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Известно, что наночастицы проникают через 
гематоэнцефалический барьер и циркулируют в 
крови, накапливаясь в клетках органов и тканей. 
Применение металлических наночастиц (НЧ) в 
биомедицине исследуется в двух основных направ-
лениях: 

1) изучение действия НЧ на свойства клеток, 
тканей и организма в целом; 

2) применение наночастиц в биомедицине для 
терапии и диагностики  за чет усиления  флуорес-
ценции и комбинационного рассеяния (КР) света 
клеток и биомолекул [1, 2]. 

В зависимости от состава, размера и формы на-
ночастиц может быть выбрано напрвление иссле-
дования. 

Наночастицы серебра (НЧС) представляют 
особый интерес, поскольку могут применяться в 
биологии и медицине для неспецифического воз-
действия на свойства молекул и клеток, а также в 
спектро- и микроскопии для усиления интенсив-
ности КР [3, 4]. Так, в спектро- и микроскопии 
гигантского комбинационного рассеяния (ГКР) 
используются эффекты плазмонного резонанса 
и переноса заряда, возникающие на поверхности 
НЧС и приводящие к усилению интенсивности КР 
в 10-6–10-8 раз [5]. Однако побочные эффекты от 
воздействия НЧС на конформацию гемопорфирина 
гемоглобина и способность переносить кислород в 

организме до конца не исследованы, что требует 
разработки иных нанобиотехнологических подхо-
дов, таких как регистрация сигнала КР крови, раз-
мещенной на наноструктурированных подложках 
(НСП) из серебра) [6, 7].

Цель исследования заключалась в изучении кон-
формации гемопорфирина и способности гемоглоби-
на переносить кислород при введении животным на-
ночастиц серебра, а также способности этих частиц 
усиливать КР при использовании наноструктуриро-
ванных подложек. 

Объект и методы исследования

Исследовали три группы животных: 
1) контрольная; 
2) крысы, получавшие внутрибрюшинные инъек-

ции воды; 
3) крысы, получавшие внутрибрюшинные инъек-

ции раствора серебра. 
НЧС получали путем восстановления нитрата 

серебра гидроксиламингидрохлоридом в щелочной 
среде при комнатной температуре [8]. Для оценки 
размеров НЧС использовали метод абсорбционной 
спектроскопии и динамическое светорассеяние [8]. 
Спектры поглощения регистрировали с помощью 
спектрофотометра «Hitachi» (Japan) в диапазоне от 
400 до 800 нм. Для регистрации динамического све-
торассеяния использовали прибор «Zetasizer Nano». 
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Используемые НЧС содержали мелкие (10 нм) и 
крупные (30–40 нм) фракции.

Изменения конформации гемопорфирина гемо-
глобина исследовали методом спектроскопии ком-
бинационного рассеяния [2, 9] . Капилляр (диаметр 
2 мм) с суспензией эритроцитов помещали в ячей-
ку спектрометра и фокусировали на нем луч лазера 
(λ = 473 нм, Р = 18–20 мВт). Для анализа конформа-
ции использовали определенные характерные поло-
сы спектра КР, характеризующие число комплексов 
дезоксигемоглобина (д-Гб) и его способность связы-
вать и сбрасывать О2, а также число комплексов ок-
сигемоглобина (о-Гб) и его способность сбрасывать 
и связывать О2 [2, 10, 11] . 

КР эритроцитов, фиксированных на нанострукту-
рированных подложках серебра (НСП, [6, 7]) реги-
стрировали на спектрометре «IN VIA BASIS» фирмы 
«Renishaw» (Великобритания) (возбуждение монохро-
матическим светом с длиной волны 532 нм, мощностью 
100 мВт, объектив 50×) с помощью CCD-детектора 
(1024×256 пикселей с охлаждением до –70°С) с решет-
кой 1800 штр/мм. Микроскоп класса «Leica» исполь-
зовали для визуального выбора места регистрации КР. 
Для усиления КР использовали НСП с покрытием на 
основе серебра, на которые наносили образцы крови. 

Результаты исследования                                                     
и их обсуждение

При инъекции животному НЧС регистрировали 
следующие параметры, характеризующие изменения 

конформации гемопорфирина гемоглобина (Гб): ко-
личество комплексов оксигемоглобина, сродство Гб к 
О2, а также способность Гб связывать и сбрасывать 
О2. Установлено, что при инъекциях животным 
НЧС в течение одного месяца достоверно изме-
няется содержание комплексов Гб-О2 (рис. 1, а): 
в обеих группах содержание комплексов Гб-О2 в 
2–3 раза меньше комплексов Гб. Известно, что в 
венозной крови млекопитающих содержание Гб-
О2 составляет около 60% от всего Гб. Поскольку 
в экспериментах используют венозную кровь, при 
инъекциии НЧС животным эритроциты, вероятно, 
сбрасывают в ткани меньше О2, чем в контроле. 
При инъекциях НЧС в течение шести месяцев было 
обнаружено достоверное уменьшение количества 
о-Гб (рис. 1, б), что может свидетельствовать: 

1) об уменьшении степени оксигенации гемогло-
бина в эритроцитах в капиллярах легких; 

2) о высокой степени сброса О2 в капиллярах тка-
ней в связи с увеличением потребления О2 клетками. 

При инъекциях НЧС животным в течение одного 
месяца мы не обнаружили изменений способности 
Гб связывать О2 (рис. 2, а), однако происходит увели-
чение способности гемоглобина сбрасывать О2 (рис. 
2, б), что  приводит к уменьшению сродства Гб к О2 
(рис. 2, в). 

Вероятно, при инъекциях НЧС в тканях облег-
чается сброс О2. Кроме того, увеличение относи-
тельного содержания комплексов о-Гб, не связано 
с уменьшением выделения О2 в ткани. Происходит 

Рис. 1. Изменение содержания комплексов оксигемоглобина в крови крыс при инъекции НЧС в течение одного 
месяца (а) и шести месяцев (б): 1 – контрольный раствор (группа 1), 2 – НЧС (группа 2), 3 – контрольная группа 
(группа 3), 4 – инъекция контрольного раствора (группа 4), 5 – НЧС (группа 5). На оси ординат указано содержание 
комплексов оксигемоглобина по отношению к общему количеству комплексов окси- и дезоксигемоглобина, отн. ед. 

(p < 0,05) 
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оптимальное насыщение гемоглобина эритроцитов 
кислородом, возможно, вследствие изменения фи-
зико-химических свойств мембраны и более легко-
го проникновения О2 в клетку. В частности, увели-
чение проникновения О2 в эритроциты могло быть 
вызвано уменьшением вязкости плазматической 
мембраны. Выдвинутое предположение согласует-
ся с обнаруженным нами фактом (данные не пред-
ставлены) увеличения устойчивости эритроцитов 
крыс к гемолизу. Возможно, что увеличение спо-
собности Гб сбрасывать О2 и снижение сродства к 
О2 при инъекции НЧС связано с локальным увели-
чением в капиллярах тканей концентрации ионов 
Н+ и молекул СО2, уменьшающих сродство Гб к 
О2. Более вероятно, что усиление способности Гб 
сбрасывать О2 и, как следствие, уменьшение срод-
ства Гб к О2 на фоне неизменной способности Гб 

связывать О2 свидетельствует об отсутствии по-
вреждающего действия НЧС: в капиллярах легких 
кислород связывается на Гб так же, как и в кон-
трольной группе, но при этом в тканях кислород 
легче сбрасывается с Гб.

Напротив, инъекция НЧС в течение шести ме-
сяцев существенно меняет кислород-связывающие 
свойства гемоглобина. Так, способность Гб связы-
вать О2 достоверно увеличивается, а способность 
Гб сбрасывать О2 не изменяется ни в одной из ис-
следуемых групп (4 и 5) (рис. 3, а, б). Вероятно, 
увеличение способности Гб связывать О2 является 
компенсаторной реакцией на снижение поступле-
ния О2 в эритроциты. При инъекциях НЧС живот-
ному наблюдается увеличение сродства Гб к О2 
(рис. 3, в), что обусловлено увеличением способ-
ности Гб связывать О2. Итак, при инъекциях НЧС 

Рис. 2.  Изменение способности гемоглобина связывать (а) и сбрасывать (б) кислород, а также сродство гемо-
глобина к  О2 (в) эритроцитов крыс при инъекции контрольного раствора (группа 1) и НЧС (группа 2) в течение  

одного месяца. На оси ординат указана способность гемоглобина связывать О2, отн. ед.
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животному в течение шести месяцев существенно 
меняется конформация гемоглобина, и О2 лучше 
связывается с Гб. Возможно, это  связано с измене-
нием в крови концентрации молекул-модуляторов 
или с появлением в крови новой формы Гб с дру-
гими О2-связывающими свойствами. 

Таким образом, введение в кровь НЧС для уси-
ления КР и диагностики состояния гемопорфирина 
гемоглобина сопряжено с рядом побочных эффек-
тов. В заключительной серии экспериментов мы 
показали, что изготовленные НСП серебра позво-
ляют усилить сигнал гемопорфирина крови даже 
при ее существенном разбавлении (в 103 и 3∙103 
раз) (рис. 4). Эти данные позволяют сформиро-
вать новую оригинальную методику зондирования 

Рис. 3.  Изменение способности гемоглобина связывать (а) и сбрасывать (б) кислород, а также сродство 
гемоглобина к  О2 (в) эритроцитов крыс при инъекции контрольного раствора (группа 1) и НЧС (группа 2) 

в течение шести месяцев. На оси ординат указана способность гемоглобина связывать О2, отн. ед.

состояния гемоглобина крови без инъекции НЧС 
целому животному.

Таким образом, применение спектроскопии КР 
и НЧС это  чувствительный метод оценки свойства 
гемоглобина, который можно использовать в био-
медицинских исследованиях и диагностике ряда 
заболеваний [11, 12]. Однако возможность приме-
нения НЧС при инъекции в организм ограничены: 
возрастает способность Гб связывать О2, что мо-
жет привести к уменьшению парциального дав-
ления О2 в тканях и гипоксии клеток. Очевидно, 
применение НСП является более эффективным и 
нативным методом исследования конформации ге-
моглобина без инъекции НЧС в кровь животного 
[3–7].
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Рис. 4. Спектры КР гемопорфирина гемоглобина крови на наноструктурированной серебряной подложке. 
По оси абсцисс – длина волны, см-1; по оси ординат – интенсивность КР, отн.ед.
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RAMAN SPECTROSCOPY AND SILVER NANOPARTICLES IN BIOMEDICAL 
HEMOGLOBIN STUDIES 

G.V. Maksimov2, T.G. Sazontova1, S.S. Kovalenko2, N.A. Brazhe2, A.A. Semenova3,                     
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(1Faculty of Basic Medicine, 2Faculty of Biology, 3Fakultet Materials Science of Lomonosov 
Moscow State University, Moscow (Russia); 4Faculty of Biology Ogarev Mordovia University, 
Saransk (Russia); 5Faculty of Medicine, Copenhagen University (Denmark))

Complex the  Raman spectroscopy (RS ) and silver nanoparticles ( SNP ) is a native and sensitive 
method for the biomedicine diagnostics of hemoglobin. It is shown that the possibility of its use in 
the SNP injection into the body are limited due to adverse factors driving change in the ability of 
hemoglobin to carry O2. Applications of silver nanostructured substrates made is a more effective 
way to study and native conformation of hemoglobin does not require SNP injection into the body. 

Key words: Raman spectroscopy, hemoglobin , colloidal particles of silver;  nanostructured substrate 
of silver.
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