н н ы х
м е т а л л и ч е с к и х ч а с т и ц

Другой системой, в которой возможно наблюдение ГКР биомолекул,
находящихся вблизи поверхности металла, является система малых (по срав#
нению с длиной волны света) изолированных частиц. Усиление КР в этом
случае может достигать 10

6
—10

7 7
. Стабильные дисперсные системы из частиц

серебра, золота или меди диаметром 10—100 нм готовят восстановлением раз#
бавленных растворов простых солей этих металлов. Полученные золи имеют
один или несколько максимумов экстинкции в видимой области, длины волн
которых зависят от размера и формы частиц и могут изменяться в зависи#
мости от процедуры приготовления, а также во времени вследствие агрегации
или роста частиц.



Обычно источниками серебра или золота для приготовления таких кол#
лоидов служат соли с ионами причем используются различ#
ные восстанавливающие агенты, включая нитратные и оксалатные ионы,
гидроксиламин, боргидрид натрия, ионы этилендиаминтетраацетата (ЭДТА)

Контроль за размерами и формой коллоидных частиц осуществ#
ляют с помощью электронной микроскопии на проходящих пучках

 7, 14

(рис. 2).

Гидрозоль золота, содержащий однородные по размеру частицы правиль#
ной сферической формы, готовят обычно путем восстановления НАuСl

4

раствором тринатриевого цитрата. При этом возникает коллоид с полосой
экстинкции в области 500—550 нм, состоящий из золотых шариков диаметром
около 20 нм. Меняя относительные концентрации соли металла и восстано#
вителя, можно контролировать размеры металлических частиц в зависимости
от цели эксперимента

 45
.

Рис. 2. Электронно#микроскопические фотографии гидрозоля серебра (а), комплекса
золь—фенилаланин (б) и гистограмма распределения мицелл золя по размерам (в)

 14
.

Гидрозоль готовили по методике
 46

. Комплексы: золь — фоторецепторный диск и золь — пур#
пурная мембрана (см. д)

 20
. Масштаб — 1 мкм

Гидрозоль серебра для получения ГКР биомолекул обычно готовят вос#
становлением нитрата серебра боргидридом натрия

 46
. Образуется гидрозоль

с максимумом экстинкции вблизи 390 нм. Электронные микрофотографии
золя и комплекса золь — адсорбат приведены на рис. 2. Характерный размер
золевых мицелл при использовании описанного метода приготовления состав#
ляет 12—16 нм. При исследовании некоторых аминокислот

 49, 50
 и ДНК

 51

гидрозоли серебра готовили путем восстановления нитрата серебра ЭДТА

и солью лимонной кислоты.
В этих случаях характерные размеры металлических частиц составляли

320 и 30—150 нм соответственно. Как было показано в
 52

, гидрозоль серебра
можно фракционировать по размерам с помощью центрифугирования и хро#

матографии.
При добавлении к гидрозолю небольших по размеру биомолекул (ами#

нокислоты и дипептиды, нуклеиновые основания и др.) происходит агрегация
мицелл (см. рис. 2, б). При высоких концентрациях адсорбата коагуляция
может происходить очень быстро и приводить к полному осаждению комплек#



сов, если коллоид не стабилизировать добавлением протектора (додецилсуль#

фата натрия, желатина, поливинилового спирта, глицерина и т. д.)
Важным преимуществом спектроскопии ГКР коллоидных систем по

сравнению с электрохимической ячейкой является простота приготовления
гидрозолей, а также возможность контроля формы и размера частиц. По#
скольку гидрозоли являются слабо рассеивающими свет системами, то доста#
точно просто получать спектры поглощения, люминесценции и кругового
дихроизма, что дает возможность извлекать дополнительную информацию
о структуре адсорбата, изучаемого методом ГКР. Спектры ГКР биомолекул,
адсорбированных на металлических коллоидах, получают в стандартных

кварцевых кюветах для жидких образцов.
Недавно удалось зарегистрировать спектры ГКР следовых количеств

(10
–10

 г) органических соединений, адсорбированных на подложках силика#
геля

 22
, фильтровальной бумаге

2 3
 и хроматографических пластинках

 55
,

обработанных гидрозолем серебра. Без сомнения, такой способ регистрации
ГКР найдет широкое применение в аналитических приложениях, особенно

в хроматографии.
Недостатками метода спектроскопии ГКР на металлических коллоидах

являются седиментация золя в процессе длительного хранения, недостаточно
надежный контроль потенциала на поверхности мицелл (что важно для био#
молекул, претерпевающих фото# и электрохимические превращения), а также
зависимость формы и размеров частиц от условий хранения золя.

2.3. Д р у г и е с и с т е м ы

Кроме широко распространенных систем электродов в электрохимиче#
ских ячейках и металлических коллоидов, спектры ГКР были зарегистриро#
ваны также для биомолекул, адсорбированных на островковых пленках сере#
бра

 24, 56–58
, на слоях оксидов металлов в туннельных контактах

 59, 60
, на

упорядоченных двумерных металлических покрытиях
 23

, на поверхности
серебра, огрубленной осаждением CaF

2

 61–64
. При этом адсорбцию биомолекул

и запись спектров ГКР проводили на воздухе.

Интенсивные спектры ГКР хлорофилла#а, бактериохлорофилла#а и бак#
териофеофитина#а, встроенных в инертные полимерные матрицы и нанесен#
ных в виде монослоев на тонкую островковую пленку серебра, были
получены Коттон и др.

 24
. Островковые пленки готовили в вакууме путем

медленного (0,1 нм/с) осаждения серебра на очищенную стеклянную подлож#
ку, причем толщину слоя металла контролировали с помощью эллипсометрии.
Диаметр полученных островков металла составлял 20—40 нм. Монослои,
содержащие инертный наполнитель со встроенными биологическими хромо#
форами, наносили на поверхность серебра по методу Лэнгмюра — Блоджетт.
Для предотвращения фоторазрушения и окисления образцов приготовление
монослоев и их перенос на пластинку проводили в атмосфере инертного газа
на неярком свету, используя при возбуждении ГКР малые времена экспо#
зиции. Метод дает возможность моделирования удаленности хромофора от
поверхности биомолекулы или мембраны за счет нанесения различного числа
монослоев.

В работе 56 зарегистрировали спектр ГКР 4#аминобензойной кислоты,
адсорбированной на островковой пленке серебра, нанесенной на гемоцилин#
дрическую призму (Аl

2
O

3
) для эффективного возбуждения поверхностных

плазмонов. Монослойное покрытие готовили путем нанесения капель иссле#
дуемого вещества на подложку, которую затем вращали со скоростью

2000 об/мин. Толщину слоя адсорбированных молекул определяли из спек#
тров ГКР. Чен с соавторами 57 для изучения изоникотиновой и бензойной
кислот использовали золотые островковые пленки.

Для генерации интенсивного ГКР биомолекул, адсорбированных на се#
ребряных пленках, поверхность серебра в ряде случаев огрубляли осажде#



нием CaF
2

 61–64
. Монослои исследуемых веществ (тетраметилпорфина

 61–63

или бензойной кислоты
 64

) наносили путем центрифугирования из раствора
на пленку Аl

2
O

3
, после чего создавали разделительный слой толщиной 15 нм.

Огрубляющий поверхность слой СaF
2
 с «массовой толщиной» 40 нм создает

значительные шероховатости глубиной до 50 нм. Слой серебра (20—60 нм),
осажденный на СaF

2
, воспроизводит волнистую структуру поверхности

(рис. 3).
Ряд авторов

 59, 60
 наблюдали спектры ГКР от молекулярных слоев

n#аминобензойной и 4#ацетилбензойной кислот, адсорбированных на слое
окисла в металлических туннельных контактах Аl — Аl

2
O

3
 — X — Ag,

Рис. 3. Создание регулярных микроструктур на поверхности.
а, б — Эксперимент по определению зависимости усиления КР от расстояния между молекулой и ме#

Этапы создания регулярных неоднородностей, обеспечивавших максимальное увели#
чение сигнала КР

где X — исследуемая молекула. Хотя присутствовал лишь монослой веще#
ства и, кроме того, молекулы были отделены от падающего луча пленкой
серебра толщиной 20 нм, наблюдали значительное (до 5·10

4
) усиление КР.

Образцы готовили путем осаждения пленки алюминия толщиной 40 нм на
подложку при давлении 10

–7
 Торр. Геометрию поверхностных неоднородно#

стей контролировали путем испарения через металлические маски. Пленки
алюминия окислялись на воздухе, после чего осаждали слой серебра в ка#

честве второго электрода.
Как было показано в

 60
, наблюдение ГКР возможно и на гладких метал#

лических пленках толщиной 100 нм. По данным растровой электронной ми#
кроскопии размер шероховатостей на таких поверхностях не превышает

30 нм.
В последние годы в спектроскопии ГКР все большее внимание уделяется

созданию металлических поверхностей, состоящих из последовательностей
изолированных частиц серебра, имеющих однородную форму и субмикронные
размеры

 7, 65
. Для создания таких систем используют как микролитографи#

ческую технику
 7

, так и некоторые более простые методики
 23, 65

. Авторам
работы

 23
 удалось наблюдать ГКР молекул бензойной кислоты, адсорбиро#

ванных на поверхности серебра, сформированной в виде однородных полу#
сфер с контролируемыми размерами от 40 до 1000 нм. Подложку готовили
нанесением полистиролового латекса на фильтровальную бумагу с последую#
щим центрифугированием, высушиванием и напылением слоя серебра
(200 нм). Это позволило детектировать сигналы ГКР молекул, нанесенных

на подложку в концентрации до 10
–10

 М. Наибольший коэффициент усиления
КР был зарегистрирован при адсорбции органических молекул на сверх#



тонких подложках, состоящих из столбиков оксида кремния одинаковой
формы с напиленным на них слоем серебра

 65
. Столбики SiО2 на поверхности

представляли собой полуэллипсоиды с осями около 60 и 30 нм, расстояние
между которыми составляло 300—500 нм. Стадии процесса приготовления
подложки показаны на рис. 3. Кремниевая пластинка, на которой нанесен
слой SiО

2
, подвергается плазменному травлению с использованием в качестве

маски серебряной островковой пленки. Приготовленная таким обра#
зом поверхность аналогична микроструктурам, полученным с помощью

микролитографии
 7

, однако она не требует применения столь сложной тех#

нологии.
Применение спектроскопии ГКР на металлических поверхностях с ис#

кусственно созданными упорядоченными микроструктурами представляется
особенно перспективным для аналитических приложений.

3. ОСНОВНЫЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ И МЕХАНИЗМЫ ЭФФЕКТА

ГИГАНТСКОГО КОМБИНАЦИОННОГО РАССЕЯНИЯ

ГКР обладает рядом особенностей, отличающих его от обычного КР.
Во#первых, сечения КР для колебательных мод адсорбированных молекул
увеличиваются в 10

2
—10

6
 раз и более по сравнению с аналогичными величи#

нами для неадсорбированных молекул. Во#вторых, величина усиления зави#
сит от частоты возбуждения и степени шероховатости подложки по специфич#

ному для ГКР закону. При этом определяющую роль играют как шерохова#
тости субатомного размера, так и в несколько десятков и сотен ангстрем.
В#третьих, спектры ГКР многих молекул сильно отличаются от соответствую#
щих спектров КР молекул в свободном состоянии. Это проявляется в изби#
рательном усилении определенных колебаний, а также в появлении новых
полос в спектре ГКР. Кроме того, при адсорбции молекул на поверхности
металла происходит изменение люминесценции, поглощения, ряда нелиней#
ных эффектов, а также возникновение наведенной оптической активности

 1–8
.

При рассмотрении вопроса, связанного с усилением КР адсорбирован#
ных молекул, следует учитывать два очевидных обстоятельства. Во#первых,
вблизи поверхности металла падающее и рассеянное излучения будут усилены
по сравнению с объемом. Это происходит за счет резонансного возбуждения
поверхностных электромагнитных волн на шероховатой поверхности. Кроме
того, в отдельных структурах на поверхности, а также в малых изолирован#
ных частицах будут существовать локальные резонансы, связанные с возбуж#
дением под действием света коллективных электронных осцилляции. Это
приведет к увеличению индуцированного дипольного момента молекулы,
находящейся вблизи металла. Во#вторых, если в случае изолированной моле#
кулы КР является следствием модуляции колебаниями молекулы ее элек#
тронной поляризуемости, то при адсорбции необходимо рассматривать по#
ляризуемость системы молекула — металл, что означает появление новых
возбужденных состояний, обусловленных возможностью переноса заряда, а
также локальными изменениями плотности электронного заряда вблизи по#
верхности, возникающими вследствие химической связи, либо туннелирования
электронов металла к месту расположения молекулы. В связи с этим разли#

чают два типа механизмов усиления КР при адсорбции: электромагнитные
механизмы, связанные с увеличением локального электромагнитного поля
вблизи поверхности, и молекулярные механизмы — за счет образования
новых возбужденных состояний комплекса молекула — металл

 5, 7
.

При применении спектроскопии ГКР к изучению сложных молекул пер#
воочередным является вопрос о том, в какой мере наблюдаемое усиление
спектра КР обусловлено электромагнитными, а в какой мере — молекуляр#
ными механизмами. При этом достаточно знать степень дальнодействия каж#

дого механизма без детального выяснения его природы. Так, дальнодействую#



щие механизмы дают возможность получать спектры КР, ничем не отличаю#
щиеся от спектров неадсорбированных молекул, но значительно большей
интенсивности. Короткодействующие механизмы позволяют получать уси#

ленные спектры КР от групп атомов, сближенных с поверхностью металла,
и, таким образом, изучать топографию макромолекул.

3.1. С п е к т р ы в о з б у ж д е н и я
г и г а н т с к о г о к о м б и н а ц и о н н о г о р а с с е я н и я

Практически во всех системах, в которых наблюдали ГКР, зависимость
интенсивности усиленного сигнала КР от частоты возбуждающего света
отличается от закона v

4
, характерного для обычного КР. Результаты работ

для разных веществ на электродах
 66–68

, в гидрозолях
 69–71

, на металлических
пленках 72, 73 и в системах с контролируемой шероховатостью 74 хорошо
совпадают и указывают на резонансную зависимость интенсивности ГКР от

длины волны возбуждения с максимумом, лежащим в области от 500 до
800 нм. На серебряных электродах максимум в спектре возбуждения ГКР
большинства веществ лежит в области 1,8—2,5 эВ. Для медных, золотых
и платиновых электродов отмечали сильный рост (более резкий, чем для сере#
бра) интенсивности сигнала ГКР при увеличении Для
гидрозолей металла максимум в спектре возбуждения ГКР лежит в видимой
области и совпадает с максимумом в спектре поглощения комплексов. Поло#
жение максимума зависит от металла, размера и формы отдельных частиц

и химической природы адсорбированной молекулы. На металлических глад#
ких и островковых пленках, а также на синусоидальных решетках максимум
возбуждения ГКР зависит от размеров шероховатости поверхности, угла
падения света и диэлектрических свойств среды

 75
.

Зависимость спектров возбуждения от природы металла и состояния
поверхности может указывать на определенный вклад в общее усиление уве#
личения интенсивности локальных электромагнитных полей. В некоторых
случаях, например для синусоидальных решеток, можно с достаточной уве#
ренностью говорить о том, что спектр возбуждения ГКР определяется воз#
буждением поверхностных электромагнитных волн.

3.2. З а в и с и м о с т ь у с и л е н и я
к о м б и н а ц и о н н о г о р а с с е я н и я о т р а с с т о я н и я

м е ж д у м о л е к у л о й и м е т а л л о м

Наиболее важной особенностью ГКР как для выяснения физических аспек#
тов явления, так и для различных приложений является зависимость усиле#

ния КР от расстояния между молекулой и поверхностью металла. В 76

наблюдали спектр ГКР пиридина, адсорбированного на рыхлой поверхности,
полученной при фотореакции йода на серебре. Анализируя интенсивность
спектра в зависимости от экспозиции пиридина, которую находили по плот#
ности углерода, определенной с помощью оже#спектроскопии, авторы заклю#

чили, что наблюдаемая зависимость объясняется в рамках усиления локаль#

ных электромагнитных полей. Этот вывод основан на том, что существенное
нарастание сигнала ГКР наблюдали для покрытий, выходящих за область
первого монослоя. Такую же зависимость наблюдали в других эксперимен#
тах 77, где дейтерированный пиридин адсорбировали на поверхности пири#
дина, а также в

 78
, где при адсорбции пиридина использовали предваритель#

ное полимерное покрытие. С другой стороны, в
 79

 показано, что сигнал ГКР
пиридина создается главным образом первым монослоем, нанесенным на очи#
щенные ионной бомбардировкой поликристаллические поверхности. В

 80

измеряли зависимость интенсивности ГКР пиридина, адсорбированного на
серебряных островковых пленках, от величины покрытия. Авторы считают,
что усиление имеет место только для первого молекулярного слоя, и лишь



молекулы, адсорбированные на некоторых активных центрах, создают глав#
ную часть усиления КР. Вывод о существовании активных центров, ответ#
ственных за все усиление или по крайней мере за большую его часть, приво#
дится также в

 81
. При измерении зависимости ГКР от покрытия серебряных

пленок, напыленных при низких температурах, оказалось, что актив#
ные центры адсорбции являются адатомами (шероховатостями атомного

размера).
В работе

 82
 изучали зависимость интенсивности ГКР от толщины покры#

тия поверхности монокристалла Ag (111) пиридином при слабой периодиче#
ской модуляции профиля поверхности. Было выделено два типа усиления:
сигнал КР физиосорбированного пиридина (10

2
), связанного с возрастанием

локального электромагнитного поля вблизи молекулы, и сигнал КР хемо#
сорбированного пиридина (10

4
), которое перемножается с усилением, свя#

занным с локальным полем
 83

.
Убедительные данные в пользу короткодействующего механизма усиле#

ния КР при адсорбции биомолекул на серебряных электродах, обработанных
с помощью ОВЦ, а также на гидрозолях серебра были получены в работах
84, 85

. Эти данные будут приведены в разделе 4.
Создание полной теории неупругого рассеяния света молекулами, адсор#

бированными на поверхности металла, представляется в настоящее время
достаточно сложным. Это связано в первую очередь с тем, что при адсорбции
оптические свойства молекул сильно изменяются, и для их описания необ#
ходимо иметь микроскопическую модель взаимодействия молекулы с метал#
лом. Основные трудности для теории возникают тогда, когда характерное
расстояние между молекулой и подложкой становится соизмеримым с атом#
ными размерами. В этом случае свойства металла не могут быть описаны
с помощью макроскопической модели, поскольку основную роль во взаимо#
действии играют локальные электронные состояния поверхности

 86
. Необхо#

димо учитывать не только кристаллическую структуру металла, но и нали#
чие на поверхности дефектов, которые в значительной мере определяют ее
адсорбционные свойства. Описание молекулы должно исходить из реального
распределения в ней заряда и электронной плотности, а не ограничиваться
представлением в виде точечного диполя либо в другой упрощенной форме.
Кроме того, микроскопическая модель адсорбции должна быть самосогласо#

ванной, т. е. учитывать взаимное влияние при адсорбции молекулы и по#
верхности металла. Это влияние заключается в перераспределении электрон#
ной плотности в металле и в уширении и сдвиге основного и особенно воз#
бужденных энергетических уровней в молекуле. Взаимодействие молекулы
с металлом можно разделить на два основных типа: электростатическое взаи#
модействие с электронами и ионами металла и специфическое электронное
взаимодействие за счет перекрывания волновых функций и гибридизации
электронных систем.

Следующий этап на пути создания теории ГКР заключается в полном
описании взаимодействия света с адсорбированной молекулой. При этом
молекулу рассматривают в электромагнитном поле, возникающем при взаи#
модействии света с реальной поверхностью металла. При этом на металличе#
ской поверхности при определенных условиях существуют поверхностные
волны коллективных возбуждений электронной плотности, так называемые
поверхностные плазмоны (ПП)

 87
. Возбуждение ПП происходит в том слу#

чае, если параллельная поверхности компонента импульса падающего фотона
становится равной импульсу плазмона в условиях выполнения закона сохра#
нения квазиимпульса. Кроме того, под действием света на поверхности
металла может происходить образование электронно#дырочных пар

 88
.

И, наконец, реальная поверхность металла покрыта шероховатостями микро#

скопического масштаба. Под действием света в отдельных структурных эле#
ментах рельефа могут возбуждаться колебания электронной плотности
(плазменные колебания) — локальные резонансы

 89
. Таким образом, теория



рассеяния света на поверхности твердого тела должна включать в себя микро#
скопическую модель адсорбции, а также учитывать все аспекты взаимо#
действия света с металлом в присутствии адсорбированных молекул.

Полной теории, способной объяснить одновременно все наблюдаемые
свойства ГКР, не существует, хотя попытки такого рода и предпринимались
90, 91

. Так, в
 91

 методом Хартри — Фока была вычислена поляризуемость
молекулы водорода, адсорбированной на поверхности металла, как функция
времени, частоты света и расстояния до подложки. При таком подходе все
проблемы, связанные с конечностью размера молекулы, выбором расстояния
от молекулы до подложки, типом взаимодействия молекулы и металла и ди#
электрическим откликом металла, решаются в рамках предложенного метода.
Полученные результаты демонстрируют возможность построения микроско#
пических моделей методом расчета ab initio.

3.3. Э л е к т р о м а г н и т н ы е м е х а н и з м ы у с и л е н и я

Под электромагнитными механизмами следует понимать такие взаимо#
действия между молекулой и подложкой, которые как в присутствии, так
и в отсутствие внешнего электромагнитного поля приводят к увеличению
индуцированного дипольного момента молекулы в условиях, когда перекры#
вание электронных волновых функций молекулы и металла пренебрежимо
мало либо вовсе отсутствует. На металлической поверхности существуют
электромагнитные резонансы, которые могут увеличить напряженность

локального поля, если параллельная поверхности компонента импульса
падающего фотона становится равной импульсу ПП.

При падении света из вакуума на ровную металлическую поверхность
уравнение дисперсии ПП имеет вид

откуда следует, что возбуждение ПП световой волной, падающей из вакуума
на ровную металлическую поверхность, невозможно из#за невыполнения усло#
вия сохранения квазиимпульса. При наличии возмущения поверхности
металла решеткой с определенным вектором q либо случайной шероховато#
стью, имеющей фурье#компоненту с вектором q, условие сохранения квази#
импульса удовлетворяется, и ПП может быть возбужден световой волной, что
эквивалентно возрастанию действующего, т. е. локального, поля волны. Уси#
ление локального поля происходит благодаря фокусирующему эффекту:
плоские волны при падении на такую решетку сжимаются в поверхностные
волны, имеющие протяженность в одном направлении. Возбуждение ПП
можно осуществить при помощи призмы с определенным коэффициентом
преломления

 93
 (нарушенное полное внутреннее отражение), либо создать

на поверхности дифракционную решетку
 94

, благодаря которой параллельная
поверхности компонента импульса изменится вследствие дифракции. Усиле#
ние КР за счет возбуждения ПП на поверхности дифракционных решеток
теоретически исследовано в работах

 95, 96
. Расчет локального поля проводится

аналогичным образом, как вывод уравнений Френеля, но с тем отличием,
что к падающей, отраженной и прошедшей волнам прибавляется преломлен#
ная волна. Для вычисления амплитуд преломленных волн используют тео#
рию возмущений, в которой величина служит малым параметром

средняя высота решетки).

частота плазмона, совпадающая с частотой падающего света,
диэлектрическая проницаемость металла, с — скорость света

 92
. В области

существования поверхностного плазмона



где справа стоит квадрат волнового вектора ПП, а слева — квадрат парал#
лельной поверхности компоненты волнового вектора дифрагированного фото#
на. Если заданы частота лазера вещество и длина волны рельефа (L),
то это уравнение может быть удовлетворено путем надлежащего выбора
углов падения Максимальное значение локального поля пропорцио#
нально отношению следовательно, при малом значении
мнимой части диэлектрической проницаемости на резонансной частоте
металл становится хорошим усилителем. При наличии решетки ПП может
усиливать не только падающее излучение, но и излучение диполя на сток#
совой частоте

 97
. Все рассуждения для падающего излучения остаются в силе

и для рассеянного, а интенсивность КР будет иметь резонанс при изменении

угла детектирования.
ПП могут существовать не только на регулярных структурах типа реше#

ток, но и на поверхности металла, обладающей случайной шероховатостью.
Теория усиления КР за счет возбуждения ПП на поверхностях со случайной
шероховатостью была развита в целом ряде работ (см. обзоры

 1–8
). В этом

случае усиление КР будет меньше, чем на регулярных решетках, так как
любая дополнительная случайная шероховатость, добавленная к синусои#
дальной решетке, послужит причиной затухания ПП, уширения резонанса
и снижения напряженности локального поля на поверхности. Необходимо
отметить, что даже на регулярных решетках коэффициент усиления КР не
превышает 10

4 3, 98
.

Если на поверхности существуют отдельные частицы металла характер#
ного размера 5—50 нм, то ее оптические свойства нельзя описывать моделью
гладкой поверхности с малыми возмущениями. Оптические свойства очень
шероховатых серебряных пленок, островковых пленок и коллоидных суспен#
зий определяются резонансами оптической проводимости или коллективными
возбуждениями электронов в отдельных выступах металла — локальными
резонансами (см. обзоры

 1–8
). Когда частота падающего света совпадает с ча#

стотой локального резонанса, то возникает значительная поляризуемость
выступа, и он действует как источник электрического поля. Кроме того,
усиление КР может происходить за счет возбуждения локальных резонансов
на стоксовой частоте. При этом выступ играет роль антенны.

В
 99–101

 рассмотрено усиление КР за счет эффекта «светящегося острия»—
отдельного сильно вытянутого выступа, у вершины которого находится моле#
кула (классический диполь). Соответствующий коллективный электронный
резонанс с частотой в видимой области спектра представляет собой дипольный
резонанс Ми

 102
. Когда частота падающего света находится в резонансе

с дипольными плазменными осцилляциями, то
величина, определяющая дипольный резонанс вытянутого выступа. При этом
локальное электрическое поле на верхушке выступа усиливается в

раз. Так, для серебра при нм коэффициент
усиления поля составляет ~30, так что локальная интенсивность поля на
поверхности верхушки выступа в 900 раз больше поля вдали от поверхности.

Локальное поле на боковой поверхности выступа вдали от вершины умень#
шается по амплитуде почти в раз (около 10 раз для серебра при
= 500 нм).

Итак, электромагнитное усиление КР определяется тремя факторами:
1) классическое усиление, вызванное ПП на шероховатой поверхности;
2) локальными резонансами электронной плотности в отдельных структурных
элементах поверхности; 3) эффектом «светящегося острия». Усиление за счет
ПП, как уже отмечалось, наиболее эффективно на регулярных решетках
и может достигать 10

4 3, 98
.

В результате уравнение дисперсии приобретает вид



3.4. М о л е к у л я р н ы е м е х а н и з м ы у с и л е н и я

Под термином «молекулярные механизмы усиления» понимают эффекты,
изменяющие матричный элемент КР адсорбированной молекулы за счет

перекрывания волновых функций молекулы и металла. Эти механизмы
являются короткодействующими, поскольку для их эффективного проявле#

ния требуется непосредственный контакт молекулы с металлом. Усиление КР
происходит вследствие образования нового резонансного перехода, связан#
ного с переносом заряда с металла на молекулу

 4
.

При кулоновском взаимодействии молекулы с металлом происходит
уширение и сдвиг основного, а особенно возбужденного уровней молекулы.

В результате, если в свободном состоянии молекулы имеет место обычное КР,
то за счет уширения уровней в адсорбированном состоянии образуется зона
состояний, между которыми возможно резонансное поглощение кванта
и соответственно резонансное КР. Такая гипотеза была впервые высказана
до обнаружения эффекта ГКР

 103
, а затем развита в работах

 104, 105
.

Наиболее простая модель усиления КР за счет переноса заряда (с объяс#
нением увеличения сечения КР в 10

6
 раз) была предложена в работе

 106
.

Часть вклада электронов металла в сечение КР может быть обусловлена
влиянием осцилляции ядер на перенос заряда от металла к молекуле.

Пусть V — объем металла, который может участвовать в переносе заря#

восприимчивость металла. Тогда поляризуемость металла
Изменение положения молекулы, связанной с металлом создаст перенос

который вызывает изменение поляризуемости

Восприимчивость имеет вид

(формула Друде), а п = q/V. Изменение q
влечет изменение определяемое производной

Отсюда легко найти сечение КР
 120

:

квадрат матричного элемента
новые функции основного и возбужденного колебательных состояний. В этой
модели перенос заряда не приводит к образованию резонансного перехода,

поэтому коэффициент усиления мал (около 20).
В работе

 107
 предполагается, что перенос заряда происходит после обра#

зования комплекса, способного поглощать свет в видимой области спектра.
В результате имеет место резонансное КР и коэффициент усиления может

достигать 10
6
.

В большинстве моделей, в которых рассматривают микроскопическое

взаимодействие молекулы с металлом (прямой перенос заряда
 106

, туннели#
рование электронов 108, взаимодействие с электронно#дырочными парами),
рассматривается идеализированная поверхность и не учитывается наличие
поверхностных дефектов. Между тем, такие дефекты понижают потенциаль#
ный барьер на поверхности металла и тем самым способствуют адсорбции

(см. обзоры
 2, 4, 7

). В качестве активных центров адсорбции выступают вакан#



сечение рассеяния, Н
еv
 — гамильтониан, описывающий взаи#

модействие электронов металла с колебаниями молекулы с частотой

дающего света, начальное состояние электрона,
жуточные состояния, константы затухания,
переходов 0 — i и 0 — j соответственно, 0 и 1 — основное и возбужденное
колебательные состояния. В присутствии адатома, понижающего симметрию,
становятся возможными переходы с любой энергией

В
 111, 112

 проведено теоретическое изучение влияния адатомов на элек#
тронную структуру и оптические свойства поверхности металла. Показано,
что матрица рассеяния имеет полюс при энергии электрона металла, равной
энергии связанного состояния адатома. Согласно

 109, 110
 поглощать свет при

внутризонных переходах электроны металла могут лишь в случае несохра#
нения импульса, что имеет место только для рассеивающихся на адатомах
электронов. Вероятность рассеяния максимальна для электронов с энергия#
ми, близкими к энергии связанного состояния адатома

 111, 112
. Поэтому в

 113
,

учитывая, что электронные состояния металла с энергией вблизи энергии
квазиуровня адатома частично локализованы на адатоме, а возбужденные
состояния металла могут иметь энергию выше уровня Ферми, полоса погло#
щения комплекса трактуется как полоса переноса заряда в системе адатом —
металл. В

 113
 были объяснены некоторые основные свойства ГКР: резонанс#

ный характер зависимости интенсивности спектра от частоты возбуждающего
зависимость соотношений интенсивностей различных линий от

зависимость от отношения интенсивностей стоксовых и антистоксовых
линий и т. д. Оценки коэффициента усиления КР дают значение ~10

4
.

Существует еще одна группа моделей
 2, 4, 6, 7

, в основе которых лежит
возбуждение падающим светом электронно#дырочных пар в металле. В

 114

рассмотрена модель, в которой адатомы являются центрами сильного фотон#
электронного взаимодействия, и их возбуждения как раз и являются элек#
трон#дырочной парой. При этом возбуждение переносится с металла на моле#
кулу и обратно так, что в результате рекомбинации пары излучается фотон
на стоксовой частоте. Как показано в

 2
, этот процесс зависит от четвертой

степени константы электрон#фотонного взаимодействия.

В заключение следует отметить, что хотя молекулярные механизмы уси#
ления КР могут обеспечить увеличение интенсивности спектров в 10

4
 и более

раз, их реализация требует достаточно специфичных условий: либо подхо#
дящей электронной структуры молекул (для возникновения индуцированного
резонансного КР), либо наличия в достаточных количествах активных цент#
ров (для образования резонансного перехода молекула — активный центр —

сии и точки выхода на поверхность, адатомы и кластеры адатомов. Эти
дефекты являются и центрами фотон#электронного взаимодействия

 7
. На

основании исследования резонансного перехода при адсорбции молекулы
через адатом предполагают

 5, 7
, что полоса поглощения комплекса возникает

из#за оптического возбуждения электрона с квазиуровня атома в свободные
состояния зоны проводимости металла. Если при этом молекула образует
комплекс с адатомом путем частичного переноса заряда электрона адатома
на адсорбированную молекулу, то становится возможной сильная модуля#
ция — колебаниями молекулы — вероятности перехода адатом — металл,
что должно проявляться в возникновении резонансного КР. Согласно

 108–110

в присутствии адатома понижается симметрия решетки, в результате чего
становятся разрешенными внутризонные оптические переходы в металле, что
в свою очередь обеспечивает поглощение в системе адатом — металл. Резо#

нансное усиление КР можно записать в этом случае согласно
 108

:

гамильтониан электрон#фотонного взаимодействия,



металл). Поскольку в реальных экспериментах усиление КР наблюдается
для молекул, обладающих различными электронными свойствами и хими#
ческой природой, то, по#видимому, на основе только молекулярных механиз#
мов невозможно создать полной теории ГКР, хотя их роль в общем эффекте
может быть весьма существенной.

4. ПРИМЕНЕНИЕ ГИГАНТСКОГО КОМБИНАЦИОННОГО РАССЕЯНИЯ

К ИЗУЧЕНИЮ БИОЛОГИЧЕСКИХ МОЛЕКУЛ

В таблице были приведены основные типы биологических молекул, для
которых удалось получить спектры ГКР. На примере этих соединений к на#
стоящему времени выявились основные преимущества метода и обозначился
круг задач, решаемых с помощью спектроскопии ГКР. Вместе с тем оказа#
лось, что использование биомолекул в качестве объекта исследования позво#
ляет выяснить некоторые особенности механизма ГКР, имеющие важное
значение в приложениях метода: дальнодействие усиления в различных систе#
мах, роль хемосорбции, природа групп атомов, колебания которых претерпе#
вают преимущественное усиление, и т. д. Рассмотрим основные результаты
структурно#функциональногс изучения биомолекул методом ГКР, а также
аналитические приложения метода.

4.1. А м и н о к и с л о т ы , п е п т и д ы
и м о д е л ь н ы е с о е д и н е н и я

Полипептиды и белки состоят из остатков аминокислот. Общая формула
двадцати наиболее распространенных аминокислот имеет вид

Боковые цепи аминокислот (R) могут иметь различную химическую приро#
ду — представлять собой ароматические кольца с развитой
системой (фенилаланин, тирозин, триптофан, гистидин), незаряженные
полярные группы (глицин, серин и т. д.), заряженные при нейтральных рН
полярные группы (лизин, аргинин) либо неполярные группы (аланин, лейцин
и т. д.). Таким образом, интерес к изучению спектров ГКР аминокислот вы#
зывается не только необходимостью получения отнесений для анализа спек#
тров ГКР белков и надмолекулярных комплексов, но и возможностью полу#
чения информации о природе групп, полосы колебаний которых претерпевают

максимальное усиление при адсорбции.
Недавно были получены спектры ГКР аминокислот, а также некоторых

дипептидов и модельных соединений, адсорбированных на серебряных элек#

тродах и гидрозолях серебра
 14, 33, 115, 116

. При адсорбции возникает низко#
частотная полоса (200—250 см

–1
), отвечающая колебанию химической связи

молекула — металл
 7

 и свидетельствующая о хемосорбции аминокислот.
Квадрат частоты этого низкочастотного колебания линейно зависит от потен#
циала на рабочем электроде. Анализ спектров ГКР аминокислот с боковыми
цепями различной химической природы позволил заключить, что хемосорбция

может происходить через неподеленные электронные пары атомов азота
и кислорода, а также за счет образования комплексов моле#
кулы с металлом

 115, 116
. Наиболее интенсивное ГКР характерно для молекул

аминокислот, обладающих развитой системой — аромати#
ческих аминокислот тирозина (Туr), триптофана (Тrр) и фенилаланина
(Phe) (рис. 4). Коэффициент усиления сечения КР при адсорбции за счет
неподеленных пар оказывается на несколько порядков меньшим. При изу#
чении химически модифицированных аминокислот, заряженные группы кото#
рых нейтрализовали незаряженными группировками, оказалось, что интен#

сивность и вид спектров ГКР не отличаются от спектров соответствующих
немодифицированных аминокислот, что свидетельствует о незначительном

вкладе электростатических взаимодействий при адсорбции.



Спектры ГКР алифатических аминокислот очень сходны друг с другом
(рис. 5). Проявляются только полосы колебаний карбоксильных и амино#
групп, причем коэффициент усиления КР оказывается на порядка ниже,
чем для ароматических аминокислот. В спектрах ГКР эквимолярной смеси

Рис. 4. Спектры ГКР ароматических аминокислот фенилаланина (Phe), триптофана (Тrр)
и тирозина (Туr), адсорбированных на гидрозолях серебра

 14
.

Справа — структурные формулы соответствующих аминокислот. Концентрация соединений — 0,1мг/мл;

ароматической (Phe) и алифатической (Ala) аминокислот проявляются только
полосы Phe, что свидетельствует о преимущественной адсорбции аромати#
ческой аминокислоты при конкурентном связывании. Аналогичным образом
в спектрах ГКР дипептидов, состоящих из остатков алифатической и арома#
тической аминокислот, наблюдаются только полосы ароматического остатка.



Все это свидетельствует о том, что наибольшим сродством к металлу обла#

системы ароматических остатков. Взаимодействие
с металлом через с участием неподеленных электронных пар атомов
азота и кислорода на несколько порядков слабее

 1 5
.

В спектре поглощения комплекса гидрозоль серебра — фенилаланин
(как и для комплексов всех других аминокислот) наблюдаются две полосы

с максимумами 395 и Полоса 395 нм характерна для спектра погло#
щения гидрозоля серебра без адсорбата и соответствует плазменному резо#
нансу для сферической частицы серебра диаметром Положение
максимума этой полосы зависит как от типа металла, так и от размера и фор#
мы частиц. Длинноволновая полоса возникает после добавления к золю
адсорбата. Положение максимума и полуширина полосы строго не определе#
ны. Со временем происходит смещение максимума в длинноволновую область
и уширение полосы, причем скорость сдвига пропорциональна концентрации

адсорбата. Альбрехт и Крейтон полагают
 46

, что эта полоса связана с рассея#
нием света на агрегатах серебряных мицелл специфической формы с харак#
терным размером 100—200 нм. Такие агрегаты действительно образуются
при коагуляции гидрозоля, вызванной добавлением аминокислоты (см.

рис. 2, б) 14. Однако коагуляцию гидрозоля можно вызвать добавлением соли
и в этом случае в спектре поглощения не появляется выраженного длинно#

Рис. 5. Спектры ГКР алифатических аминокислот глутамина (Gln), аспарагина (Asn),
глутаминовой (Glu) и аспарагиновой (Asp) кислот

 33
.

Справа — структурные формулы соответствующих аминокислот. Концентрация соединений — 0,3 мг/мл;



волнового максимума. Происходит лишь несимметричное уширение полосы
с максимумом 395 нм в длинноволновую область. Выраженный максимум не
появляется и при добавлении к гидрозолю аминокислоты глицина. Это
однозначно свидетельствует о том, что химическая природа соединения,
образующего комплекс с серебром, существенна для появления в спектре

поглощения длинноволнового максимума.
В

 14
 из анализа относительных интенсивностей стоксовых и антисток#

совых полос в спектре ГКР комплекса золь — Phe были рассчитаны пара#
метры полос поглощения нового электронного перехода, ответственного за
резонансное КР комплекса, если таковое имеет место. Оказалось, что макси#
мум такой гипотетической полосы поглощения с точностью до 1 нм совпадает

Рис. 6. Спектр поглощения и
спектры возбуждения ГКР L#
фенилаланина, адсорбирован#
ного на гидрозолях сереб#

ра
 116

.
Спектры возбуждения ГКР приве#
дены для различных полос коле#

баний комплекса

с максимумом длинноволновой полосы поглощения, проявляющейся при
адсорбции аминокислот на гидрозоле серебра, тогда как полуширина наблю#
даемой полосы в несколько раз превышает полуширину ожидаемой полосы
электронного перехода.

По#видимому, возникновение длинноволновой полосы в спектре погло#
щения комплекса гидрозоля серебра с аминокислотами и ее параметры опре#
деляются суперпозицией следующих эффектов. Во#первых, при хемосорбции
молекулы на поверхности серебра возникает электронный переход, связанный
с переносом заряда с металла на молекулу. Полоса поглощения, отвечающая
этому переходу, имеет максимум в видимой области спектра. Во#вторых,
агрегация и связанное с ней рассеяние Ми вызывают существенное уширение
полосы электронного перехода

 162
. Кроме того, агрегация гидрозоля серебра

влияет на процесс хемосорбции на поверхности отдельной мицеллы и, следо#
вательно, на параметры полосы переноса заряда металл — молекула

 14
.

Спектр возбуждения ГКР комплекса золь — аминокислота имеет резо#
нансный характер с максимумом, совпадающим с максимумом длинноволно#
вой полосы поглощения (рис. 6). Однако для различных полос колебаний
в спектре ГКР зависимость величины коэффициента усиления КР от длины
волны возбуждения различна. Так, для полосы 1600 см

–1
 фенилаланина

отсутствует выраженный максимум в области 500—700 нм, тогда как интен#
сивность полосы 228 см

–1
 при 570 нм более чем в 10 раз превышает ее

интенсивность при 488 нм.



Приведенная зависимость коэффициента усиления КР от длины волны
возбуждения, а также его высокое (до ~ 10

6
) значение указывают на нали#

чие по крайней мере двух механизмов усиления
 7
: электромагнитного (без

явно выраженного резонансного характера) и молекулярного (обусловлен#
ного хемосорбцией и образованием комплекса с переносом заряда).

Спектры ГКР аминокислот, адсорбированных на серебряных электродах,
интерпретировать довольно сложно вследствие появления после «активирова#
ния» электродов с помощью ОВЦ широких бесструктурных полос с максиму#
мами около 1350 и 1590 см

–1
, а также в области 2800—3000 см

–1
. Эти полосы

связаны с графитизацией на металле углерода, восстанавливаемого из угле#
кислого газа, растворенного в воде

 163
 (рис. 7). По#видимому, графитизация

углерода способствует увеличению сигнала КР, поскольку после дегазиро#
вания растворов путем пропускания гелия наряду с уменьшением интенсив#
ности этих полос наблюдается и уменьшение сигналов ГКР изучаемых соеди#
нений

 115
. Тем не менее частоты основных, характеристичных полос в спектрах

ГКР аминокислот, адсорбированных на серебряных электродах, весьма
близки к наблюдаемым при адсорбции на гидрозолях и могут быть исполь#
зованы для отнесений при анализе спектров ГКР водорастворимых и мем#

бранных белков.

4.2. В о д о р а с т в о р и м ы е б е л к и

Возможность применения метода спектроскопии ГКР к изучению водо#
растворимых белков была впервые показана для белков периплазматического
пространства E. coli

 11, 12
. Спектры ГКР водорастворимых белков представ#

ляют собой суперпозицию спектров ГКР ароматических аминокислотных
остатков, входящих в состав изучаемых молекул. Наблюдаемые отличия
в частотах и относительных интенсивностях полос, а также зависимость

Рис. 7. Спектры ГКР графитизированного углерода на поверхности серебряного элект#
рода, полученные в чистом электролите (0,1М КСl) и записанные через различные интер#

валы времени, в течение которых проводили дегазирование раствора
 33



спектров ГКР от потенциала связаны с различной ориентацией боковых цепей
аминокислотных остатков относительно поверхности электрода.

На рис. 8 представлены спектры ГКР двух водорастворимых белков —
лизоцима и альбумина, адсорбированных на электродах при потенциале нуле#
вого заряда серебра

 116
. Отметим, что спектры получены при концентрациях

в ~ 10
2
—10

3
 раз меньших, чем минимально необходимо для записи спектров

КР в растворе. На основании анализа относительных интенсивностей
полос в спектрах ГКР, а также данных рентгеноструктурного анализа высо#
кого разрешения сделан вывод о том, что усиление КР наблюдается только

для групп атомов, которые находятся на поверхности белковой глобулы
и взаимодействуют с металлом

 33
. Это подтверждает короткодействующий

характер ГКР в данных экспериментальных условиях.
В спектроскопии КР белков особой информативностью отличаются коле#

бания пептидных групп (Амид I и Амид III)
 27, 164

. Однако обнаружить эти
колебания в спектрах ГКР водорастворимых белков не удалось. По#видимому,
это связано с эффектом экранировки пептидных групп боковыми цепями
аминокислотных остатков, что отдаляет их от поверхности металла и пре#
пятствует эффективному усилению соответствующих колебаний.

Важное значение для спектроскопии ГКР биополимеров имеет тот факт,
что при адсорбции на серебре в используемых экспериментальных условиях
конформация макромолекул практически не меняется

 12–14
,
 134

, хотя, безу#
словно, в каждом конкретном случае этот вопрос требует специального
рассмотрения. Так, ЛС#белок при адсорбции на серебряном электроде сохра#
няет способность к связыванию субстрата

 12
, а флавобелки, как показали

Спиро и др.
 134

, при адсорбции на гидрозоле серебра сохраняли 86% функцио#
нальной активности, причем она возрастала до 96% после десорбции белка.
Как следует из анализа спектров кругового дихроизма цитотоксина I из яда
кобры Naja naja oxiana на гидрозоле серебра (рис. 9), конформация полипеп#
тидной цепи остается неизменной, тогда как существенные изменения в обла#

Рис. 8. Спектры ГКР лизоцима и бычьего сывороточного альбумина, адсорбированных
на серебряных электродах при потенциале нулевого заряда серебра

 116
.

Концентрация адсорбата



сти поглощения ароматических аминокислотных остатков свидетельствуют
о непосредственном взаимодействии ароматических боковых цепей с сереб#
ром

 13
. В то же время Спиро и др. показали

 130
, что для некоторых гемсодер#

жащих белков, адсорбированных на серебре, возможно нарушение микро#
окружения гемовых групп и даже расщепление связей гем—белок.

Для сохранения конформации адсорбированных биополимеров необходи#
мо добавлять исследуемое вещество после ОВЦ, а также строго соблюдать
условия восстановления солей серебра избытком восстанавливающего агента
при получении гидрозолей для устранения ионного серебра, влияющего на
структуру изучаемых молекул (см. раздел «Экспериментальные методики

получения спектров ГКР»).

4.3. С в е т о ч у в с т в и т е л ь н ы е м е м б р а н н ы е б е л к и
и п и г м е н т # б е л к о в ы е к о м п л е к с ы

Возможности спектроскопии ГКР при изучении светочувствительных
мембранных белков и пигмент#белковых комплексов лучше всего иллюстри#

руются на примере изучения бактериального (БР) и зрительного (Р) родо#

псинов
 19–21, 35, 119

.
Бактериородопсин из пурпурных мембран Halobacterium halobium —

уникальный светочувствительный белок, осуществляющий трансмембранный
перенос протонов

 165
. Для понимания молекулярного механизма функциониро#

вания БР необходимо определить топографию его хромофорного центра

(положение остатка ретиналя). Метод спектроскопии ГКР был использован
для установления расположения ретиналя относительно поверхности мембра#
ны

 19, 20
. С этой целью были получены спектры ГКР пурпурных мембран,

теней клеток Halobacterium halobium, замкнутых цитоплазматической поверх#
ностью внутрь, и аналогов БР, адсорбированных на серебряных гидрозолях

и электродах.

Рис. 9. а — Спектры поглощения гидрозоля серебра (1) и комплекса золь — цитотоксин
(2). б — Спектры кругового дихроизма цитотоксина (1) и комплекса золь — цитотоксин

(2) в пептидной (190 —240 нм) и ароматической (340—240 нм) областях
 14



Пурпурные мембраны при адсорбции на электродах при потенциале нуле#
вого заряда серебра ориентируются внутренней стороной к электроду

 20
.

При этом полосы хромофора в спектре ГКР отсутствуют. Широкая бесструк#
турная полоса с максимумом связана с графитизацией на по#
верхности металла углекислого газа, растворенного в электролите (см.
раздел 4.1)

163
. В то же время в спектрах ГКР теней клеток, имеющих возмож#

ность вступать в контакт с поверхностью металла только наружной стороной,

на фоне бесструктурной полосы углерода проявляется тонкая структура,
связанная с усилением полос колебаний ретиналя (рис. 10). Отсюда следует,

система ретиналя сближена с наружной стороной пурпур#
ной мембраны.

При адсорбции на гидрозоле серебра пурпурная мембрана может взаимо#
действовать с серебром как наружной, так и внутренней стороной

 20
 (рис. 11).

Наличие в спектре полос колебаний хромофора подтверждает вывод о сбли#
женности ретиналя с поверхностью мембраны. Отметим, что сходство спект#
ров РКР и ГКР БР в области «отпечатков пальцев» (1000—1400 см

–1
)

свидетельствует о том, что при адсорбции белка полиеновая цепь ретиналя
сохраняет полностью транс#конфигурацию, характерную для БР в водной
суспензии

 165
.

Для уточнения расстояния от ретиналя до наружной поверхности пур#
пурной мембраны были получены спектры ГКР аналогов БР, реконструиро#
ванных из бактериоопсина, и аналогов ретиналя с различной длиной полиено#
вой цепи, которые занимают в белке тот же участок, что и остаток полностью
транс#ретиналя в молекуле БР. Оказалось, что для наиболее коротких анало#

Рис. 10. а — Спектры РКР водной суспензии пурпурных мембран (1) и спектры ГКР пур#
пурных мембран, адсорбированных на серебряных электродах (2), и адсорбированных
теней клеток Halobacterium halobium (3). б — Пурпурная мембрана (1). адсорбированная
пурпурная мембрана (2) и адсорбированная тень клетки Halobacterium halobium, замкну#

тая цитоплазматической стороной внутрь



гов (с одной и двумя двойными связями) сигнал ГКР практически не детекти#
руется, тогда как при увеличении числа двойных связей в полиеновой цепи
аналога появляется интенсивное ГКР. Это связано с удалением
ных систем от поверхности металла при укорачивании аналога, а не с ослаб#

системы, поскольку для свободных аналогов ретиналя,
адсорбированных на гидрозоле, интенсивый сигнал ГКР наблюдается и для

Рис. 11. Спектры РКР водной суспензии пурпурных мембран (концентрация белка 10
–5

 М)
(1), ГКР пурпурных мембран, адсорбированных на серебряном гидрозоле п p и концентра#

ции 10
–7

 М (2) и РКР водной суспензии мембран при концентрации
В спектре 3 чувствительность увеличена в 2 раза

самых коротких аналогов. Мы полагаем, что для аналогов с тремя и четырьмя

двойными связями часть системы попадает в слой поверхност#
ного усиления КР толщиной 0,5 нм, тогда как для наиболее коротких анало#
гов, встроенных в БР, этого не происходит. Полученные результаты позволи#

ли определить расстояние от ретиналя до поверхности мембраны
 20

.
Тот факт, что механизм усиления КР при адсорбции мембранных белков

на гидрозолях в используемых нами экспериментальных условиях имеет ко#

роткодействующий характер, был использован для определения топографии
хромофора в другом светочувствительном мембранном белке—зрительном
родопсине быка

 21, 119
. Этот пигмент локализован в мембранах фоторецептор#

ных дисков наружных сегментов палочек сетчатки глаза и играет ключевую
роль в процессе зрения

165
. С помощью спектроскопии ГКР было показано,

что остаток ретиналя в Р находится на расстоянии 0,5 — 1 нм от цитоплазма#
тической поверхности мембраны, причем при адсорбции на гидрозоле серебра



хромофор сохраняет 11#цис#конфигурацию полиеновой цепи, характерную
для нативного пигмента. Кроме того, при исследовании фоторецепторных
дисков, замкнутых цитоплазматической поверхностью внутрь, и дисков,
в которых цитоплазматическая поверхность мембраны была экранирована от
металла моноклоналышми антителами (рис. 12), был подтвержден вывод
о том, что в использованных экспериментальных условиях механизм усиления
КР при адсорбции на гидрозоле серебра является короткодействующим.

Наиболее простым способом получения спектров ГКР за счет дально#
действующего (вероятно, плазменного) механизма усиления является исполь#
зование «гладкого» серебряного электрода

 35
. Под «гладким» электродом

понимают электрод, не разрыхленный ано#
дной поляризацией для увеличения концен#
трации точечных дефектов поверхности,
играющих роль адсорбционных центров. В
этом случае на поверхности электрода при#
сутствуют преимущественно макродефекты
размером до 100 нм. В такой системе за счет
возбуждения поверхностной электромагнит#
ной волны может происходить усиление
сигнала КР адсорбированных молекул

 3
 (см.

раздел 3.3). Величина этого усиления, конеч#
но, не может быть очень большой в силу
нерегулярности макродефектов на «гладких»
электродах

 7
.

Отношение сигнала к шуму в спектре
ГКР БР на «гладком» электроде ~ в 50 раз
выше, чем в спектре РКР водной суспензии
пурпурных мембран при той же концентра#
ции белка (рис. 13, а). Варьирование потен#
циала на электроде приводит к заметным
изменениям спектра. Как при увеличении,
так и при уменьшении электродного потен#

циала относительно точки нулевого заряда
серебра увеличивается относительная инте#
гральная интенсивность полосы валентного
колебания С = С с максимумом
отвечающей кинетическому интермедиату фо#
тоцикла БР с максимумом поглощения 610 нм
(рис. 13, б). По#видимому, существует ди#
намическое равновесие между адсорби#
рованными и неадсорбированными
мембранами, причем при переходе через
потенциал нулевого заряда серебра проис#
ходит переориентация пурпурных мембран
вблизи поверхности «гладкого» электрода.

БР и Р после поглощения квантов света претерпевают фотохимические
превращения, связанные с последовательными изменениями электронно#кон#
формационного состояния хромофора и его белкового окружения. В БР по#
добные переходы имеют циклический характер (фотоцикл БР), тогда как
в Р вызывают процесс фотолиза ретиналя

 165
. Поскольку адсорбция на гидро#

золе серебра связана с хемосорбцией на точечных дефектах и взаимодействи#
системы ретиналя с металлом в пределах двойного электри#

ческого слоя
 20

, возникает вопрос о том, каким образом это влияет на харак#
теристики фотохимических превращений пигментов. Оказалось, что молеку#
лы Р, адсорбированные на гидрозоле серебра, не подвергаются фотолизу

 119
.

Аналогичный результат был получен и для БР на гидрозоле, тогда как для
БР, адсорбированного на «гладком» электроде при потенциале нулевого

Рпс. 12. Спектры ГКР фоторецеи#
торных дисков (1) и комплексов
фоторецепторный диск — моно#
клональное антитело к С#концу
молекулы родопсина (2, 3)

 119
.

Отношение родопсин/антитело 1/1 для
3 и 5/1 для 2



заряда серебра, все характеристики фотоцикла сохраняются
 35

. Адсорбция
на гидрозоле и разрыхленных серебряных электродах сопровождается
образованием химических связей металл — адсорбат и вызывает существен#
ное перераспределение электронной плотности в хромофоре и группах его
белкового окружения

 119
. Вследствие этого тонкие электронно#конформаци#

онные перестройки хромофорных центров становятся невозможны.

Рис. 13. а — Спектры РКР суспензии пурпурных мембран и ГКР пурпурных мембран,
адсорбированных на «гладком» серебряном электроде при потенциале нулевого заряда
серебра; в нижнем спектре чувствительность увеличена в 2,5 раза. б — Зависимость
относительных интегральных интенсивностей полос с максимумами 1505 и 1528 см

–1

в спектрах ГКР пурпурных мембран на «гладком» электроде от электродного потен#
циала

 35

Обнаруженный эффект обеспечивает возможность останавливать фото#
химические процессы на отдельных стадиях и, следовательно, изучать про#
межуточные продукты светоиндуцированных превращений. Особенно перс#
пективным этот подход представляется для зрительных пигментов, в которых
под действием света происходят фотохимические изменения, связанные с утра#
той белком его функциоальной активности.

Возможность использования спектроскопии ГКР для решения еще одного
исключительно важного класса задач, связанного с проблемами фотосинтеза,
была продемонстрирована в работах Коттон и др.

 17, 24
. Фотореакционные

центры бактерий содержат, кроме белка, различные пигменты (бактерио#
хлорофиллы, бактериофеофитины, хиноны), которые дают спектры РКР

 166
.

Разделить колебания, отвечающие индивидуальным пигментам, при анализе
спектров РКР фотореакционных центров представляется невозможным

 17, 166
.

В то же время оказалось, что при адсорбции фотореакционных центров на
поверхности серебряных электродов и возбуждении различными длинами
волн при определенных потенциалах на электроде получаются спектры, ха#
рактерные для индивидуальных пигментов (рис. 14). Таким образом, ГКР
позволяет изучать отдельные хромофоры в составе сложных надмолекуляр#
ных биологических структур. При этом для интерпретации спектров ГКР,
а также для определения соотношения различных типов хромофоров в составе
фотореакционных центров можно использовать спектры свободных пигмен#

тов. Так, Коттон и др.
 24

 удалось регистрировать спектры ГКР хлорофилла#
а, бактериохлорофилла#а и бактериофеофитина, адсорбированных в виде

монослоев на серебряных островковых пленках.



Необходимо отметить, что изучение пигментов, входящих в состав
фотореакционных центров, с помощью спектроскопии КР бывает, как прави#
ло, сильно затруднено собственной флуоресценцией изучаемых соединений

17
.

В то же время оказалось, что адсорбция на поверхности серебра вызывает
сильное тушение флуоресценции, что позволяет регистрировать спектры ГКР
при концентрациях пигментов до 10

–7
 М. Помимо пигментов фотосинтеза,

этот факт был использован при изучении ряда флавинов и флавопротеидов,
адсорбированных на серебряных электродах

26
 и гидрозолях серебра

 50, 134,135
.

Рис. 14. а — Спектры ГКР реакционных центров бактерий Rhodopseudomonas sphaeroides
в зависимости от потенциала на серебряном электроде; 1: — 0,7 В; 2 — 0 В; 3 — буфер;
4 — бактериохлорофилл, растворенный в СН

2
Сl

2
 с соответствующим количеством пири#

дина для образования комплекса бактериохлорофилл:пиридин;
Спектры ГКР реакционных центров бактерий Rhodopseudomonas sphaeroides в зависимости
от потенциала на серебряном электроде; 1: 0 В; 2: — 0,2 В; 3: — 0,4 В; 4 — бактерио#

феофетин в

В результате этих исследований были получены новые данные о струк#
туре флавинов и комплексов золь — флавопротеид

 26, 50, 134
, а также о меха#

низме взаимодействия ДНК с профлавином — акридиновым красителем,
обладающим сильным мутагенным действием

 135
.

Среди биологических хромофоров и хромопротеидов, исследованных с по#
мощью спектроскопии ГКР, важное место занимают порфины, их производ#
ные (порфирины), а также порфирин — содержащие белки. Соединения тако#
го типа играют ключевую роль в окислительно#восстановительных реакциях
в клетке (дыхание, фотосинтез)

 167
. Спектры ГКР свободных порфинов и пор#

фиринов, а также продуктов их распада (желчных пигментов) удалось полу#
чать на поликристаллических электродах, гидрозолях и в слоистых структу#

Оказалось, что адсорбция тетрафенил#порфина
на поверхности серебряных электродов сильно зависит от электродного
потенциала и ионного состояния связанных с порфири#
новым остовом. В зависимости от потенциала наблюдали диссоциацию или
агрегацию мономеров, входящих в состав порфина, а также образование
комплекса хромофора с атомами серебра. При адсорбции порфириновых
хромофоров в слоистых структурах с помощью спектроскопии ГКР наблюда#
ли реакции обмена между атомами Ni порфиринов и атомами серебра

 61–63
.



Отметим, что в этом случае усиливаются колебания всех групп хромофора.
Это связано, видимо, с реализацией электромагнитного механизма усиления.

Металлопорфирины и гем#содержащие белки (миоглобин, гемоглобин,
цитохромы были изучены в работах

содержат порфириновые хромофоры с атомом железа, причем в зависимости

от заряда на атоме железа они вступают в различные окислительно#восста#
новительные биохимические реакции с участием кислорода

 167
. При умень#

шении (относительно точки нулевого заряда серебра) электродного потенциа#
ла в спектрах ГКР протопорфиринов, миоглобина и цитохрома#с наряду
с уменьшением интенсивности полос колебаний Fe (III) — Ag регистрируют
появление полос, отвечающих колебаниям связей Fe (II) — Ag, что свидетель#
ствует о восстановлении на поверхности электрода Fe (III) в Fe (II). Такой
переход наблюдается при потенциале —0,6 В, причем обратное окисление
железа происходит при потенциале —0,2 В

 127
.

Еще одним интересным применением спектроскопии ГКР при изучении
порфирин#содержащих белков является возможность регистрации окисли#
тельно#восстановительных реакций на поверхности металла с участием цито#
хромов — важнейших белков дыхательной и фотосинтетической систем.
Коттон и др.

 36
 и Танигуси и др.

 37
 показали, что при адсорбции этих белков

на серебряных электродах в присутствии пиридина и бипиридина ускоряется
перенос электрона между электродом и белком. Существенно, что при адсор#
бции молекула цитохрома сохраняет конформацию, характерную для натив#
ного состояния

 15
.

Возожность избирательного изменения функционального состояния бел#
ков, как и описанный ранее эффект влияния потенциала на параметры фото#
химических превращений БР и Р, открывает новую область применения ГКР
к изучению структурно#функциональных особенностей биополимеров.

4.4. ДНК и е е к о м п о н е н т ы

Спектры ГКР нативной и денатурированной ДНК, комплексов ДНК
с платиной, модифицированной ДНК и ее компонентов были детально изуче#
ны в работах

 9, 10, 31, 51, 84, 85, 117, 118, 136–149
. Оказалось, что для ДНК, поли#

ди# и тринуклеотидов отчетливо проявляется короткодействие механизма
усиления КР при адсорбции на серебряных электродах и гидрозолях. Так,
при адсорбции полиаденина на гидрозоле серебра в спектре ГКР не проявля#
ются полосы, характерные для аденина, который, согласно данным рентгено#
структурного анализа, расположен на расстоянии около 0,5 нм от поверхости

Рис. 15. Схема образования
разрывов в двухцепочечной
структуре ДНК при
нии с помощью изотопа Со

 60

(а) и спектра ГКР (б) при до#
зах 0 крад (1: нативная
ДНК), 10 крад (2) и 100 крад

Соединения адсорбированы на се#
ребряном электроде при потенци#

але —0,1 В

молекулы
 167

. После полиаденина возникают разрывы полину#
клеотидной цепи, вследствие чего аденин получает возможность вступать
в непосредственный контакт с поверхностью металла. При этом возникает
отчетливый сигнал в спектре ГКР, который усиливается с увеличением дозы
и, следовательно, с увеличением количества разрывов (рис. 15)

 84
 .



Нативная ДНК дает в спектре ГКР 30—40 полос с частотами, характер#
ными для аденина, гуанина, цитозина и тимина — нуклеотидных оснований,
входящих в состав ДНК, а также для групп сахаро#фосфатного остова моле#
кулы

 9
. Оказалось, что спектроскопия ГКР является высокочувствительным

методом для регистрации тонких конформационных изменений ДНК, вызван#
ных действием ионизирующих излучений

84
 (даже при такой низкой дозе, как

1 крад, можно детектировать дестабилизацию двойной спирали ДНК), мута#
генных факторов

 135
, а также тепловой денатурации молекулы

 148
.

Для примера на рис. 16 приведены спектры ГКР ДНК до и после тепло#
вой денатурации

 148
. Денатурация ДНК, вызывающая разрыхление двухцепо#

чечной структуры молекулы, приво#
дит к возникновению в спектре ГКР
интенсивных сигналов, связанных
с колебаниями остатков нуклеотид#
ных оснований.

С помощью спектроскопии ГКР
был проведен анализ влияния мута#
генных факторов (метилирование нук#
леотидных оснований, взаимодейст#
вие с красителями) на структуру
ДНК

 135, 144
. Коглин и др.

 144
 реги#

стрировали в спектре ГКР метилиро#
ванной ДНК полосы, отвечающие ко#
лебаниям метилгуанина. Кроме того,
при сравнении относительных интен#
сивностей полос нативной и модифи#
цированной ДНК был сделан вывод
о том, что метилирование нуклеотид#
ных оснований приводит к структур#
ным изменениям в их микроокру#
жении.

Поскольку при адсорбции на
разрыхленных серебряных электро#

Рис. 16. Спектры ГКР ДНК, подвергнутой
тепловой денатурации (1), и нативной ДНК

(2)
 148

.
Соединения адсорбированы на серебряных элект#
родах при потенциале нулевого заряда серебра.

А и G — аденин и гуанин соответственно

дах и гидрозолях увеличение сече#
ния КР наблюдается только для
групп атомов, удаленных на расстоя#
ние не более 0,5 нм от поверхности
металла, метод спектроскопии ГКР
предоставляет уникальную возмож#
ность исследования расположения
хромофорных групп как в нативной ДНК, так и при ее взаимодейст#
вии с другими хромофорами. Примером служат работы по изучению
связывания акридиновых красителей (сильных мутагенов)

 135
, а также сое#

динений платины: цис#Pt (NH
3
)

2
Cl

2
 и [Рt#(диен) Сl]Сl

 149
. Первое из указан#

ных соединений платины обладает высоким противоопухолевым действием,
в то время как второе неактивно. При связывании ДНК с цис#Pt (NH

3
)

2
 Cl

2

спектры ГКР комплекса и свободной ДНК не отличаются друг от друга,
в то время как при адсорбции на серебре комплекса [Рt#(диен) Cl] Cl — ДНК
в спектре ГКР проявляются полосы колебаний, характерных для соединения
платины. Очевидно, координационное соединение платины в первом случае
интеркалирует внутрь двухцепочечной молекулы ДНК, а во втором —
взаимодействует с поверхностными группами. Весьма вероятно, что такой
подход окажется весьма перспективным при изучении молекулярных меха#
низмов действия мутагенов, лекарственных веществ и других агентов, специ#
фичных к ДНК.

Особенностью метода спектроскопии ГКР является низкий коэффициент
усиления сечения КР воды, что позволяет регистрировать в спектре ГКР адсор#



бата полосы колебаний С — Н и С — D в области 2800—3200 см
–1

. В спектре
КР эта область перекрывается интенсивной полосой О — Н валентных
колебаний воды. Наблюдая за полосами колебаний С — Н и С — D, с помощью
спектроскопии ГКР можно изучать процесс дейтерообмена в биополимерах,
получая информацию о топографии и лабильности отдельных функциональных
групп. В работе

137
 исследовали дейтерообмен в 5'#АМФ и гуанине, адсорбиро#

ванных на серебряных электродах. Оказалось, что полосы колебаний связей

Рис. 17. Идентификация пятен на хроматограмме с помощью спектроскопии ГКР.
Спектр ГКР метиладенина. 30 нг вещества в пятне. (Э. Коглин, данные в печати)

С—Н и С—D отчетливо проявляются в спектрах ГКР лишь после проведения
ОВЦ. При этом интенсивность полос С—Н и С—D существенно превосходила
интенсивность полосы воды.

Недавно
 28

 удалось получить спектры ГКР хромосом, адсорбированных
на серебряных электродах. Если в спектрах КР хромосом проявляются поло#
сы, характерные как для ДНК, так и для белка, то преимущественное усиле#
ние при адсорбции претерпевают полосы, отвечающие нуклеотидным основа#
ниям, входящим в состав ДНК хромосомы. Таким образом, с помощью спек#
троскопии ГКР можно проводить анализ структурных изменений хромосом,
связанных с наследственными заболеваниями. Кроме того, существует воз#
можность изучения топографии поверхности хромосом и выяснения природы
групп, участвующих в связывании хромосомы с мембраной ядра в процессе

деления клетки.



Исключительно интересные аналитические приложения ГКР к анализу
производных нуклеотидных оснований были недавно продемонстрированы
Коглином и др.

 9, 22
. Как известно, получение индивидуальных химически

чистых соединений с помощью высокоэффективной жидкостной хроматогра#
фии является широко применяемым методом при работе с биомолекулами.
Оказалось, что после обработки гидрозолем серебра силикагелевых пластинок
с отдельными пятнами (диаметром 2—4 мм), соответствующими индивидуаль#
ным типам нуклеотидных оснований или им производным, возникает интен#
сивное ГКР, позволяющее охарактеризовать разделенные соединения. При
этом удалось детектировать биомолекулы, находящиеся в количестве до
0,12 нг на пятно

 9, 22
. Наиболее интенсивные спектры ГКР получены для

количеств около 30 нг на пятно (рис. 17).
Наибольший коэффициент усиления КР для биологически важных соеди#

нений был получен при адсорбции бензойной кислоты на серебряных поверх#
ностях с искусственно созданными регулярными неоднородностями

 23
. Недав#

но ван Дайн и др.
 168

 предложили использовать в аналитических приложениях

метод спектроскопии ГКР с пространственным разрешением. В предваритель#
ных экспериментах, проведенных с помощью этого метода, получили сигнал
ГКР пиридина, адсорбированного на серебряном электроде в концентрации
до 10

–18
 М. Использование подобных методик, несомненно, найдет широкое

применение в аналитических экспресс#анализах биологических соединений.

5. ЗАКЛЮЧЕНИЕ. ВОЗМОЖНОСТИ И ПЕРСПЕКТИВЫ РАЗВИТИЯ МЕТОДА

СПЕКТРОСКОПИИ ГИГАНТСКОГО КОМБИНАЦИОННОГО РАССЕЯНИЯ

В заключение отметим, что на основании рассмотренных в настоящем
обзоре работ нам представляется очевидной возможность широкого использо#
вания спектроскопии ГКР для решения весьма разнообразных биологических
проблем. Получение спектров ГКР следовых количеств биомолекул (в неко#
торых случаях при концентрациях до 10

–18
 М) позволяет использовать этот

метод в аналитических приложениях. Экспериментальные методики, в кото#
рых удается избирательно реализовывать дальнодействующую («гладкие»
серебряные электроды, островковые пленки, поверхности с регулярными
макродефектами) и короткодействующую (неагрегированные гидрозоли сереб#
ра, электроды, обработанные с помощью ОВЦ) компоненты механизма ГКР,
позволяют снижать предел регистрации спектров КР и изучать топографию
макромолекул соответственно. Обнаруженный в экспериментах по ГКР
эффект тушения люминесценции биологических хромофоров при адсорбции
на поверхности серебра сделал возможным получение спектров соединений,
собственная люминесценция которых существенно препятствовала этому.
Функциональное состояние молекул, адсорбированных на серебряных элек#
тродах, можно изменять путем варьирования электродного потенциала,
причем такое изменение является, как правило, достаточно «мягким», не
меняющим конформационное состояние макромолекулы как целого. Кроме
того, пспользование метода спектроскопии ГКР представляется актуальным
в биотехнологии и медицине, где требуется проведение большого числа анали#
зов биологических соединений. Указанный метод, помимо высокой чувстви#
тельности, обладает сравнительной простотой, так как не требует создания
специальной дорогостоящей аппаратуры — для получения спектров ГКР
применяют стандартные спектрометры комбинационного рассеяния.

В настоящее время спектроскопия ГКР биомолекул претерпевает очень
быстрое развитие. Основное направление исследований связано с поиском
новых, наиболее удобных систем, в которых преимущества этого метода
(высокий коэффициент усиления сигнала КР, сохранение нативной конфор#
мации молекул при адсорбции) были бы реализованы наиболее полно. Оче#
видными преимуществами в этом смысле обладает поверхность серебра
с предварительно нанесенными регулярными макродефектами. Необходимо



отметить также перспективность методики возбуждения КР соединений, ад#
сорбированных на поверхности металла, пикосекундными лазерными импуль#
сами. Этот подход дает возможность получать спектры КР от таких поверх#
ностей, которые нельзя было бы считать пригодными для получения эффекта
усиления КР

7
. Широкое распространение в спектроскопии ГКР приобретают

системы многоканальной детекции спектров, использование микроскопов
и систем пространственного разрешения, а также лазеров с обширным
диапазоном перестраиваемых частот. Все это позволяет надеяться на то, что
изложенные в настоящем обзоре данные являются лишь первым шагом и при#
менении эффекта ГКР к изучению биологически важных молекул.

Авторы искренне благодарны В. Ф. Быстрову за поддержку при выпол#
нении этой работы, а также д#ру Э. Коглину (Институт прикладной физиче#
ской химии, Юлих, ФРГ) и проф. Т. Дж. Спиро (Принстонский университет,
США) за предоставление материалов их работ до опубликования.
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