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Метод динамического рассеяния света (ДРС) является широко используемым лабора-
торным тестом для оценки дисперсного состава золей, однако он не свободен от ряда 
недостатков. Для быстрой приближенной оценки среднего размера и концентрации зо-
лотых наночастиц (ЗНЧ) в диапазоне 15–100 нм разумные значения дает спектроскопия 
поглощения с использованием аналитической и графической зависимостей, приведенных 
в работе. Для частиц с диаметром 3–15 нм в работе приведен калибровочный график 
для определения размера, основанный на измерении отношения пиков поглощения в 
максимуме и при 450 нм. Обсуждаются сравнительные достоинства и недостатки различ-
ных методов и отмечается, что метод ДРС является на сегодняшний день единственным 
методом для невозмущающей и чувствительной диагностики сравнительно медленных 
агрегационных процессов с характерными временами порядка минут. В качестве приме-
ра рассмотрено применение ДРС для оценки концентрации олигонуклеотидов (коротких 
фрагментов одноцепочечной ДНК (оцДНК)). Метод основан на регистрации среднего раз-
мера агрегатов, формирующихся при гибридизации оцДНК в системе, содержащей конъ-
югаты ЗНЧ с оцДНК зондами и комплементарные им оцДНК-мишени. 
Ключевые слова: золотые наночастицы, распределение частиц по размерам, динами-
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клеотиды, агрегация наночастиц. 
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Введение

В современной лабораторной практике метод ДРС оказался 
востребованным как сравнительно простой невозмущающий и 
оперативный метод определения дисперсного состава коллоидов 
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и суспензий. Возможности достаточно про-
стого определения распределения по размерам 
частиц и анализа агрегационных процессов 
стимулировали развитие многочисленных 
приложений ДРС, отраженных в монографии 
[1] и статьях (см., например, ссылки в [2–7]), 
в том числе в многочисленных биологических 
приложениях [8–19]. 

Наш опыт применения одной из разрабо-
ток – прибора Zetasizer Nano ZS [20], показал, 
что некритическое использование метода ДРС 
без контроля с помощью трансмиссионной 
электронной микроскопии (ТЭМ) может иногда 
приводить к артефактам [21].

В предыдущей статье [22] мы дали краткий 
обзор предшествующих результатов по примене-
нию метода ДРС для двух типов наноразмерных 
систем: 

1) непоглощающие рассеивающие диэлек-
трические наночастицы диоксида кремния (си-
ликатные наночастицы) с диаметром от десятков 
до сотен нанометров [23, 24]; 

2)  ЗНЧ с доминирующим поглощением (диа-
метр менее 15 нм) и сильным рассеянием света 
(диаметр более 30 нм) [21]. 

В данной работе в дополнение к методу 
ДРС мы кратко обсуждаем также использование 
обычной спектроскопии поглощения для оценки 
среднего размера золотых наночастиц в широком 
диапазоне от 3 до 100 нм (более детальное об-
суждение можно найти в работах [25–28]). В раз-
деле 2 анализируются достоинства и недостатки 
методов ТЭМ, ДРС и спектроскопии поглощения 
в оценке размеров ЗНЧ. В качестве экспери-
ментального примера рассматривается коли-
чественное определение коротких фрагментов 
одноцепочечной ДНК (оцДНК-мишеней) [29], 
основанное на регистрации среднего размера 
агрегатов, формирующихся при гибридизации 
оцДНК в системе, содержащей конъюгаты ЗНЧ 
с оцДНК зондами и комплементарные оцДНК-
мишени. 

1. Определение среднего размера ЗНЧ 

по спектрам экстинкции

В предыдущей статье [22] мы кратко обсу-
дили проблемы, возникающие при определении 
размеров золотых и силикатных наночастиц 
методом ДРС. В тех случаях, когда нет возможно-
сти для доступного и оперативного применения 
ТЭМ или ДРС и нужна быстрая оценка хотя бы 
среднего размера частиц коллоидного золота, а 
не полного распределения по размерам, можно, 

как нам кажется, воспользоваться обычной спек-
троскопией поглощения, если спектрофотометр 
имеет монохроматор с разрешением порядка 
0.5 нм. Недостатки этого подхода будут обсуж-
дены ниже.

Принцип определения среднего из спектров 
экстинкции основан на хорошо известном сме-
щении плазмонного резонанса наночастиц КЗ в 
красную область с увеличением их размера [8]. 
При этом аккуратное воспроизведение спектров 
экстинкции реальных образцов требует учета 
эффектов полидисперсности по размерам и 
форме частиц, а также зависимости оптических 
констант от размера частиц, как это было впер-
вые показано строгим методом Т-матриц в [25] и 
недавно с использованием дипольного прибли-
жения [30]. Учитывая, что вопрос о применении 
теории Ми для калибровки среднего размера по 
положению плазмонного резонанса был недавно 
детально обсужден в работах [25–27], мы огра-
ничимся здесь сжатым изложением.

На рис. 1, а при ведены экспериментальные 
данные из пяти работ вместе с аналитической 
аппроксимацией (рис. 1, б), предложенной в [28] 
на основе измерений, обсужденных в [25]: 

-5 43+7.5 10 X , 23
=

[ 17 1]/ 0.06, 23

X
d

X X

  


  
,
                            

(1)

В отличие от работы [25] приведенный 
здесь набор экспериментальных данных вклю-
чает только те источники, в которых решались 
метрологические задачи сопоставления по-
ложения плазмонного резонанса со средним 
ТЭМ размером. В дополнение мы приводим 
также недавние данные группы W. Chan [31], где 
ТЭМ измерения в широком диапазоне размеров 
коллоидных частиц, полученных в однотипной 
технологии, сопоставлены со спектроскопией 
поглощения. Более полный набор эксперимен-
тальных данных, включающий пары ( max ,  dТЕМ)
из ряда прикладных работ, приведен в нашем 
обзоре [9].

Для оценки средних ошибок спектрального 
метода мы использовали пять наборов экспери-
ментальных данных, показанных на рис. 1, а,  и 
 с г руппировали их по ТЭМ диаметрам частиц 
в диапазонах от 5 до 30 нм (шаг 5 нм) и от 30 
до 100 нм (шаг 10 нм). По каждой группе были 
рассчитаны среднеквадратические стандартные 
отклонения, показанные на рис. 1, б вертикаль-
ными линиями. Как видно из кривой 2, приве-
денной на рис. 1, б, имеется заметный разброс 
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данных экспериментов и среднеквадратическая 
ошибка может достигать 35% по отношению к 
данным ТЭМ, но в среднем уровень отклонения 
данных ТЭМ от калибровки порядка 10−20%, т.е. 
примерно такой же, как и в методе ДРС. Таким 
образом, приведенные на рис. 1, б эксперимен-
тальные результаты, полученные независимо в 
пяти опубликованных измерениях разных групп, 
показывают возможность применения простой 
калибровки 1 для быстрой оценки среднего 
размера с использованием обычных спектрофо-
тометров, доступных для любой лаборатории. 
Однако следует иметь в виду, что в ряде случаев 
опубликованные данные по парам ( max ,  dТЕМ) 
отклоняются от калибровки 1 на рис. 1, б суще-
ственно больше.

Как видно из рис. 1, для диаметров менее 
10 нм измерения положения максимума экстинкции 
становятся бесполезными, потому что сдвиг плаз-
монного резонанса определяется ограничением 
длины пробега электронов в малых частицах (раз-
мерный эффект для диэлектрической функции), а 
чувствительность калибровки становится очень 

слабой. Для диапазона размеров 1−10 нм можно 
использовать два подхода [28]. Первый заклю-
чается в измерении отношения max min/A A  [32], 
где минимальное значение обычно измеряется 
около 450 нм [27, 28]. Для примера на рис. 2 
приведена калибровка, позволяющая определить 
средний эквиобъемный диаметр малых поли-
дисперсных наночастиц КЗ по отношению экс-
тинкций max 450/A A , измеренных на длине волны 
резонанса и 450 нм. Отметим, что с увеличением 
размера от 2 до 15 нм положение теоретического 
резонанса с учетом размерного изменения опти-
ческих констант изменяется от 508 до 516 нм. 
Влияние формы частиц на зависимости такого 
типа обсуждалось в [28]. Экспериментальные 
примеры использования этого метода приведены 
в работе [27].

Размерный эффект оптических констант 
золотых наночастиц приводит также к ушире-
нию слабого плазмонного резонанса, которое 
можно измерить и сопоставить с теоретической 
калибровкой. Этот подход анализировался в 
работе [33].

Рис. 1. Калиброво чн ая   к рива я  для определения среднего размера наночастиц КЗ по положению 
плазмонного резонанса экстинкции. Точками 1–4 на панели (а) показаны экспериментальные 
данные из работ, указанных в [28], точками 5 – в обзоре [9]. На панели (б) приведена 
аналитическая аппроксимация (кривая 1) по формуле (1) и среднеквадратические отклонения 
экспериментальных данных (  ), рассчитанные, как описано в тексте, по экспериментальным 

точкам (а). Кривая 2 показывает о тносительные ошибки ( / avd )

Fig. 1. Calibration cu rve for determination of the average size of CG nanoparticles by a position of 
the plasmonic extinction resonance. The points 1–4) in panel (a) show the experimental data taken 
from papers indicated in Ref. [28] and review [32] (5). In the panel (b) the analytical approxima-
tion (curve 1) as calculated by Eq. (1) is shown together with standard root-mean deviations of the 
experimental data (  ), that were calculated as described in the text by using experimental points 

in the panel (а). Curve 2 shows the  nor malized errors ( / avd )

а/a б/b
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2. Сравнение методов ТЭМ, ДРС 

и спектроскопии поглощения 

в оценке средних размеров ЗНЧ

Приведенные выше результаты требуют 
обсуждения, чтобы у читателей не создалось 
ложного впечатления о принципиальных недо-
статках метода ДРС вообще, безотносительно 
к проблемам других методов. Во избежание не-
доразумений подчеркнем, что все дальнейшее 
обсуждение относится в основном только к кол-
лоидным золотым частицам, получаемым стан-
дартными методами восстановления HAuCl4. 

Вряд ли стоит напоминать, что ТЭМ и ДРС 
по своим принципам дают разную, хотя и сопо-
ставимую информацию о дисперсном составе 
коллоида. ТЭМ изображения являются случай-
ными выборками препарированного образца на 
сеточке, поэтому всегда имеются две проблемы. 
Первая – это изменения в образце, происходящие 
в процессе препарирования. Вторая – это обеспе-
чение неискажающей статистики выборок изо-
бражений. К счастью, для золотых наночастиц 
проблема первого типа отсутствует, если нас 
интересует только распределение по размерам 
индивидуальных частиц безотносительно к их 
возможной агрегации в коллоиде. Само собой 

Рис. 2. Калибровочная зависимость для определения 
среднего размера наночастиц КЗ по отношению значений 
экстинкции 

max 450/A A . Расчет по теории Ми для нормаль-
ного распределения полидисперсных золотых частиц с 
нормированным стандартным отклонением / 30%avd 

Fig. 2. Calibration curve for determination of the average 
size of CG nanoparticles from the extinction ratio max 450/A A .
Сalculations were carried out by Mie theory using a normal 
size distribution for polydisperse gold nanoparticles with 

normalized standard deviation / 30%avd   

разумеется, что образец должен быть подготов-
лен к ТЭМ анализу по общепринятым протоко-
лам (отмыт, ресуспендирован и т.п.), чтобы не 
возникало никаких артефактов препарирования 
при сушке образца на ТЭМ сетке (продолжение 
роста, слипание частиц, искажение их формы 
и размера и т.д.). Вторая проблема решается 
обычными средствами статистики и тщательным 
просмотром всех участков сетки (что может быть 
достаточно трудоемким процессом). Наш опыт 
и данные других публикаций показывают, что 
обычно обсчет 1000 частиц с одного участка 
сетки статистически не отличается от обсчета 
по другому случайно выбранному участку. При 
обеспечении перечисленных условий метод 
ТЭМ дает прекрасно воспроизводимые резуль-
таты и на сегодняшний день является «золотым 
стандартом», принятым во всех без исключения 
лабораториях мира (судя по нашей базе данных, 
включающей более 4000 источников с 1995 по 
2016 г.). Здесь уместно подчеркнуть, что для 
биологических частиц метод ТЭМ сразу теряет 
свое основное преимущество из-за хорошо из-
вестных проблем препарирования. Кроме того, 
трудоемкость ТЭМ и проблемы его корректного 
применения сильно возрастают в случае кине-
тических исследований. 

Бесспорным преимуществом метода ДРС, 
как и большинства других оптических методов, 
является возможность исследования дисперс-
ного состава in situ с усреднением данных по 
большому ансамблю частиц, попадающих в 
зондируемый объем. Скажем, для типичного 
объема когерентности в методе ДРС порядка 
10-3 см3 число анализируемых частиц в типичном 
золотом коллоиде с оптической плотностью 1 в 
кювете толщиной 1 см на резонансной длине 
волны около 520 нм будет порядка 108−109. Такой 
ансамбль невозможно исследовать методом ТЭМ. 
Во-вторых, метод ДРС можно применять и для 
медленных кинетических процессов с характер-
ными временами меньше времени накопления 
автокорреляционной функций фототока (5−
30 мин). Для биологических частиц невозму-
щающий характер ДРС может быть решающим 
фактором. Кроме того, по сравн ению с боль-
шинством других оптических методов, метод 
ДРС определяет функцию распределения по 
размерам без априорной информации об опти-
ческих свойствах частиц (см., впрочем, ниже). 
Альтернативой могут рассматриваться только 
варианты метода «пролетной индикатрисы» [34] 
или спектральной прозрачности [35]. 

Б. Н. Хлебцов и др. Применение спектроскопии поглощения и динамического рассеяния света 
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Как было показано в [22], для частиц КЗ-16 
метод ДРС в распределении интенсивностей 
рассеяния дает две сильно различающиеся 
моды, одна из которых близка по размерам 
к ТЭМ размерам частиц КЗ, а вторая имеет 
максимум в области 200 нм. Вопрос об интер-
претации этой фракции нетривиален и связан 
с принципиальной особенностью всех методов 
светорассеяния, включая ДРС. Если размер ча-
стиц мал и соответствует условиям рэлеевского 
рассеяния, то интенсивность пропорциональна 
квадрату модуля поляризуемости, т.е. квадрату 
объема частицы. Ясно, что рассеиватели боль-
шого объема всегда имеют непропорционально 
доминирующий оптический вес и могут ис-
казить информацию от интересующих нас на-
ночастиц даже при ничтожной числовой доле. 
Это видно уже из пересчета распределения 
интенсивностей в распределения объемов и 
числа частиц. Только по данным ДРС ничего 
нельзя сказать о природе этих 200-нм частиц. 
Они могут быть просто частицами «пыли», 
крупными «нецелевыми» частицами золота или 
случайными агрегатами золотых наночастиц. 
Однако можно показать (данные здесь не пред-
ставлены), что при одних и тех же условиях 
цитратного синтеза постепенный переход от 
среднего размера 15 нм к размерам 20, 25, 
30 нм сопровождается заметным уменьшением 
второго максимума в распределении интенсив-
ностей и переходу к полностью одномодовому 
распределению. Это является сильным аргу-
ментом в пользу предположения о том, что речь 
идет просто о паразитной информации в случае 
слабо рассеивающих частиц КЗ-16, которая 

перестает влиять, как только рассеяние самих 
частиц КЗ начинает возрастать.

К сожалению, начиная с размера частиц КЗ 
порядка 40−50 нм, в ДРС измерениях начинает 
проявляться второй эффект – паразитная мода 
в области малых размеров, обусловленная вра-
щательным движением несферических частиц. 
Подчеркнем еще раз, что этот эффект обусловлен 
именно формой и не наблюдается, скажем, для 
наносфер диоксида кремния в очень широком 
диапазоне размеров [23] и для золотых нанообо-
лочек, выращенных на этих ядрах [36]. 

Мы показали ранее [21], что паразитное 
влияние вращательного движения можно ис-
ключить переходом к малым углам рассеяния 
или соответствующей настройкой коррелято-
ра. Более того, измеряя угловую зависимость 
автокорреляционной функции, можно сделать 
некоторые выводы о форме частиц, но только 
качественного характера (см., например, сравне-
ние данных ДРС и ТЭМ по форме частиц в [37, 
38]). К сожалению, большинство коммерческих 
приборов (включая Zetasizer Nano ZS) не имеют 
этой полезной опции. 

Второй вопрос, который следует обсудить, 
это адекватность среднего размера и дисперсии 
ДРС-распределения по размерам результатам 
ТЭМ анализа. Согласно данным таблицы, име-
ется определенное согласие между средними 
диаметрами КЗ-16, однако данные ДРС могут 
быть внутренне противоречивы: измерения при 
разных углах могут дать разные размеры даже 
после отсечки моды вращательного движения 
(таблица). Отметим также, что данные ТЭМ и 
ДРС для КЗ-60 различаются существенно.

Средние диаметры и полуширины распределений образцов КЗ-16 и КЗ-60
по данным ТЭМ и ДРС

The average diameters and FWHM of the size-distributions of samples CG-16 and CG-60
according to TEM and dynamic light scattering (DLS) data

Образец
Sample

( %)Nd  , nm ( %)Nd  , nm ( %)Vd  , nm

ТЭМ TEM ДРС DLS, 13о ДРС DLS, 173о ДРС DLS, 13о ДРС DLS, 173о

CG-16 15.8 (8.9%) – 13.2 (23%) – 16.4 (33%)

CG-60 59.4 (8.9%) 66.2 (16.3%) 32 (25%) 69 (19%) 42 (33%)

Выше мы отмечали, что метод ДРС ино-
гда считают единственным, который дает рас-
пределение по размерам частиц in situ. Однако 
вопрос об адекватности этого распределения 
числовому распределению частиц по размерам 
в коллоиде часто опускается. Единственной 

прямой информаций метода ДРС является рас-
пределение интенсивностей рассеяния по коэф-
фициентам броуновской диффузии [1]. Пересчет 
этого распределения, скажем, в распределение 
агрегатов наносфер по гидродинамическим разме-
рам, – задача практически не решаемая, поэтому 
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разработчики оборудования ДРС часто перекла-
дывают эти серьезные проблемы на конечного 
пользователя, предоставляя в его распоряжение 
файл с автокорреляционной функцией или рас-
пределением по интенсивностям рассеяния. 
Если исследуемый объект можно как-то опи-
сать моделями Стокса-Эйнштейна (пересчет 
коэффициента диффузии в гидродинамический 
размер для одной идеальной сферы в беско-
нечной покоящейся жидкости) и Ми (пересчет 
интенсивности в число частиц данного размера), 
то тогда и только тогда решение обратной за-
дачи будет корректным для модели изотропных 
однородных невзаимодействующих однократно 
рассеивающих сфер. Ясно, что эта модель мо-
жет быть далека от реального объекта (см. [22, 
рис. 3]). Даже для сферических частиц показа-
тели степени в пересчетных формулах от интен-
сивности рассеяния к размеру частиц зависят 
от свойств материала, ширины распределения 
и т.д. (см. обсуждение этого вопроса в [39]). Не 
следует также забывать, что даже в простых слу-
чаях (сферы с полимерным покрытием) метод 
ДРС дает информацию о гидродинамическом 
размере всего комплекса, а не о геометрическом 
размере самой частицы.

Как мы видели выше, дисперсия ДРС раз-
меров обычно всегда завышена по сравнению 
с данными ТЭМ. В нашем случае – примерно в 
2−4 раза. Поучительно сравнить наши диспер-
сии для коллоидов КЗ-16 и КЗ-60 с тщательными 
ТЭМ измерениями наночастиц, полученных по 
оригинальным протоколам синтеза в [26] и [27] 
(рис. 3).

Хорошо видно, что для частиц КЗ-16 наш 
результат весьма близок к [27], а для КЗ-60 наша 
дисперсия (8.9%) примерно в 2.5 раза больше 
средней величины [27] для этого диапазона 
размеров, но меньше значения 14% для частиц 
КЗ-60, исследованных в [26]. Таким образом, 
дисперсия размеров наших образцов типична 
для частиц КЗ. Сопоставляя рис. 3 с данными 
таблицы и учитывая другие опубликованные 
данные [8, 25], мы приходим к следующему 
принципиальному выводу: дисперсия распре-
деления наночастиц КЗ по размерам, полу-
чаемая методом ДРС, неадекватна дисперсии 
числового ТЭМ распределения по размерам и 
обычно завышена. Это завышение обусловле-
но несколькими факторами. Во-первых, метод 
ДРС учитывает оптические вклады от неболь-

шой доли крупных частиц, которые обычно не 
представляют интереса и игнорируются в ТЭМ 
анализе. Во-вторых, сама по себе процедура об-
ращения интегрального уравнения Фредгольма 
первого рода в методе ДРС вносит неизбежное 
уширение, не имеющее отношение к коллоиду 
[1]. Наконец, в реальном коллоиде in situ могут 
формироваться и разрушаться агрегаты, которые 
будут отражаться в корреляциях фототока, но 
обычно игнорируются в ТЭМ анализе. Отметим, 
что уширение распределения в методе ДРС уже 
неоднократно описывалось в литературе даже 
для простейших латексных систем [40].

Оценка среднего размера по сдвигу плазмон-
ного резонанса также имеет свои достоинства и 
недостатки. Прежде всего, речь вовсе не идет о 
функции распределения по размерам. Более того, 
даже при определении среднего размера, как по-
казывает наш почти 20-летний эксперименталь-
ный опыт [8], надежные результаты получаются 
только в рамках однотипного, протестированного 
протокола синтеза при обязательном исключе-
нии агрегации. Наличие лиганда типа IgG или 
тиолированных молекул полиэтиленгликоля 
на поверхности частиц обычно приводит к не-

Рис. 3. Относительная полуширина ТЭМ распре-
деления числа частиц по размерам для коллоидов 
со средними диаметрами 12.3, 20.6, 30, 40.3, 51.6, 
61.3, 70.6, 78.3, 88.1 и 102.2 нм: 1− адаптировано 
по данным [27], 2 – для коллоидов КЗ-16 и КЗ-60, 

3 – данные [26] для КЗ-60

Fig. 3. Normalized width of TEM particle size distribu-
tion for colloids with the average diameters 12.3, 20.6, 
30, 40.3, 51.6, 61.3, 70.6, 78.3, 88.1, and 102.2 nm: 
1 – adapted from data of Ref. [27], 2 – for colloids 

CG-16 and CG-60, 3 – data of Ref. [26] for CG-60
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большому сдвигу порядка 3 нм для экстинкции 
и 4-5 нм для рассеяния [11]. Конечно, в этом 
случае и метод плазмонного сдвига, и метод 
ДРС нельзя применять для характеристики 
самих нефункционализованных частиц. Напри-
мер, экспериментально было показано [11], что 
для частиц типа КЗ-16 адсорбция молекул IgG 
увеличивает гидродинамический диаметр с 18 
до примерно 28 нм, а в случае желатина – с 
18 до 40 нм. Но в данном контексте это не не-
достаток, а, наоборот, – важное достоинство 
метода ДРС, позволяющего оценить толщину 
биополимерной оболочки конъюгата, как это 
было сделано в [11].

Что касается неконтролируемой небольшой 
агрегации, то метод плазмонного сдвига обладает 
наибольшей устойчивостью к этому эффекту, 
по сравнению с ДРС или методом дифференци-
ального рассеяния [41]. В частности, это было 
показано экспериментально и теоретически в 
[42] для модельных смесей золотых коллоидов 
и в [41] для случая агрегации, инициированной 
биоспецифическими взаимодействиями конъю-
гатов наночастиц с молекулами-мишенями. Фи-
зическая причина этой устойчивости достаточно 
проста. В приближении слабого взаимодействия 
поглощение малых частиц определяется мнимой 
частью их поляризуемости и пропорционально 
объему. Объединение частиц не изменяет сум-
марного поглощения до тех пор, пока оптическое 
взаимодействие не начнет влиять на сечение 

поглощения частиц в кластере. Оценки кла-
стерного усиления поглощения в зависимости 
от межчастичных расстояний и типа кластера 
даны в работе [43]. 

3. Определение ДНК последовательностей

методом ДРС 

Как часто бывает, недостаток метода может 
в определенных обстоятельствах оказаться не-
сомненным достоинством. Например, высокая 
чувствительность ДРС распределения к обра-
зованию даже небольшой доли сильно рассеи-
вающих агрегатов обеспечивает несомненные 
конкурентные преимущества ДРС перед другими 
оптическими методами в исследовании биоспеци-
фической агрегации, где метод ТЭМ практически 
бесполезен. В частности, в цитированных выше 
работах [12−19] именно эта особенность ДРС 
была успешно использована в анализе ассембли-
рования биоконъюгатов золотых наночастиц. В 
нашей работе [29] метод ДРС был применен в ка-
честве чувствительного теста для количественно-
го определения коротких одноцепочечных ДНК 
(оцДНК). Метод основан на регистрации опти-
ческих эффектов, сопровождающих агрегацию 
положительно заряженных частиц КЗ, индуциро-
ванную реакцией гибридизации оцДНК-зондов и 
оцДНК-мишеней (рис. 4). Применимость метода 
ДРС сравнивается с традиционно используемой 
в аналогичных гибридизационных тестах спек-
троскопией поглощения.

Рис. 4. Схематическое представление колориметрического и ДРС методов для де-
тектирования оцДНК с использованием ЦТАБ-покрытых положительно заряженных 

золотых наносфер [29]

Fig. 4. Schematic representation of colorimetric and DLS methods to detect ssDNA using 
CTAB-coated positive charged gold nanospheres [29]

Положительно заряженные сферические 16, 
25, и 30 нм наночастицы КЗ (КЗ-16, КЗ-25, КЗ-
30) были получены простой функционализацией 
молекулами цетилтриметиламмонийбромида 

(ЦТАБ) [29] отрицательно заряженных частиц, 
синтезированных по методу Фрэнса. Использова-
ние ЗНЧ крупнее 30 нм из-за их низкой стабиль-
ности в гибридизационных условиях приводит к 
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плохой воспроизводимости колориметрического 
теста наряду с отмеченным в [22, рис. 3] замет-
ным отклонением формы цитратных золотых 
частиц от сферической. Все эксперименты в 
работе [29] были проведены на двух моделях: 
маркерной последовательности на определение 
ВИЧ-1 (модель 1) и маркерной последовательно-
сти на определение Bacillus anthracis (модель 2). 

На рис. 5 показана зависимость концентрации 
оцДНК-мишени от относительного изменения 
значения экстинкции, измеренного на длине вол-
ны 550 нм, arg arg

550 550 550 550 550/ ( ) /t et probe t etA A A A A   ,
выбранной нами для отображения меры агре-
гации из соответствующих спектров (рис. 5, 
б). Заметим, что функционализация молеку-

лами ЦТАБ сопровождалась небольшим 5-нм 
красным сдвигом максимума экстинкции. Для 
концентраций кДНК (cDNA) ниже, чем 10 пМ, 
максимальную экстинкцию и относительные 
изменения 550 550/A A  было трудно отличить от 
случайных изменений экстинкции контрольных 
образцов с зондовой оцДНК. Согласно кали-
бровке на рис. 5, б нижний концентрационный 
предел детектирования может быть определен 
как 100 пМ. Верхний концентрационный предел 
детектирования кДНК, который составлял около 
15 нМ, приводил к сильному изменению цвета 
суспензии и сильной, зависящей от времени 
агрегации сразу после добавления кДНК мишени 
(данные не приведены).

Рис. 5. Спектры экстинкции ЦТАБ-покрытых частиц КЗ-16 в смеси с гибридизационным буфером и 
зондовой оцДНК P1 после добавления оцДНК мишени HIV-1 U5 (T1) с концентрациями 0 (1), 0.01 (2), 0.1 
(3), 1 (4) и 10 нМ (5) (а) и относительные изменения экстинкции ΔA550 / A550 

, определенные из спектров 
2−5 (б). Вертикальные бары показывают стандартные отклонения от среднего (n = 4) [29]

Fig. 5. Extinction spectra of CTAB-coated nanoparticles CG-16 after mixing with hybridization buffer and 
probe ssDNA P1 followed by addition of target ssDNA HIV-1 U5 (T1) at concentrations 0 (1), 0.01 (2), 0.1 (3), 
1 (4), and 10 nM (5) (a). Relative changes in extinction ΔA550 / A550 as determined from spectra 2−5 (b). The 

bars show standard errors of t he mean (n = 4) [29]

а/a б/b

Как уже было отмечено, экстинкция малых 
агрегатов ЗНЧ в основном определяется погло-
щением отдельной частицы, а не их индивиду-
альным рассеянием или рассеянием агрегата в 
целом. Именно поэтому спектры экстинкции 
показывают слабую чувствительность детекти-
рования при концентрации оцДНК 0.1−1 нМ. 
С другой стороны, хорошо известно [1], что в 
распределении интенсивности рассеяния по раз-
мерам доминируют частицы большого размера, 
поскольку для диэлектрических частиц их вклад 

в рассеяние пропорционален квадрату объема, 
т.е. шестой степени размера. Следовательно, 
мы можем ожидать повышенной чувствитель-
ности детектирования для систем, показанных 
на рис. 5. 

Распределения интенсивности рассеяния по 
размеру частиц на рис. 6 (вставка) показывают 
очевидное уширение и сдвиг распределений в 
область больших размеров уже при 10−100 пМ 
кДНК. Для исключения влияния рассеяния от 
загрязняющих частиц и корректного определе-
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ния степени агрегации ЗНЧ мы использовали 
z-средние диаметры частиц в системе, содер-
жащей оцДНК-мишени, нормированные на 
z-средние диаметры частиц системы с зондовой 
оцДНК, ( ) / ( )z i z id T d P ( 1,2)i  . Кроме того, чтобы 
максимально снизить нежелательные эффекты от 
посторонних случайных рассеивателей, мы не 
использовали встроенную программу прибора, 
а непосредственно рассчитывали z-средний раз-
мер /z i i id d I I  , используя только первый 
главный пик распределения интенсивности. Как 
показано на рис. 6, нормализованное стандартное 
отклонение составляет около 0.06 и основанный 
на ДРС нижний предел обнаружения составляет 
около 10 пМ оцДНК, что существенно меньше 
предела чувствительности спектроскопии экс-
тинкции, полученного ранее в работах [44, 45]. 

Следует, однако, отметить, что имеется от-
личие более чем на два-три порядка в пределах 

чувствительности детекции оцДНК, согласно 
нашим данным и данным работы [44] (10−
100 пM), с одной стороны, и по данным работы 
[46] (0.1 пM), с другой. Специальный анализ 
данных [46] показывает [29], что рекордная 
чувствительность 0.1 пМ не согласуется с пред-
ставлениями о возможных механизмах агрегации 
частиц в системах, содержащих столь низкие 
концентрации мишеней кДНК.

Отметим, что метод ДРС может быть ис-
пользован также для определения точечных 
мутаций. В частности, было показано [29], что 
нормализованные z-средние ДРС размеры агре-
гатов закономерно уменьшаются для образцов, 
содержащих мишени с однобуквенными (single-
based mismatch, SBM) и трехбуквенными мисмэт-
чами (three-based mismatch, TBM), в сравнении 
с размерами агрегатов образцов, содержащих 
полностью комплементарные мишени. 

Рис. 6. Концентрационная зависимость среднего диаметра по ДРС, нормализо-
ванная к таковым для ЦТАБ-покрытых частиц КЗ-16 в смеси гибридизационного 
буфера и зондовой оцДНК. В качестве погрешности измерений отображены 
стандартные отклонения от средней величины (n=5). На вставке показаны 
распределения интенсивность–размер ЦТАБ-покрытых частиц КЗ-25 в смеси 
гибридизационного буфера и зондовой оцДНК после добавления оцДНК ми-

шени с концентрациями 0 (1), 1 (2), 10 (3), 100 (4) и 1000 пМ (5) [29] 

Fig. 6. Concentration dependence of the average DLS diameter normalized to that 
for CTAB-coated CG-16 nanoparticles mixed with hybridization buffer and probe 
ssDNA. The bars show standard errors of the mean (n = 5). The inset presents the 
intensity-size distributions for CTAB-coated nanoparticles CG-25 after mixing with 
hybridization buffer and probe ssDNA  P1 followed by addition of target ssDNA at 

concentrations 0 (1), 1 (2), 10 (3), 100 (4), and 1000 pМ (5) [29]
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Заключение

Ширина ДРС распределений числа или 
объемов частиц по размерам в обоих случаях 
слабого и сильного рассеяния всегда завышена 
по сравнению с ТЭМ гистограммами. В тех слу-
чаях, когда нужна быстрая качественная оценка 
среднего размера в диапазоне 15−100 нм, раз-
умные значения дает обычная спектроскопия 
поглощения. Для этой цели можно использо-
вать уравнение (1) или график, приведенный на 
рис. 1. Для частиц меньшего размера имеет 
смысл использовать метод отношения экстинк-
ций вместе с калибровкой, приведенной на рис. 2. 

Важным достоинством метода ДРС явля-
ется его высокая чувствительность к агрегации 
частиц, что позволяет рекомендовать его в 
качестве более надежного теста, по сравнению 
со спектроскопией поглощения, для детекти-
рования биоспецифических взаимодействий 
с применением наночастиц КЗ. В частности, 
измерение z-среднего размера можно использо-
вать для чувствительного ДРС детектирования 
ДНК последовательностей. Для исследованных 
в работе модельных оцДНК предел чувстви-
тельности ДРС метода составляет менее 10 пМ. 
Кроме того, метод ДРС позволяет детектиро-
вать точечные мутации в коротких оцДНК [29].

Работа выполнена при финансовой под-
держке РФФИ (проекты № 16-02-00054,16-52-
45026,17-02-00075). Исследования В. А. Ханадеева 
поддержаны грантом Президента РФ для под-
держки молодых российских ученых-кандидатов 
наук (проект № МК-2617.2017.2).
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Background and Objectives: The dynamic light scattering (DLS) 
method is widely used to evaluate the particle size distributions. 
However, DLS is not free of serious drawbacks. For a fast approximate 
estimation of the average size of colloidal gold nanoparticles (AuNPs) 
within the range of 15–100 nm reasonable results can be obtained 
with using the absorption spectroscopy. We discuss the advantages 
and drawbacks of DLS, transmission electron microscope (TEM), 
and absorption spectroscopy in gold nanoparticle sizing. In addi-
tion, we consider the application DLS and absorption spectroscopy 
to detection of ssDNA oligonucleotides and mismatches in their 
sequences with using AuNPs. The method principle is as follows: 
the addition of probe and target ssDNA to CTAB-coated AuNPs 
results in particle aggregation, whereas no aggregation occurs after 
addition of probe and nontarget DNA sequences. Materials and 

Methods: 16-nm and 60-nm AuNPs with negative charges were 
synthesized by the Frens method. Positively charged AuNPs were 
obtained by functionalization of with CTAB. As ssDNA models, we 
used 21-mer oligonucleotides from the human immunodeficiency 
virus HIV-1 and a 23-mer ssDNAs from the Bacillus anthracis genes. 
A Zetasizer Nano ZS instrument (Malvern, UK) was used for DLS mea-
surements. A Libra-120 transmission electron microscope (Carl Zeiss, 

Jena, Germany) and a Specord BS 250 spectrophotometer (Analytik 
Jena, Germany) were used for TEM and spectroscopic measurements 
at the Simbioz Center for the Collective Use of Research Equipment 
in the Field of Physical-Chemical Biology and Nanobiotechnology at 
the IBPPM RAS. Results: For a fast estimation of the average size 
of AuNPs in the range of 15–100 nm, the absorption spectroscopy 
gives reasonable sizes derived from presented calibrations. For 
AuNPs with diameters in the range of 3–15 nm, the sizing calibra-
tion curve is based on the measurement of the ratio between the 
absorption intensities at the plasmon resonance wavelength and at 
450 nm. We also have demonstrated the application of absorption 
spectroscopy and DLS methods to estimation of ssDNA concentration. 
Conclusion: The advantages and drawbacks of three methods (TEM, 
DLS, and absorption spectroscopy) in nanoparticle sizing have been 
discussed with a special attention to AuNPs. For spherical particles, 
the z-average DLS size of AuNPs is in a reasonable agreement with 
TEM data, whereas the size distribution obtained with DLS is typically 
much broader than that derived from TEM histograms. DLS is shown 
to be the only method suitable for nonperturbative and sensitive di-
agnostics of relatively slow aggregation processes with characteristic 
times about 1 min. The detection limits of absorption spectroscopy 
and DLS for ssDNA detection are 100 and 10 pM, respectively.
Key words: silica nanoparticles, gold nanoparticles, particle size 
distribution, dynamic light scattering, electron microscopy, absorption 
spectroscopy, oligonucleotides, nanoparticle aggregation. 
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