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ОПТИКА И СПЕКТРОСКОПИЯ. 

ЛАЗЕРНАЯ ФИЗИКА

УДК 535.36+541.182.535.36
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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-
ческое рассеяние света, электронная микроскопия, спектроскопия поглощения, олигону-
клеотиды, агрегация наночастиц. 

DOI: 10.18500/1817-3020-2017-17-3-136-149

Введение

В современной лабораторной практике метод ДРС оказался 
востребованным как сравнительно простой невозмущающий и 
оперативный метод определения дисперсного состава коллоидов 

 © Хлебцов Б. Н., Пылаев Т. Е., Ханадеев В. А., Хлебцов Н. Г., 2017
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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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max( ) 500.X nm  
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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-

Б. Н. Хлебцов и др. Применение спектроскопии поглощения и динамического рассеяния света 



Изв. Сарат. ун-та. Нов. сер. Сер. Физика. 2017. Т. 17, вып. 3

Научный отдел144

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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Введение

Одной из актуальных проблем медицинской диагностики яв-
ляется проблема измерения деформируемости эритроцитов. Под 
деформируемостью понимают меру способности клеток крови 
изменять свою форму под действием внешних сил. Деформиру-
емость эритроцитов является одной из основных реологических 
характеристик крови. Она существенно влияет на эффективную 
вязкость крови и способность крови проходить по тончайшим со-
судам системы кровообращения – капиллярам [1]. Измерение этого 
параметра важно при диагностике  и лечении многих заболеваний, 
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в частности, таких как серповидно-клеточная 
анемия [2], ишемия [3] и сахарный диабет. 

Существуют несколько методов измере-
ния деформируемости эритроцитов [4–6]. Это 
втягивание эритроцитов в микропипетку, ме-
ханическая фильтрация, измерения с помощью 
лазерного пинцета, дифрактометрия эритроцитов 
в сдвиговом потоке (эктацитометрия). Однако 
пока эти методы недоступны для широкой кли-
нической практики. Одной из главных остается 
проблема интерпретации экспериментальных 
данных. Для ее решения   необходима стан-
дартизация процедур измерений [7, 2], а также 
разработка более совершенных алгоритмов 
обработки данных. Один из таких алгоритмов, 
предназначенный для лазерной эктацитометрии 
эритроцитов, мы предлагаем в настоящей работе. 
С помощью этого алгоритма можно измерять 
среднюю деформируемость, а также ширину 
и асимметрию распределения эритроцитов по 
деформируемости в исследуемом образце крови. 
По сравнению с разработанным ранее, этот алго-
ритм должен обеспечить более высокую точность 
измерения указанных параметров. 

Лазерная эктацитометрия эритроцитов

Для оценки деформируемости эритроцита 
необходимо измерить деформацию клетки под 
действием какой-либо известной внешней силы. 
В качестве такой силы можно использовать силу 
вязкого трения, возникающую в сдвиговом по-
токе жидкости. Эта идея лежит в основе метода 
лазерной эктацитометрии. 

В ротационном эктацитометре разбавлен-
ную суспензию эритроцитов заливают в зазор 
между стенками двух прозрачных коаксиальных 
стаканов, один из которых неподвижен, а другой 
может вращаться с заданной угловой скоростью 
(«ячейка Куэтта»). Вращение подвижного стака-
на вызывает течение жидкости и появление в ней 
сдвиговых напряжений, которые ориентируют 
эритроциты определенным образом и вытяги-
вают их в направлении потока [8]. Суспензию 
просвечивают лазерным пучком и наблюдают 
картину рассеяния света на эритроцитах. При 
увеличении скорости вращения подвижного 
стакана эта картина вытягивается в направлении, 
перпендикулярном направлению потока. Степень 
вытягивания дифракционной картины и служит 
мерой деформации эритроцитов при данном 
сдвиговом напряжении [9].

Лазерная эктацитометрия эритроцитов была 
предложена Бессис и Мохандас в 1975 году 

[10]. В настоящее время существуют коммерче-
ские приборы, работающие на этом принципе: 
ЛОРКА (компания Mechatronics, Голладия) [11] 
и ЛАДЭ (фирма Реомедлаб, Россия) [12]. До-
стоинство данного метода состоит в том, что он 
позволяет быстро оценивать деформируемость 
большого ансамбля эритроцитов. Кроме того, в 
куэттовском потоке поле сдвиговых напряжений 
однородно. Это повышает информативность 
метода и упрощает интерпретацию эксперимен-
тальных данных. Недостатком  ротационных 
эктацитометров является необходимость точной 
механической юстировки ячейки Куэтта, а также 
тщательной очистки стаканчиков после каждого 
измерения.

Сходный принцип действия имеет лазерный 
эктацитометр РЕОСКАН (Rheomeditech, Корея) 
[13, 14]. В приборе нет движущихся элементов, 
а сдвиговые напряжения возникают при проте-
кании суспензии эритроцитов по узкому щеле-
вому каналу («пуазейлевский поток»), однако в 
нем поле сдвиговых напряжений неоднородно, 
что уменьшает чувствительность прибора к со-
стоянию и свойствам клеток крови. Кроме того, 
каждое измерение на РЕОСКАНЕ требует при-
менения нового сменного картриджа [15]. 

Отметим, что в принципе возможны прямые 
наблюдения деформации эритроцитов в сдвиго-
вом потоке с помощью микроскопа. Для этого 
необходимо создать поле сдвиговых напряжений 
в покоящейся суспензии эритроцитов. Это можно 
сделать, если поместить суспензию между двумя 
параллельными прозрачными дисками, вращаю-
щимися с одинаковыми скоростями в противо-
положные стороны. Такой метод измерения 
деформируемости эритроцитов был использован 
в работе [16] и называется методом реоскопии. 
Он труден в практической реализации и пока не 
получил дальнейшего развития. Тем не менее 
метод реоскопии полезен, поскольку он дает 
прямую информацию о форме эритроцитов в 
сдвиговом потоке и может служить для проверки 
данных, получаемых другими методами.

В настоящей работе мы предлагаем улуч-
шенный алгоритм обработки данных для метода 
лазерной эктацитометрии эритроцитов, в котором 
информацию о клетках крови получают путем 
наблюдения и обработки дифракционных картин.

Теоретическая модель

Для количественной интерпретации данных 
лазерной эктацитометрии необходима теоре-
тическая модель, которая связывает характе-
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ристики ансамбля эритроцитов с параметрами 
наблюдаемой дифракционной картины. Такая 
модель развита и опробована в наших работах 
[17–21]. Мы моделируем эритроциты плоскими 
эллиптическими дисками. Эта модель опира-
ется на изображения эритроцитов в сдвиговом 
потоке, полученные методом реоскопии [16]. 
Кроме того, как показали наши расчеты, в ин-
тересующей нас области экрана наблюдения 
картины рассеяния лазерного пучка на плоском 
и двояковогнутом дисках мало отличаются друг 
от друга [21]. Полуоси эллипсов a и b считаем 
случайными величинами и определяем форму-
лами )1(0  aa , )1(0  bb . Здесь 0a  и

0b  – средние размеры полуосей,   – случайный 
параметр (параметр формы эритроцита), среднее 
значение которого полагаем равным нулю, 

0 . Характеристиками ансамбля эритроци-
тов являются величины

00 / bas  ,  2 ,  3 .         (1)

Здесь угловые скобки обозначают усреднение по 
ансамблю частиц. Эти величины характеризуют 
среднюю деформируемость (s), а также ширину 
(μ) и асимметрию (v) распределения эритроцитов 
по деформируемости. Задача теории заключается 
в том, чтобы связать параметры (1) с характери-
стиками дифракционной картины. 

Для решения этой задачи мы используем 
понятие линии изоинтенсивности (ЛИ). Так на-
зывают линию на экране наблюдения, на которой 
интенсивность рассеянного света постоянна. Мы 
рассматриваем ЛИ, лежащую на периферии цен-
трального максимума дифракционной картины и 
вводим следующие ее характеристики:

)0(4
1

20 I
If 


,  pp xyD / ,  )(/1 pp xRxC  , 

)(/2 pp yRyC  .

 
(2)

Здесь I – интенсивность света на данной ЛИ, 
I(0) – интенсивность центрального максимума 
дифракционной картины; xp, yp – координаты 
полярных точек ЛИ; R(xp), R(yp)  – радиусы 
кривизны ЛИ в полярных точках, β = − 0.4 – по-
стоянная величина (параметр функции Бесселя). 
Указанная область (периферия) дифракционной 
картины традиционно используется в лазерной 
эктацитометрии эритроцитов. Ее достоинство со-
стоит в высокой чувствительности формы линий 
изоинтенсивности к параметрам исследуемого 
образца крови. 

На рис. 1  показаны примеры дифракцион-
ной картины, линии изоинтенсивности, а также 
круги кривизны ЛИ в полярных точках.

Рис. 1. Дифракционная картина (а), линия изоинтенсивности (б) и круги кривизны линии изоинтенсивности 
в полярных точках (в)

Fig. 1. Diffraction pattern (a), isointensity line (b) and circles of curvature of the  isointensity line at polar points (c)

а/а б/b в/c

В работе [18] получено уравнение для формы 
линии изоинтенсивности. Это уравнение имеет вид

  .   (3))1)(1(5)1(32 22 HrHrH

))1(32)(1()1( 2222 HrrHrfr

Здесь  )21(0  ff  и  2cosH .  Поляр-
ные координаты r и   определяются форму-
лами

cosArx , sinBry ,              (4)
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0

1

ka
zqA , 

0

1

kb
zqB . В этих формулах x, y – декар-

товы координаты точки на экране наблюдения в 
системе координат, начало которой расположено 
в центре дифракционной картины; z – расстояние 
от измерительного объема до экрана наблюдения, 

 /2k  – волновое число, λ – длина световой 
волны, q1 = 3.82 – постоянная величина (параметр 
функции Бесселя). Уравнение (3) справедливо 
для слабо неоднородного ансамбля частиц, когда 
μ <<1 и  <<1, и для ограниченной части диф-
ракционной картины, лежащей на периферии 
центрального дифракционного максимума. Эта 
область определяется условием I /I (0)<<1. 

В работе [18] мы рассмотрели приближен-
ный вариант уравнения (3), пренебрегая в правой 
части этого уравнения слагаемыми, пропорци-
ональными величине )1( r . Это приближение 
применимо для узкой области на экране наблю-
дения, лежащей вблизи границы центрального 
дифракционного максимума. В данной работе 
мы проанализируем полное уравнение (3). Это 
позволит обобщить теорию на более широкую 
область дифракционной картины.

Используя соотношения [18] 
)0(Arxp , )2/(Bryp ,

2

2

1 dy
xd

x p
p , 2

2

2 dx
yd

yC p
p

и формулы (4), получим:

)0(
)2/(/

r
rsD ,

)0(
)0(11 r

rs ,
     
(5)

)2/(
)2/(1/2 r

rsC ,

где функция )(r  определяется уравнением (3). 
Представим это уравнение в виде

 01)1(22  VUrr ,            (6) 

где )21()1( 0   f  – постоянная величина, 
функции   UUU   и   VVV   
линейны по малым параметрам   и  , а три-
гонометрические функции  VVUU ,,,  опре-
деляются формулами

)53(
2
1 2  HU ,  )57(

2
1 2HHU  , 

34 2  HV ,  )1(8 2HHV  ,  2cosH . 
 (7)

Решение уравнения (6) можно представить 
в виде 

                                                    ,

где    RRR 1)( ,

 )2()1(2
2

1
0

0

  VfU
f

R ,

  VfU
f

R  )1(2
2

1
0

0

.    
(8)

Отсюда 
)21)(1(

)()(
0f

Rr , 

где   RRR   и

  VfU
f

R  )1(2
2

1
0

0

,

 
  VfU

f
R  )1(2

2
1

0
0

     .      
(9)

Используя формулы (7), получаем:                                                                                                                       
22112 HU , 2321572 HHU ,

22132 HV , 2323132 HHV .
Подставив эти выражения в формулы (5), полу-
чим:

   )0()2/()0()2/(1/   RRRRsD  ,

)0(
2
111 Rs , )2/(

2
11/2 RsC .   (10)

Соотношения (10) написаны в линейном по 
малым параметрам   и   приближении. Про-
цедура вывода дифрактометрических уравне-
ний показывает, что приближение применимо, 
если неоднородность ансамбля эритроцитов по 
деформируемости является достаточно слабой. 
Математически это условие можно выразить 
формулой

02
1 f ,                         (11)    

где параметры   и 0f  определены формулами 
(1), (2).

Используя формулы (10), получаем дифрак-
тометрические уравнения:

01/ qsD , 211 1 qqsC ,

 212 1/ qqsC ,              
(12)

где
00 /2 fq ,

0
1

28
f

q ,
0

2
816
f

q . (13)

Таким образом, поставленная задача решена. 
Уравнения (12), (13) связывают между собой 

)21)(1(
)()(

0f
Rr
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характеристики ансамбля эритроцитов (1) и па-
раметры дифракционной картины (2).

Алгоритм обработки данных

Решение уравнений (12) имеет вид [18]

1211 QqC
Qs


 ,   
1

1
2

1

1
2
1

q
sC

s
C

q






  , 

  





  sC

s
C

q 1
2

22
1 .                 

(14)

где
20 2/ qqq , )(2 2qCDQ .          (15)

Формулы (13)–(15) дают явное выражение 
искомых характеристик ансамбля эритроцитов (1) 
через экспериментально измеряемые параметры 
дифракционной картины (2).  Они математически 
выражают улучшенный алгоритм обработки дан-
ных для лазерной эктацитометрии эритроцитов.

Для проверки работы нового алгоритма мы 
провели численное моделирование рассеяния 
лазерного пучка на бимодальном ансамбле эри-
троцитов. Ансамбль представляет собой смесь 
недеформируемых и деформируемых эритроци-
тов, находящихся под определенным сдвиговым 
напряжением. Форма клеток первой компоненты 
ансамбля характеризуется числом 1s , второй 
компоненты – числом 2s , а доля клеток первого 
типа – числом p . На основе этих данных вы-
числяются характеристики ансамбля ,,s  по 
формулам  [18]    

21
2 ssMMs  , 2

2
2
1 )1(  pp  ,
3
2

3
1 )1(  pp  ,                 

(16)

где

)2/1()( 12 pssM , 21
2 ssMMs ,

    
ss
ss

1

1
1 ,

ss
ss

2

2
2 .            

(17)

Затем строится дифракционная картина по 
методике, описанной в работе [20], выбирается 
линия изоинтенсивности, соответствующая опре-
деленному числу 0f , и определяются параметры 
этой линии D , 1C , 2C . После этого числа ,,s  
вычисляются по формулам (13)–(15). Сравнивая 
результаты, полученные этими двумя способами, 
можно оценить точность работы алгоритма.

Приведем пример. Для условий
11s , 84.22s , 2.0p , 077.00f    (18)

мы получили 
23.2D , 92.01C , 86.22C .        (19)

Отсюда по формулам (13)–(15) нашли
s  2.44,  047.0 ,   −0.012.       (20)

Для этих же условий по формулам (16), (17) 
получили

s  2.35,  040.0 ,   −0.012.       (21)
Сравнение результатов (20) и (21) показыва-
ет, что алгоритм обработки данных (13)–(15) 
обеспечивает достаточно высокую точность 
измерений.

Обсуждение результатов

Оценивая качество нового алгоритма, целе-
сообразно сравнить получаемые с его помощью 
результаты с данными алгоритма, предложенного 
в работах  [17, 18]. Работа этого алгоритма опи-
сывается теми же формулами (14), (15), однако 
вместо (13) используется другой набор чисел, а 
именно

00 /2 fq ,
00

1 )1(
2

ff
q ,

(22)

00

0
2 )1(

)4(2
ff

f
q .

Сопоставление данных проведем на примере 
того же бимодального ансамбля, который опи-
сывается формулами (18). Подстановка чисел 
(18) в (22), (14), (15) приводит к следующему 
результату:

s  2.51,  073.0 ,    −0.016.       (23)
Сравнивая данные (20), (21) и (23), видим, что 
новый алгоритм обеспечивает более высокую 
точность измерений по сравнению с алгоритмом, 
предложенным в работах [17, 18].

Еще один пример показан на рис. 2. Здесь 
изображены зависимости параметра μ, характе-
ризующего разброс эритроцитов по деформиру-
емости, от относительной интенсивности света 
на линии изоинтенсивности. Эти зависимости 
построены путем анализа дифракционных 
картин для модельного (бимодального) ансамб-
ля эритроцитов, характеризуемого парамет-
рами

11 s ,   5.21 s ,   2.0p .         (24)

Сплошная линия на рис. 2 построена с ис-
пользованием формул (22). Линия, показанная 
пунктиром, – с использованием формул (13). 
Горизонтальная прямая показывает значение 
параметра μ, вычисленное по формулам (16), 
(17), (24). 

2
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Рис. 2. Параметр μ, характеризующий разброс эритро-
цитов по деформируемости, как функция относительной 
интенсивности рассеянного света на линии изоинтенсив-
ности. Кривые получены путем анализа дифракционной 
картины, построенной для модельного (бимодального) 
ансамбля эритроцитов. Сплошная линия построена с 
использованием формул (22). Линия, показанная пун-
ктиром, – с использованием формул (13). Горизонтальная 
прямая показывает значение параметра μ, вычисленное 

по формулам (16), (17), (24) 

Fig. 2. Parameter μ characterizing the spread of erythrocytes 
in deformability, as a function of the relative intensity of 
scattered light at the isointensity line. The curves were ob-
tained by analyzing the diffraction pattern constructed for the 
model (bimodal) ensemble of erythrocytes. The solid line is 
calculated using formulas (22). The dotted line is calculated 
using formulas (13). The horizontal line shows the value of 
the parameter μ, calculated from formulas (16), (17), (24)

Этот рисунок демонстрирует преимущество 
нового алгоритма обработки данных для линий 
изоинтенсивности, лежащих в широкой области 
дифракционной картины.  Увеличение ошибки 
измерений в области малых интенсивностей 
рассеянного света мы связываем с нарушением 
условия (11).

Заключение

В настоящей работе рассматривается про-
блема измерения деформируемости эритроцитов 
методом лазерной дифрактометрии в сдвиговом 
потоке (эктацитометрии). Проведен углублен-
ный теоретический анализ рассеяния лазерного 
пучка на неоднородном ансамбле частиц, мо-
делирующих эритроциты в сдвиговом потоке 
лазерного эктацитометра. Выведены новые 
дифрактометрические уравнения, которые свя-
зывают характеристики ансамбля эритроцитов 
с параметрами наблюдаемой дифракционной 
картины. Представлен новый алгоритм обра-
ботки данных, позволяющий измерять среднюю 
деформируемость, а также ширину и асиммет-

рию распределения эритроцитов по деформи-
руемости в исследуемом образце крови. Работа 
нового алгоритма проверена методом численного 
моделирования на примере бимодального по 
деформируемости ансамбля эритроцитов. По-
казано, что новый алгоритм обеспечивает более 
высокую точность измерения по сравнению с 
алгоритмом, разработанным нами ранее. 
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Background and Objectives: Red blood cells deliver oxygen to 
organs and tissues. In case of tropical malaria, blood anemia, diabetes 
mellitus and many other diseases, the cells become corrupted. These 
pathologies lead in altering deformability of the cells, i.e ability to 
change their shape under external forces. Precise measurement of 
cell’s deformability gives important medical information which helps 

to cure and monitor the most wide spread diseases more effectively. 
Thus, to improve the accuracy of modern techniques measuring the 
deformability of red blood cells is a task of great importance. The goal 
of this study is to enhance precision of laser diffractometry which is one 
of the basic tools for  analyzing  the deformability of red blood cells. 
Materials and Methods: The problem of measuring the deformability 
of red blood cells by laser diffraction in a shear flow (ektacytometry) is 
considered. Improved theoretical analysis of the laser beam scattering 
by inhomogeneous ensemble of particles mimicking red blood cells in 
a shear flow is performed. Results: New diffractometric equations 
establishing relations between characteristics of red blood cells and 
parameters of the diffraction pattern were derived. New data processing 
algorithm is presented for measuring the average deformability, as well 
as width and asymmetry of the erythrocyte deformability distribution. 
The numerical simulation of a bimodal ensemble of red blood cells was 
used for the algorithm verification. Conclusion: It has been shown that 
the new algorithm provides higher cells’s deformability measurement 
accuracy compared to the algorithm developed earlier. 
Key words: erythrocyte deformability, inhomogeneous ensemble, 
shear flow, laser ektacytometry, data processing algorithm.
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Введение

Голова и головной мозг в норме состоят из 
множества тканей, к которым прежде всего сле-
дует отнести кожу (скальп), кости черепа, твёр-
дую, паутинную и мягкую оболочки головного 
мозга; серое и белое вещества головного мозга 
[1]. Различают также эпидуральное, субдураль-
ное и субарахноидальное пространства. Эпи-

дуральное пространство располагается между 
костью черепа и твёрдой мозговой оболочкой. В 
норме оно отсутствует, так как в области свода 
и основания черепа твёрдая мозговая оболочка 
сращена с костью, однако сращение является 
рыхлым, что делает возможным образование 
эпидурального пространства при повреждении 
костей и ушибах. Субдуральное пространство 
располагается между твёрдой и паутинной 
мозговыми оболочками. Оно содержит неболь-
шое количество цереброспинальной жидкости 
(ликвора), которая предохраняет головной мозг 
от механических воздействий, обеспечивает 
поддержание постоянного внутричерепного 
давления и водно-электролитного баланса, под-
держивает трофические и обменные процессы 
между кровью и мозгом [2, 3]. Субарахноидаль-
ное пространство отделяет паутинную оболочку 
от мягкой и также содержит ликвор [2].

Внутричерепная гематома образуется в 
результате травмы или при разрыве сосудов го-
ловного мозга и представляет собой скопление 
крови в полости черепа [4]. По объёму крови 
выделяют гематомы: малых (до 50 мл), средних 
(50−150 мл) и больших объёмов (более 150 мл) 
[5, 6]. В зависимости от локализации гематомы 
подразделяются на эпидуральные, субдураль-
ные, внутримозговые и внутрижелудочковые. 
В работе [5] сообщается, что данные виды вну-
тричерепных гематом соотносятся по частоте 
возникновения следующим образом: 4 : 8 : 3 : 1.

Эпидуральная гематома представляет собой 
ограниченное скопление крови, располагающе-
еся между внутренней поверхностью костей 
черепа и твёрдой мозговой оболочкой, т. е. в 
эпидуральном пространстве. Согласно [7] эпи-
дуральные гематомы составляют 0.6–5.0% всех 
черепно-мозговых травм. В 73−75% случаев эти 
гематомы расположены в височной области. Как 
уже было отмечено, в норме твёрдая мозговая 
оболочка плотно прилежит к костям черепа и по 
линии швов сращена с ними, вследствие чего раз-
мер эпидуральных гематом ограничен и наиболее 
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часто составляет 60−80 мм в диаметре. Объём 
эпидуральной гематомы составляет 80−120 мл. 
Стоит отметить, что локальное скопление кро-
ви объёмом 30−50 мл приводит к компрессии 
головного мозга. При своевременной диагно-
стике и лечении летальность составляет 5−10%. 
Приблизительно у 20% пациентов эпидуральной 
гематоме сопутствует субдуральная [7]. Субду-
ральная гематома располагается между твёрдой 
мозговой оболочкой и поверхностью мозга и 
составляет 1−13% от всех черепно-мозговых 
травм. Объём субдуральных гематом может до-
стигать 250−300 мл, но чаще всего составляет 
80−150 мл. В 60% случаев гематомы имеют 
толщину 10−15 мм. В большинстве случаев при 
острой субдуральной гематоме необходимо экс-
тренное оперативное вмешательство: абсолют-
ным показанием к операции считают гематому 
толщиной более 10 мм. Летальность составляет 
50−90% [7].

В настоящее время известно множество 
методов диагностики внутричерепных гематом: 
рентгенография, ангиография, компьютерная 
томография, магнитно-резонансная томография 
и эхоэнцефалография [8−13]. Эти методы сложно 
отнести к экспресс-методам, так как они требуют 
доставки пациента в клинику, хотя очень часто 
от правильной и быстрой постановки диагноза 
именно на месте получения травмы, например 
при дорожно-транспортном происшествии, за-
висит судьба пациента.

Существуют оптические методы диагности-
ки внутричерепных гематом [14−16], основанные 
на способности тканей головы и головного мозга 
в норме и при гематоме по-разному ослаблять 
свет. Для зондирования используют свет ближ-
него инфракрасного диапазона (0.75−1.40 мкм).

В работе [14] обсуждаются ограничения, 
которые возникают при оптическом детектирова-
нии гематомы методом near infrared spectroscopy 
(NIRS). В качестве существенных ограничений 
этого метода приводятся малый динамический 
диапазон обнаружения, высокое поглощение 
света волосами, нестабильность оптического 
контакта, многослойность структуры головы 
и малую глубину обнаружения гематомы. Для 
решения этих проблем предложено использовать 
импульсный источник света, излучающий на дли-
не волны 0.805 мкм, и специальный зонд (elastic 
optical probe). В работе приводятся результаты из-
мерений на имитаторе (фантоме) и на животных.

Для экспресс-диагностики внутричерепных 
гематом разработан портативный прибор «In-

frascanner Model 2000» (InfraScan Inc., США) 
[15], в котором в качестве источника излуче-
ния используется лазер, работающий на длине 
волны 0.805 мкм, и приёмник этого излучения, 
контактирующий посредством оптического 
волновода с кожей головы и расположенный на 
расстоянии 30−40 мм от точки ввода излучения 
в ткани головы. Прибор сравнивает поглощение 
излучения на длине волны 0.805 мкм левого и 
правого полушарий мозга в четырёх различных 
зонах головы (лобная, височная, теменная и за-
тылочная). Поглощение излучения больше в том 
полушарии мозга, где находится гематома. В ходе 
клинических испытаний было выяснено, что 
прибор может выявить наличие внутричерепной 
гематомы с вероятностью 91%, но не позволяет 
определить параметры самой гематомы (объём, 
площадь, глубина залегания, форма гематомы, её 
точная локализация и т. д.), которые имеют важ-
ное диагностическое значение для дальнейших 
реанимационно-реабилитационных мероприятий 
[16]. Кроме того, «Infrascanner Model 2000» не-
посредственно контактирует с тканями головы, 
что существенно ограничивает его использова-
ние, так как в ряде случаев непосредственный 
контакт с головой пациента может нанести ему 
дополнительную травму. Таким образом, не-
смотря на существенный прогресс, разработка 
новых неконтактных оптических методов экс-
пресс-диагностики внутричерепных гематом 
остаётся весьма актуальной задачей.

В настоящей работе разработана оптическая 
модель тканей головы и головного мозга в норме и 
при внутричерепной гематоме, которая позволяет 
получить распределение интенсивности света на 
поверхности кожи головы на расстоянии, превы-
шающем размер пятна зондирующего лазерного 
излучения. Это распределение формируется 
фотонами, прошедшими внутрь головы и вернув-
шимися назад после рассеяния и поглощения её 
тканями с и без гематомы. В модели рассмотрена 
сочетанная эпидуральная и субдуральная гемато-
ма, занимающая пространство между внутренней 
поверхностью костей черепа и поверхностью 
мозга, как наиболее часто встречающаяся [5, 7]. 
В результате компьютерного моделирования 
получены распределения интенсивности света 
с длинами волн 0.730, 0.805 и 0.980 мкм на по-
верхности кожи головы в норме и при гематоме. 
Выбор длин волн обусловлен особенностями 
поглощения света кровью, из которой состоит 
гематома. Длина волны 0.730 мкм эффективнее 
поглощается ненасыщенной (с повышенным 
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содержанием гемоглобина) кислородом кро-
вью, длина волны 0.980 мкм – насыщенной (с 
повышенным содержанием оксигемоглобина) 
кислородом кровью, а длина волны 0.805 мкм 
соответствует изобестической точке крови. В 
результате расчётом будет определена длина вол-
ны, на которой присутствие гематомы наиболее 
существенно влияет на распределение. В работе 
также исследуется влияние толщины кожи голо-
вы (скальпа), кости черепа и толщины гематомы 
на величину разности мощности рассеянного 
назад лазерного излучения на поверхности кожи 
головы в норме и при гематоме.

1. Оптическая модель тканей головы 

     и головного мозга

Создание оптической модели всегда требует 
определённой аккуратности при выборе гео-
метрии и оптических свойств. Для построения 
оптической модели головы и головного мозга 
необходимо использовать наиболее значимые с 
точки зрения оптики ткани. В настоящее время 
известно несколько оптических моделей головы 
и головного мозга.

В работе [17] описаны две модели головы, 
состоящие из пяти слоёв: кожа, череп, ликвор, 
серое вещество и белое вещество. Первая модель 
выполнена в виде плоских блоков, а вторая по-
вторяет рельеф головного мозга, черепа и кожи. 
Лазерный источник с длиной волны зондиру-
ющего излучения 0.9 мкм располагается непо-
средственно на верхнем слое (коже). Приёмник 
излучения располагается на коже на расстоянии 
20, 25, 30 и 40 мм от источника. Авторы прихо-
дят к выводу, что модель в виде плоских блоков 
адекватно описывает распространение света 
в тканях головы.

В работе [18] описана модель головы, со-
стоящая из четырёх слоёв: скальп, череп, серое 
вещество и белое вещество.

В работе [19] рассматривают несколько 
моделей головы. Первая из них состоит из трёх 
слоёв: скальп/череп (объединены в один слой 
толщиной 12 мм), серое вещество (4 мм), белое 
вещество. Вторая модель отличается наличием 
четвёртого слоя (ликвор) толщиной 2 мм, лежа-
щего непосредственно под слоем скальп/череп. 
Две другие модели состоят из четырёх слоёв, 
но по-разному имитируют борозды головного 
мозга. Лазерный источник с длиной волны зон-
дирующего излучения 0.8 мкм и приёмник рас-
полагаются непосредственно на верхнем слое 
(скальп/череп). Отмечается, что при расстояниях 

источник-приёмник больших 15 мм слой спинно-
мозговой жидкости в модели необходим, так как 
излучение проходит на большие расстояния 
именно через него. Сложная геометрия борозд 
и границы между серым и белым веществом 
практически не влияет на распространение света.

В работе [20] рассмотрена оптическая мо-
дель головы, состоящая из трёх слоёв (скальп/
череп, серое вещество, белое вещество), изо-
гнутых с радиусом 90 мм. Толщина первого 
слоя изменяется дискретно: 7, 9, 11, 13 и 15 мм. 
Авторы используют десять приёмников излуче-
ния, отстоящих от источника на расстояние до 
50 мм. Используется длина волны зондирующего 
излучения 0.78 мкм.

В статье [21] описана модель головы с пло-
ской геометрией слоёв. Источниками зондирую-
щего излучения являются светодиоды с длинами 
волн 0.592, 0.660, 0.830 и 0.915 мкм. Диаметр 
зондирующего пучка был взят равным 3 мм, а 
сам пучок считался коллимированным. Авторы 
пришли к выводу, что использование зондиру-
ющего излучения с длиной волны 0.592 мкм 
нецелесообразно из-за сильного ослабления 
при распространении в биоткани, а для про-
ведения измерений на длине волны 0.660 мкм 
требуется большая мощность излучения, что 
может быть небезопасно.

В работе [22] описана компьютерная про-
цедура (code) для 3D расчёта распространения 
(миграции) фотонов в высокорассеивающих 
средах, в том числе в тканях головы. В работе 
отмечается, что совместное использование этой 
процедуры с другими методами визуализации 
(МРТ, рентгеновская томография и т. д.) по-
зволяет существенно повысить разрешающую 
способность диффузной оптической томографии. 
При расчётах авторы полагали, что для скальпа и 
черепа μs’(приведённый) = 1 мм-1, μa=0.04 мм-1; 
для ликвора μs’=0.01 мм-1, μa=0.001 мм-1; 
для серого/белого вещества головного мозга 
μs’=1.25 мм-1, μa=0.025 мм-1. В работе также 
отмечается, что для выполнения расчёта только 
в височной области 3D модели головы авторам 
потребовалось порядка десяти часов.

В работе [23] описан алгоритм, ускоряющий 
вычисления при Монте–Карло моделировании 
миграции фотонов в 3D мутных средах. Показа-
но, что при параллельных вычислениях можно 
увеличить скорость до 300 раз.

Работа [24] посвящена совместному in vivo 
использованию МРТ и NIRS. Показано, что для 
оптимального детектирования состояния тканей 



161Биофизика и медицинская физика

головного мозга источник и приёмник должны 
быть разнесены на 3.0−3.5 см. В работе отмеча-
ется, что этот метод может быть использован для 
детектирования травм головного мозга.

В работе [25] отмечается, что учёт особенно-
стей анатомии при оптическом детектировании 
и моделировании тканей головы NIRS методом 
крайне важен. Влияние продемонстрировано 
на примере фронтального синуса, состояние 
которого существенным образом влияет на про-
странственное распределение света в тканях 
головы вплоть до глубины 20−25 мм, на которой 
залегает серое вещество головного мозга.

В работе [26] описана четырёхслойная мо-
дель головы в норме и при гематоме. Модели-
рование выполнено на длинах волн 0.75, 0.85, 
0.95 и 1.05 мкм. Показано, что регистрация 
сигнала по времени позволяет повысить кон-
трастность. Однако описанный в этой работе 
метод (TD NIRS) требует использования пикосе-

кундных лазерных импульсов, что существенно 
усложняет аппаратную часть при практической 
реализации.

На основании материалов, представленных 
выше в настоящей работе, в программном пакете 
«TracePro Expert-7.0.1 Release» (Lambda Research 
Corp., США) была разработана оригинальная 
трёхмерная геометрическая и оптическая мо-
дель головы и головного мозга человека в норме 
(рис. 1, а) и при гематоме (рис. 1, б). Модель 
состоит из пяти плоских слоёв (ширина×длина: 
150 мм×150 мм): скальп (толщина от 0.5 
до 3.0 мм), череп (толщина от 1 до 10 мм), ликвор 
(толщина 2 мм), серое вещество (толщина 4 мм) 
и белое вещество (толщина 20 мм). Внутриче-
репная гематома малого и среднего объёма – 0.5, 
5, 25 и 50 мл – представлена в виде цилиндра 
диаметром 80 мм и высотой 0.1, 1, 5 и 10 мм со-
ответственно, имеющего оптические свойства 
цельной крови.

Рис. 1. Модель тканей головы и головного мозга в норме (а) и при гематоме (б) (h – толщина биоткани, d – диаметр 
лазерного пучка, ØPD – диаметр приёмника, ØH – диаметр гематомы, X – координатная ось)

Fig. 1. Model of the head (brain) tissues in norm (a) and in hematoma (b) (h – thickness of tissue, d – laser beam diameter, 
ØPD – sensor diameter, ØH –hematoma diameter, X – coordinate axis)

а/a б/b

Значения коэффициентов поглощения и 
рассеяния тканей головы были выбраны из 
представленных в работах [17−19, 21, 27−31], 
значения коэффициента преломления – в работах 
[18, 32−35], фактора анизотропии – в работах 
[18, 21, 30, 36]. Оптические характеристики 
гематомы соответствуют оптическим характери-
стикам цельной крови, которые представлены в 
работах [37−39].

Оптические характеристики тканей головы 
и гематомы, используемые при моделировании в 
настоящей работе, приведены в таблице.

Источник лазерного излучения был рас-
положен на расстоянии 1 м от первого слоя 
(скальпа), а его излучение представлено в виде 
коллимированного пучка диаметром 1 мм (см. 
рис. 1). Длины волн источника – 0.730, 0.805 и 
0.980 мкм. Мощность излучения источника на 
всех длинах волн была одинаковой и составляла 
10 мВт. Распределение энергии в пучке было 
равномерным. При моделировании использовано 
5∙109 лучей. В качестве фазовой функции была 
использована функция Хеньи–Гринштейна. По-
роговый вес фотона принимался равным 10-8.

А. В. Беликов и др. Численное моделирование методом Монте–Карло 
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Приёмник диаметром 80 мм располагался на 
поверхности скальпа и поглощал весь падающий 
на него свет (см. рис. 1). Для беспрепятственного 
прохождения излучения от источника к скальпу 
в центре приёмника было сделано отверстие 
(диафрагма) диаметром 14 мм, в центр которого 
перпендикулярно поверхности скальпа падал 
пучок от источника лазерного излучения. В про-
граммном пакете «TracePro Expert-7.0.1 Release» 
была использована возможность отображения 
распределения интенсивности света на приём-
ной площадке приёмника, которое было тожде-
ственно распределению на поверхности кожи 
(скальпа) головы.

Полученные в результате компьютерного 
моделирования распределения интенсивности 
рассеянного назад лазерного излучения на по-
верхности кожи головы с и без гематомы для раз-
ных толщин кожи (скальпа), кости черепа были 
использованы для расчёта (в пределах площади, 
ограниченной размером приёмной площадки 
приёмника) мощности излучения на поверхности 
кожи головы в норме (W1) и мощности излучения 
на поверхности кожи головы при гематоме (W2), 
а также для вычисления их разности ∆W.

2. Моделирование распространения

    лазерного излучения в оптической модели 

    тканей головы и головного мозга в норме 

    и при внутричерепной гематоме

На рис. 2, а − 4, а представлены распределе-
ния интенсивности рассеянного назад лазерного 
излучения на поверхности кожи (скальпа) головы 
в норме и при гематоме, полученные в результа-
те расчётов с использованием описанной выше 
оптической модели для источников с длинами 
волн 0.730, 0.805 и 0.980 мкм соответственно. 

Распределения представлены вдоль «координа-
ты X», которая проходит через точку падения 
лазерного излучения на поверхность скальпа. 
На рис. 2, б − 4, б представлены зависимости 
разности мощности рассеянного назад лазерно-
го излучения на поверхности головы в норме и 
при гематоме, характерные для перечисленных 
выше длин волн, от толщины кожи (скальпа) 
и кости черепа при толщине гематомы 10 мм. 
На этих графиках интенсивность I’ (отн. ед.) и 
∆W’ (отн. ед.) получены в результате деления 
текущих значений интенсивности и ∆W соот-
ветственно на максимальное значение интенсив-
ности для данной длины волны без гематомы и 
на значение ∆W на длине волны 0.805 мкм для 
толщины скальпа 2 мм, толщины черепа 1 мм и 
толщины гематомы 10 мм (при этих геометриче-
ских параметрах ∆W максимальна).

Следует отметить, что в результате распро-
странения в тканях головы интенсивность света 
существенно падает. В нашем случае интенсив-
ность регистрируемого на поверхности кожи го-
ловы рассеянного назад света в 106−108 раз ниже 
интенсивности света, падающего на поверхность 
скальпа от источника, что коррелирует с данны-
ми, представленными в работе [26]. Очевидно, 
что при таком ослаблении из 10 мВт падающей 
мощности поверхности скальпа достигнет только 
0.1−10.0 мкВт, что на практике, возможно, потре-
бует использования фотоэлектронного умножи-
теля или сверхчувствительных лавинных фото-
диодов для регистрации, а также наносекундных 
лазеров в качестве источника света.

Из представленных зависимостей следует, 
что внутричерепная гематома вносит суще-
ственные искажения в форму распределения 
интенсивности света на поверхности скальпа. 

Оптические характеристики тканей головы и гематомы на длинах волн 0.730/0.805/0.980 мкм
Optical properties of the head (brain) tissues and hematoma (wavelengths − 0.730/0.805/0.980 μm)

Ткань 
Tissue

Оптические характеристики / Optical properties

μa, mm-1 μs’ приведённый (reduced), mm-1 g n
Скальп 
Skin (scalp) 0.035/0.03/0.03 3.2/2.3/1.5 0.72 1.44/1.43/1.42

Череп 
Bone (skull) 0.015/0.01/0.02 2.3/1.7/1.2 0.89/0.9/0.9 1.56

Ликвор 
Liquor 0.001 0.01 0.999 1.39

Серое вещество 
Grey matter 0.07/0.025/0.08 2.7/2.5/2.5 0.9 1.36

Белое вещество 
White matter 0.03/0.005/0.04 9.0/8.0/7.0 0.82 1.38

Гематома 
Hematoma 0.1/0.3/0.7 3.4/2.5/2.0 0.99 1.39
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Рис. 3. Распределение интенсивности рассеянного назад лазерного излучения с длиной волны 0.805 мкм на поверхности 
кожи (скальпа) головы в норме и при гематоме (а) (толщина скальпа 2 мм, толщина черепа 5 мм, толщина гематомы 

10 мм) и зависимость ∆W’ от толщины кожи (скальпа) и кости черепа (б) при толщине гематомы 10 мм

Fig. 3. Backscattered laser light intensity distribution with a wavelength of 0.805 μm on the surface of the skin (scalp) in norm 
and in hematoma (a) (scalp thickness 2 mm, skull thickness 5 mm, hematoma thickness 10 mm) and the dependence of the ∆W' 

from the thickness of the skin (scalp) and the bones of the skull (b) (hematoma thickness 10 mm)

Рис. 2. Распределение интенсивности рассеянного назад лазерного излучения с длиной волны 0.730 мкм на поверхности 
кожи (скальпа) головы в норме и при гематоме (а)  (толщина скальпа 2 мм, толщина черепа 5 мм, толщина гематомы 

10 мм) и зависимость ∆W’ от толщины кожи (скальпа) и кости черепа (б) при толщине гематомы 10 мм

Fig. 2. Backscattered laser light intensity distribution with a wavelength of 0.730 μm on the surface of the skin (scalp) in norm 
and in hematoma (a) (scalp thickness 2 mm, skull thickness 5 mm, hematoma thickness 10 mm) and the dependence of the ∆W' 

from the thickness of the skin (scalp) and the bones of the skull (b) (hematoma thickness 10 mm)

а/a б/b

В норме на длинах волн 0.730 мкм и 0.805 мкм 
распределение имеет форму круга («круговая» 
структура), часть которого не показана, так как не 
попадает на приёмник. На длине волны 0.980 мкм 
в норме и на всех длинах волн при гематоме рас-
пределение в центре имеет форму круга, а по 
краям – форму кольца (максимумы на некотором 
расстоянии от точки воздействия) – «кольцевая» 
структура. Эта «кольцевая» структура может 

быть сформирована за счёт отражения (∆n = 0.17) 
и поглощения света в гематоме. Можно предпо-
ложить, что гематома выступает как своего рода 
поглощающий пространственный фильтр, т. е. 
поглощённые гематомой фотоны не достигают 
поверхности именно в этой её области, которая 
соответствует минимуму интенсивности в рас-
пределении. В этой связи чем толще гематома, 
тем сильнее эффект фильтрации и тем контрастнее 

а/a б/b

А. В. Беликов и др. Численное моделирование методом Монте–Карло 
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«кольцевая» структура. Максимумы этих колец 
смещаются от центра распределения (точки воз-
действия лазерного излучения) в зависимости 
от длины волны. На длине волны 0.730 мкм 
максимумы расположены на расстоянии 30 мм, 
на длине волны 0.805 мкм – на расстоянии 33 мм, 
на длине волны 0.980 мкм – на расстоянии 25 мм. 
Максимальное отличие в интенсивностях этих 
«кольцевых» максимумов в норме и при гемато-
ме наблюдается на длине волны 0.730 мкм. На 
основании представленных результатов можно 
заключить, что анализ распределения на длинах 
волн 0.730 мкм и 0.805 мкм может быть весь-
ма перспективным для экспресс-диагностики 
гематомы, так как появление в распределении 
«кольца» само по себе может служить сигналом 
о наличии гематомы.

Наибольшие отличия в «круговых» струк-
турах с и без гематомы наблюдаются на длине 
волны 0.805 мкм, для которой интенсивности 
этих сигналов вблизи диафрагмы различают на 
25%, в то время как на длине волны 0.980 мкм 
эта разница составляет 15%, а на длине волны 
0.730 мкм – 5%.

Похожую на представленную в настоящей 
работе «кольцевую» структуру в распределении 
интенсивности рассеянного назад излучения 
на поверхности скальпа получили авторы [26]. 
В этой работе показано, что при гематоме в рас-
пределении интенсивности рассеянного назад 
сигнала появляется пространственная модуляция, 

а глубина этой модуляции возрастает по мере 
увеличения объёма гематомы. Максимальный 
объём гематомы в работе [26] составил 7.7 мл, 
что практически на порядок меньше объёма 
гематомы (50 мл), результаты моделирования 
которой представлены на рис. 2−4 в настоящей ра-
боте. Следует отметить, что так же, как и авторы 
[26], мы наблюдали связь амплитуды модуляции 
с объёмом гематомы, а именно чем больше был 
этот объём, тем выше была глубина модуляции, 
которая при 50 мл выродилась в «кольцевую» 
структуру. Вместе с тем дополнительные расчёты 
показали, что на «кольцевую» структуру, кроме 
объёма, существенное влияние оказывает также 
форма гематомы. Если представить гематому в 
виде шара, то «кольцевая» структура исчезает. 
При попытке смещения места падения лазерного 
пучка относительно центра симметрии гематомы, 
представленной цилиндром, распределение на по-
верхности кожи головы становится несимметрич-
ным, и «кольцевая» структура сначала становится 
несимметричной, а в конечном итоге исчезает по 
мере удаления от границы гематомы. Следует 
обратить внимание на тот факт, что на рис. 2−4 
«кольцевая» структура смещена от центра распре-
деления к границе гематомы. Подобное поведение 
позволяет предположить, что эффект «кольцевой» 
структуру связан с вкладом границы гематомы, 
а именно образующей цилиндра. Этот вклад тем 
больше, чем толще гематома, а значит, тем больше 
её объём при постоянном диаметре.

а/a б/b
Рис. 4. Распределение интенсивности рассеянного назад лазерного излучения с длиной волны 0.980 мкм на поверхности 
кожи (скальпа) головы в норме и при гематоме (а) (толщина скальпа 2 мм, толщина черепа 5 мм, толщина гематомы 

10 мм) и зависимость ∆W’ от толщины кожи (скальпа) и кости черепа (б) при толщине гематомы 10 мм

Fig. 4. Backscattered laser light intensity distribution with a wavelength of 0.980 μm on the surface of the skin (scalp) in norm 
and in hematoma (a) (scalp thickness 2 mm, skull thickness 5 mm, hematoma thickness 10 mm) and the dependence of the ∆W' 

from the thickness of the skin (scalp) and the bones of the skull (b) (hematoma thickness 10 mm)
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Анализ мощности рассеянного назад сигна-
ла показывает, что она различается в норме и при 
гематоме. Наибольшее различие наблюдается 
на длине волны 0.805 мкм. Так, например, при 
толщине скальпа 2 мм и толщине черепа 5 мм 
мощность рассеянного назад сигнала на длине 
волны 0.805 мкм при гематоме толщиной 10 мм 
составляет 50% от мощности сигнала в норме. На 
длине волны 0.980 мкм в этом случае разница со-
ставляет 40%, а на длине волны 0.730 мкм – 10%.

Также следует обратить внимание на суще-
ственное влияние, которое оказывают толщины 
тканей головы на мощность рассеянного назад 
света. С ростом толщины скальпа и черепа мощ-
ность рассеянного назад сигнала уменьшается 
как в норме, так и при гематоме. На всех рассмо-
тренных длинах волн при этом изменение толщи-
ны скальпа оказывает более заметное влияние, 
чем изменение толщины черепа. Уменьшение 
мощности рассеянного назад сигнала в норме 
может быть связано с увеличением по мере уве-
личения толщины скальпа и черепа оптического 
хода лучей в них. Уменьшение при гематоме 
можно связать с тем, что при изменении толщины 
расположенных над ней тканей скальпа и черепа 
изменяется пространственное распределение 
падающих на гематому лучей, т. е. появляются 

лучи, падающие на гематому под такими углами, 
под которыми они более эффективно, чем при 
меньших толщинах кожи и черепа, поглощаются 
в гематоме. Скорость уменьшения мощности рас-
сеянного назад сигнала с ростом толщины кожи 
и черепа различается для тканей головы без и с 
гематомой. Однако, в конечном итоге, на всех 
рассмотренных длинах волн увеличение толщи-
ны скальпа и черепа приводит к уменьшению 
∆W’. Данный эффект может быть использован 
при диагностике глубины залегания гематомы, 
так как очевидно, что чем меньше ∆W’, тем 
глубже расположена гематома.

Полученный в результате расчётов массив 
данных о поведении интенсивности рассеянно-
го назад лазерного излучения на поверхности 
кожи головы в норме и при гематоме позволил 
построить зависимость относительной раз-
ности мощности рассеянного назад лазерного 
излучения на поверхности кожи головы в норме 
и при гематоме (∆W’’) от толщины гематомы. 
Данная зависимость при толщине скальпа 2 мм 
и толщине черепа 5 мм представлена на рис. 5. 
Величина ∆W’’ получена при делении текущего 
значения ∆W’ на максимальное значение ∆W’ 
для представленных выше толщин тканей головы 
на длине волны 0.805 мкм.

Рис. 5. Зависимость относительной разности ∆W’’ рассеянного назад лазерного 
излучения на поверхности кожи головы в норме и при гематоме от толщины 

гематомы (толщина скальпа 2 мм, толщина черепа 5 мм)

Fig. 5. The dependence of the ∆W'' from hematoma thickness (scalp thickness 2 mm, 
skull thickness 5 mm)

Видно, что наибольшая разность ∆W’’ на-
блюдается на длине волны 0.805 мкм, а наимень-
шая – на длине волны 0.730 мкм. Очевидно, это 

связано с более низким, чем на других длинах 
волн, поглощением черепом излучения на длине 
волны 0.805 мкм (μa=0.01 мм-1) и кровью излу-
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чения на длине волны 0.730 мкм (μa=0.1 мм-1). 
Следует также обратить внимание на нелиней-
ный характер представленной зависимости. 
На первоначальном участке, до тех пор, пока 
толщина гематомы не превысила 6±1 мм, раз-
ность ∆W’’ увеличивается с ростом толщины ге-
матомы. При дальнейшем возрастании толщины 
гематомы разность ∆W’’ перестаёт изменяться. 
На длинах волн 0.805 мкм и 0.980 мкм разность 
∆W’’ достигает 90% от максимального значения 
при толщине гематомы равной 2 мм, а на длине 
волны 0.730 мкм – при толщине 4 мм. Этот факт 
можно объяснить более высоким, чем на других 
длинах волн, рассеянием кровью излучения на 
длине волны 0.730 мкм (μs′=3.4 мм-1).

Представленные в настоящей работе резуль-
таты весьма близки к результатам работы [26], 
авторы которой использовали четырёхслойную 
модель и не разделяли серого и белого вещества 
головного мозга. Использование пятислойной 
модели, очевидно, позволяет точнее описать 
распространение света в тканях головного моз-
га, но, так как гематома практически полностью 
блокирует доступ света к тканям коры головного 
мозга, учёт особенностей её строения в рамках 
послойного моделирования представляется не 
столь необходимым, как учёт толщины скаль-
па, черепа и самой гематомы. Таким образом, 
отмеченная выше близость результатов моде-
лирования (корреляция формы и амплитуды 
пространственного распределения рассеянного 
назад сигнала на поверхности кожи в норме и при 
гематоме) очевидно показывает преемственность 
и позволяет надеяться на адекватность предло-
женной авторами настоящей работы пятислойной 
модели. Вместе с тем нет полного совпадения, 
так как в [26] моделирование выполнено на близ-
ких, но всё-таки отличных от использованных в 
настоящей работе длинах волн излучения.

К преимуществам анализа сигнала на длине 
волны 0.805 мкм по сравнению в другими, в том 
числе использованными в работе [26] длинами 
волн, кроме высокой чувствительности к при-
сутствию гематомы можно отнести её изобестич-
ность, которая исключает влияние на результаты 
измерений присутствия кислорода в крови. В 
работе [14] также в качестве источника света 
рекомендован светодиод, излучающий на длине 
волны 0.805 мкм (мощность 3.5 мВт), что ис-
ключает влияние на результаты детектирования 
гематомы насыщенности крови кислородом. 
Это обстоятельство весьма важно, так как при 
гематоме содержание кислорода в ней может 

существенно изменяться в течение времени. 
Использование лазерного, а не светодиодного 
излучения позволит повысить яркость, что в 
совокупности с возможностью генерации на-
носекундных импульсов может существенно 
упростить систему детектирования и повысить 
соотношение сигнал/шум в приёмном тракте.

Заключение

Разработана оптическая модель тканей го-
ловы и головного мозга в норме и при наличии 
гематомы. Модель состоит из пяти плоских 
слоёв. Сочетанная эпидуральная и субдуральная 
гематома малых и средних размеров смоделиро-
вана в виде цилиндра, полностью состоящего из 
крови. В результате компьютерного моделирова-
ния с использованием данной модели определено 
влияние толщины кожи головы (скальпа) и кости 
черепа на разность мощностей рассеянного назад 
лазерного излучения на поверхности кожи голо-
вы в норме и при наличии гематомы, а именно 
показано, что разность этих мощностей в норме 
и при наличии гематомы тем больше, чем ме ньше 
толщина кожи головы (скальпа) и кости черепа. 
Наибольшая для рассмотренных в работе длин 
волн разность мощности рассеянного назад ла-
зерного излучения на поверхности кожи головы 
в норме и при наличии гематомы наблюдалась на 
длине волны зондирующего лазерного излучения 
0.805 мкм. Установлено, что при увеличении 
толщины гематомы разность мощности рассеян-
ного назад лазерного излучения на поверхности 
кожи головы в норме и при наличии гематомы 
нелинейно увеличивается вплоть до достижения 
гематомой толщины 6±1 мм, а затем не изме-
няется. Показано, что в норме на длинах волн 
0.730 мкм и 0.805 мкм распределение интенсив-
ности рассеянного назад лазерного излучения на 
поверхности кожи головы имеет форму круга, на 
длине волны 0.980 мкм в норме и на всех длинах 
волн при гематоме распределение в центре имеет 
форму круга, а по краям – форму кольца.

Полученные результаты могут быть положе-
ны в основу нового неконтактного оптического 
метода экспресс-диагностики внутричерепной 
гематомы, заключающегося в фото- или виде-
орегистрациях распределения интенсивностей 
рассеянного назад лазерного излучения на по-
верхности кожи головы.
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Background and Objectives: Development of new optical methods 
of non-contact express diagnostics of intracranial hematoma remains 
an actual task. The development of optical model of the head in norm 
and in the presence of intracranial hematoma is the aim of the present 
study. Influence of the dimensions of the head tissues with and without 
hematoma on distribution of the backscattered laser radiation intensity 

is discussed. Materials and Methods: The optical model of the head 
and brain tissues in norm and in the presence of intracranial hematoma 
is developed. The computer simulations (Monte Carlo method) of the 
laser radiation propagation (wavelengths of 0.730 μm, 0.805 μm and 
0.980 μm) were performed with the help of the developed model. 
Results: In case of hematoma the “ring” structure of the backscat-
tered laser radiation intensity distribution is observed on the surface 
of the scalp. The influence of the skin thickness of the head (scalp), 
skull thickness and hematoma thickness on the difference in the 
power for backscattered laser radiation on the surface of the scalp 
in health and in the presence of hematoma is discussed. It is shown 
that this difference is maximal at the wavelength of laser radiation 
equal to 0.805 μm. The smaller thickness of the scalp and the bones 
of the skull the greater this difference. It is shown that this difference 
is maximal at the wavelength of laser radiation of 0.805 μm. The 
smaller the thickness of the skin of the head (scalp) and the bones of 
the skull the greater this difference. Conclusion: It was established 
that difference in the power of backscattered laser radiation on the 
surface of the scalp in health and in the presence of hematoma 
increases nonlinearly while increasing of the hematoma thickness.
Key words: optical model, absorption, scattering, laser radiation, 
hematoma, blood, skin, skull, grey matter, white matter.
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Бактериальная коллагеназа Clostridium histolyticum используется 
в современной медицине для лечения различных заболеваний. 
Важным ее свой ством является способность к биодеградации 
основного белка межклеточного матрикса – коллагена. Спек-
трально-оптические методы, такие как фотонно-корреляционная 
спектроскопия, позволяют исследовать растворы молекул кол-
лагена и коллагеназы в условиях, максимально приближенных к 
физиологическим. Моделировать различные процессы, протека-
ющие в организме человека, можно путем изменения различных 
параметров среды: температуры, рН раствора, тип растворителя 
и добавок активаторов/ингибиторов фермента. На основе зави-
симости коэффициента трансляционной диффузии от pH среды, 
полученной методом динамического рассеяния света, опреде-
лена изоэлектрическая точка бактериальной коллагеназы CHC 
(Сlostridium histolyticum) типа IA (pI 6.0). Показано, что добавле-
ние в водный раствор бактериальной коллагеназы СНС хлорида 
кальция приводит к увеличению подвижности молекул фермента. 
Изучены временные зависимости коэффициента трансляционной 
диффузии и гидродинамического радиуса в растворах на основе 
смеси коллагена и коллагеназы в Tris-HCl буфере без добавок и с 
добавлением активатора – хлорида кальция. Из полученных дан-
ных следует, что добавление ионов кальция к растворам приводит 
к увеличению скорости биодеградации коллагена почти в 2 раза. 
Ключевые слова: коллаген I типа, бактериальная коллагеназа, 
хлорид кальция, активатор, биодеградация, динамическое рас-
сеяние света.

DOI: 10.18500/1817-3020-2017-17-3-171-178

Введение

Препараты на основе ферментов использу-
ются в разных областях современной медицины: 
в хирургии, гинекологии, отоларингологии, 
офтальмологии, а также в дерматологии и кос-
метологии. Одним из таких ферментов является 
бактериальная коллагеназа, вырабатываемая 
некоторыми микроорганизмами, например, 
Clostridium histolyticum СНС (возбудитель 
газовой  гангрены). 

Бактериальная коллагеназа CHC использу-
ется в клинической практике: для удаления не-
кротических тканей из ран на микроскопическом 
уровне, лечения заболеваний  глаз в офтальмоло-
гии, ускорения рассасывания швов из кетгута и 
расщепления переродившейся рубцовой ткани 
сухожилий при болезни Дюпюитрена [1, 2].

Важным свой ством коллагеназы является ее 
способность к биодеградации основного белка 
межклеточного матрикса – коллагена. Бактери-
альная коллагеназа может расщеплять почти все 
типы коллагенов и способна разрушать не только 
пептидную цепь белка, но и многочисленные 
связи внутри трой ных спиралей  молекулы [3].

Структурные изменения коллагеновых фи-
брилл под воздей ствием коллагеназы с течением 
времени хорошо исследованы с помощью микро-
скопии, а также определена скорость деградации 
белка [4]. Полученные результаты наглядно 
демонстрируют процесс расщепления коллагено-
вых волокон и позволяют количественно оценить 
скорость изменения диаметра коллагеновых 
фибрилл, однако плохо согласуются с результа-
тами, полученными в условиях, приближенных 
к физиологическим [4]. 

Поскольку расщепление коллагена под 
действием фермента коллагеназы в растворах 
происходит в среднем за 60 мин, метод фотонно-
корреляционной спектроскопии позволяет от-
слеживать динамику данного процесса в режиме 
реального времени. Моделировать различные 
процессы, протекающие в организме человека, 
можно путем изменения параметров среды: 
температуры, рН раствора, типа растворителя 
и добавок активаторов/ингибиторов фермента.
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В данной работе с помощью метода динами-
ческого рассеяния света исследовались растворы 
коллагена I типа и бактериальной коллагеназы 
СНС типа IA с добавлением активатора хлорида 
кальция. Метод фотонно-корреляционной спек-
троскопии позволяет определять автокорреля-
ционную функцию флуктуаций интенсивности 
рассеянного света, а при дальнейшей обработке 
получить распределения размеров частиц Rh или 
распределения коэффициентов трансляционной 
диффузии Dt.

1. Метод фотонно-корреляционной 

     спектроскопии

Молекулярные движения макромолекул 
белков под воздействием тепловой энергии 
определяют динамику флуктуаций интенсивно-
сти рассеянного света в исследуемых системах. 
Эти движения представляют собой комбинацию 
трансляционной и вращательной диффузий, 
характер которых зависит от эффективных раз-
меров и формы рассеивающих макромолекул, 
а также от их межмолекулярного электроста-
тического взаимодействия, обусловленного 
величиной и характером пространственного рас-
пределения зарядовых центров на поверхности 
молекулы [5, 6].

Метод фотонно-корреляционной спектро-
скопии, известный также как метод динамиче-
ского рассеяния света, позволяет определять 
автокорреляционную функцию флуктуаций ин-
тенсивности рассеянного света. При дальнейшей 
обработке становится возможным получение рас-
пределения размеров частиц или распределения 
коэффициентов трансляционной диффузии.

Флуктуации интенсивности рассеянного све-
та возникают из-за неоднородности диэлектри-
ческой проницаемости среды. В жидкости они 
напрямую связаны с флуктуациями локальной 
концентрации частиц, обусловленными броунов-
ским движением макромолекул.

В простейшем случае раствора, содержаще-
го невзаимодействующие сферические частицы 
одного размера, спектр мощности фототока 
представляет собой кривую Лоренца [6] с полу-
шириной Г, а корреляционная функция интен-
сивности – экспоненту с временем релаксации 
τрел=1/Г:

.               (1)
Коэффициент Г связан с физическими па-

раметрами среды и условиями эксперимента 
следующим образом: 

,                         (2)

,            (3)

,                      (4)

где Dt – коэффициент трансляционной диффу-
зии частиц, ki – волновой вектор падающего 
излучения, ks – волновой вектор рассеянного 
излучения, n – показатель преломления среды, 
λ – длина волны рассеянного излучения, θ – угол 
рассеяния, T – абсолютная температура среды, 
K – постоянная Больцмана, η – вязкость раствора, 
Rh – гидродинамический радиус частицы.

В случае полидисперсных растворов, когда 
размеры частиц различаются, спектр фототока 
представляет собой непрерывное множество 
(интеграл) кривых Лоренца с разными полу-
ширинами. Следовательно, для нахождения рас-
пределения частиц по размерам (коэффициентам 
диффузии) необходимо решать обратную спек-
тральную задачу в виде интегрального уравнения 
с лоренцевым ядром.

,        (5)

,            (6)

где g(1)(t) – нормированная автокорреляцион-
ная функция сигнала, а g(2)(t) – нормированная 
автокорреляционная функция интенсивности, 
ζ(t) – ошибка, связанная со стохастической при-
родой самого сигнала [6].

Если пренебречь влиянием постоянного 
экспериментального шума ζ(t) уравнение (5), 
известное как соотношение Зигерта, позволит 
вычислить g(1)(t) через g(2)(t), накапливаемую 
коррелятором во время эксперимента.

Интегральное уравнение (6) формирует 
основной принцип обработки данных в фотонно-
корреляционной спектроскопии. В проводимых 
экспериментах обработка результатов произво-
дилась с помощью программного обеспечения 
DYNALS (Израиль, SoftScientifi c), в котором 
поиск приближенного решения уравнения (6) 
осуществляется с помощью метода регуляриза-
ции А. Н. Тихонова для интегральных уравнений.

2. Исследуемые вещества

2.1. Коллаген
Коллаген играет важную роль в эволюции 

сложных организмов, формируя прочный нерас-
творимый каркас [7]. Это основной структурный 
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белок межклеточного матрикса. Он составляет от 
25 до 33% общего количества белка в организме, 
т.е. около 6% массы тела. Название «коллаген» 
объединяет семейство близкородственных фи-
бриллярных белков, которые являются основным 
белковым элементом кожи, костей, сухожилий, 
хряща, кровеносных сосудов, зубов. В разных 
тканях преобладают разные типы коллагена, а 
это, в свою очередь, определяется той ролью, 
которую он играет в конкретном органе или 
ткани [8].

В настоящее время известно 19 типов колла-
гена, которые отличаются друг от друга по пер-
вичной структуре пептидных цепей, функциям и 
локализации в организме. Наиболее распростра-
нен коллаген I типа. Его структура представляет 
собой три левозакрученных альфа-полипептида, 
свернутые в тройную правозакрученную спи-
раль, стабилизированную водородными связями 
(между цепочками и внутри цепочек) [9].

В данной работе использовался коллаген 
I типа из кожи теленка производства компании 
Sigma-Aldrich (США). Молекулярная масса бел-
ка около 300 кДа, длина молекулы составляет 
300 нм. 

Как и любой белок, коллаген функционирует 
в организме определенное время. Его относят 
к медленно обменивающимся белкам (Т1/2 со-
ставляет недели или месяцы). Разрушение кол-
лагеновых волокон осуществляется активными 
формами кислорода или ферментативно (гидро-
литически) [8].

Нативный коллаген не гидролизуется обыч-
ными пептидгидролазами. Основной фермент его 
катаболизма – коллагеназа, которая расщепляет 
пептидные связи в определенных участках мо-
лекулы. 

2.2. Коллагеназа
Известны два типа коллагеназ: тканевая и 

бактериальная. Тканевая коллагеназа присутству-
ет у человека в различных органах и тканях. Она 
обладает высокой специфичностью, перерезает 
тройную спираль коллагена в определенном 
месте, примерно на 1/4 расстояния от С-конца, 
между остатками глицина и лейцина или изо-
лейцина [8].

Образующиеся фрагменты коллагена раство-
римы в воде. При температуре тела они спонтан-
но денатурируют и становятся доступными для 
действия других протеолитических ферментов. 

Бактериальные коллагеназы менее изби-
рательны и расщепляют от 150 до 200 связей 
в каждой полипептидной цепи коллагена. Они 

гидролизуют неполярные участки молекулы бел-
ка, разрывая связь Х-Гли в последовательности 
-R-Про-X-Гли (Х – нейтральная аминокислота) 
(рис. 1).

Рис. 1. Принцип действия бактериальной 
коллагеназы на коллаген 

Fig. 1. The action of bacterial collagenase 
on collagen

Бактериальная коллагеназа не демонстри-
рует выраженного снижения ферментной ак-
тивности и является наиболее подходящей для 
длительных экспериментов [10]. 

В настоящее время известно 7 форм колла-
геназы, синтезируемой возбудителем газовой 
гангрены Clostridium Hystolyticum. Молярные 
массы коллагеназ СНС варьируются от 68 до 
130 кДа. Изоэлектрическая точка находится в 
интервале pH 5.4–6.5 [11]. Активаторами колла-
геназы являются ионы кальция и цинка [12, 13]. 
Zn2+ отвечает за активацию амидной группы 
фермента, а Ca2+ – за формирование третичной 
структуры молекулы [14].

В данной работе использовалась бактериаль-
ная коллагеназа типа IA производства компании 
Sigma-Aldrich, синтезируемая возбудителем 
газовой гангрены Clostridium histolyticum (мо-
лекулярная масса 79 кДа).

3. Приготовление образцов

Для измерения pH-зависимостей исполь-
зовался водный раствор коллагеназы с концен-
трацией 0.2 мг/мл. Необходимое значение рН 
раствора достигалось путем добавления кислоты 
HCl или щелочи KOH.

Для исследования растворов на основе смеси 
коллагена и коллагеназы использовался буфер 
Tris-HCl (10−2 М, pH 7.0). Концентрация коллаге-
на в растворе составляла 0,1 мг/мл, концентрация 
коллагеназы – 0.2 мг/мл. Ионная сила раствора 
при добавлении хлорида кальция – 0.03 моль/л. 

Все образцы перед измерениями обрабаты-
вались в ультразвуковой ванне с частотой 30 кГц 
в течение 1 мин.

Эксперименты проводились на оптической 
установке «Photocor-Complex» с диодным лазе-

Место расщепления
Place of cleavage
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ром с длиной волны 647 нм и мощностью 25 мВт. 
Температура в кювете с исследуемым раствором 
поддерживалась на уровне 30°С при помощи 
встроенного в прибор термостата [15]. 

4. Экспериментальные результаты

С помощью метода динамического рас-
сеяния света были получены зависимости 
коэффициента трансляционной диффузии рас-
сеивающих частиц Dt от pH в водных растворах 
коллагеназы (рис. 2). 

Известно, что коэффициент трансляционной 
диффузии Dt линейно зависит от коэффициента 
межмолекулярного взаимодействия B [16]:

.          (7)
Коэффициент взаимодействия меняется с 

ростом суммарного заряда на белке по параболи-
ческому закону (эффект Доннана) с минимумом 
в изоэлектрической точке [17]. Таким образом, из 
полученных данных следует, что изоэлектриче-
ская точка для коллагеназы типа IA, синтезируе-
мой Clostridium histolyticum, приходится на pH 6.0.

Рис. 2. Зависимость коэффициента трансляционной диффузии рассеиваю-
щих частиц Dt от pH в водных растворах коллагеназы (аппроксимирующая 

функция вида y=B1·x+B2·x2) 

Fig. 2. Dependence of translational diffusion coeffi cient of scattering particles 
Dt on pH in water solutions of collagenase (approximating function of the form 

y=B1·x+B2·x2)

pH

С помощью метода динамического рассе-
яния света были проведены эксперименты по 
измерению коэффициента трансляционной диф-
фузии молекул коллагеназы в водных растворах 
при добавлении активатора CaCl2 (рис. 3).

Из рис. 3 видно, что с увеличением кон-
центрации хлорида кальция в водном растворе 
коэффициент трансляционной диффузии рас-
сеивающих частиц возрастает (подвижность 
молекул растет).

Также были получены временные зависи-
мости коэффициента трансляционной диффузии 
Dt рассеивающих частиц в растворах на основе 
смеси коллагена и коллагеназы в Tris-HCl буфере 

без добавок (рис. 4, 1) и с добавлением актива-
тора хлорида кальция (рис. 4, 2).

Значение коэффициента трансляционной 
диффузии в чистом Tris-HCl растворе колла-
гена и коллагеназы увеличилось за 60 мин с 
(1.5 ± 0.2)∙10−8 до (4.6 ± 0.5)∙10−8см2/c и далее 
практически не менялось. При добавлении в 
раствор хлорида кальция значение Dt в течение 
первых 30 мин изменилось с (1.6 ± 0.2)∙10−8 до 
(14.0±2.1)∙10−8 см2/c, после чего его рост за-
медлился.

С помощью программы DYNALS были 
рассчитаны зависимости гидродинамического 
радиуса Rh рассеивающих частиц от времени 

D
t ∙1
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8 ,

 c
m
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Рис. 3. График зависимости коэффициента трансляционной диффузии Dt от концентрации 
активатора CaCl2 в водных растворах коллагеназы

Fig. 3. Dependence of translational diffusion coeffi cient Dt оn CaCl2 activator concentration 
in water solutions of collagenase

Рис. 4. Временная зависимость коэффициента трансляционной диффузии Dt для растворов 
на основе смеси коллагена и коллагеназы в Tris-HCl буфере без добавок (1) и с добавле-

нием хлорида кальция (2)

Fig. 4. Translation diffusion coeffi cient (Dt) on time dependencies of scattering particles 
in “collagen+collagenase” Tris-HCl buffer solutions (1) and with added CaCl2 (2)

c, mg/ml

t, min

для растворов смеси коллагена и коллагеназы в 
Tris-HCl без добавок (рис. 5, 1) и с добавлением 
хлорида кальция (рис. 5, 2).

Из рис. 5 видно, что размер рассеивающих 
частиц уменьшается со временем в обоих слу-
чаях. Значение гидродинамического радиуса 
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для растворов на основе смеси коллагена и 
коллагеназы в Tris-HCl буфере без добавок из-
менилось за 30 мин от 200 ± 25 до 110 ± 15 нм, а 
с добавлением активатора хлорида кальция – от 
180 ± 20 до 27 ± 3 нм. 

Наиболее интенсивное расщепление мо-
лекул коллагена происходит в течение первых 
30 мин при добавлении в растворы ионов каль-
ция (рис. 4, 2 и рис. 5, 2). В данном случае ионы 
Ca2+ включаются в активный центр фермента 
и обеспечивают конформацию, необходимую 
для связывания с пептидной цепью белка, что 
приводит к увеличению скорости расщепления 
коллагена [12].

Результаты и выводы

Полученные результаты дают возможность 
сделать вывод о том, что для бактериальной кол-
лагеназы CHC типа IA зависимость коэффициен-
та трансляционной диффузии от рН среды имеет 
нелинейный вид (близкий к параболическому) и 
достигает минимального значения в изоэлектри-
ческой точке (pH 6.0). 

Активация бактериальной коллагеназы СНС 
в водном растворе хлоридом кальция приводит 
к увеличению подвижности молекул фермента. 

Показана возможность применения метода 
динамического рассеяния света для определения 

скорости биодеградации коллагена под воздей-
ствием коллагеназы в режиме реального времени 
в растворах. При добавлении хлорида кальция 
основное расщепление коллагеновых волокон 
происходит в течение первых 30 мин, в то время 
как в чистом растворе (без активатора) - в течение 
первых 60 мин (скорость увеличивается в 2 раза).
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Background and Objectives: Bacterial collagenase from Closr-
tidium histolyticum is widely used as a clinical tool in the nonsurgical 
treatment of Dupuytren’s disease in eye’s disorders treatment, for
enzymatic debridement, for accelerated resorption of catgut sutures. 
Collagenase main feature is its ability to digest key protein of the 
animal extracellular matrix – collagen. Dynamic Light Scattering (DLS) 
technique allows for investigation of collagen and collagenase solu-
tions in conditions close to physiological. Varying the solution parame-
ters (pH, temperature, solvent type) and adding activators or inhibitors 
of collagenase one can simulate the processes in living organisms. 
Materials and Methods: DLS method enables one to assess the 
translation diffusion coefficient of particles in solutions by analyzing 
the characteristic time of scattered light intensity fluctuations. Experi-
ments were carried out using the photon-correlation spectrometer 
Photocor-Complex with diode laser (wavelength 647 nm, power 
25 mW). Collagen type I from calf skin and Bacterial collagenase 
from Clostridium histolyticum type IA produced by Sigma-Aldrich 
were used. Results: Using the DLS method we have experimen-
tally obtained: dependence of the translation diffusion coefficient 
dependence on pH in collagenase water solutions (pI 6.0), translation 
diffusion coefficient on time dependencies of scattering particles in 
“collagen+collagenase” Tris-HCl buffer solution without additives 
and with addition of CaCl2. Conclusion: DLS enables us to moni-
tor the dynamics of collagen biodegradation in real time. Different 
phy siological states can be simulated for in-vitro investigation by 
varying temperature, solution formula and collagen-collagenase ratio.
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Объект исследования. Растворы бычьего сывороточного 
альбумина (БСА) и его агрегаты. Цель работы. Исследова-
ние структурных изменений молекул альбумина с помощью 
оптических и рентгеновских методик при их гликировании и 
термической денатурации, во время которых белок проходит 
через схожие интермедиаты. Исследование проведено для 
раствора БСА при рН 3 и рН 7.4. Использованные мето-

ды и подходы. Метод стационарной и время-разрешенной 
флуоресцентной спектроскопии, а также метод малоуглового 
рентгеновского рассеяния (МУРР). Основные результаты. 

Показано, что положение максимума и время затухания трип-
тофановой флуоресценции чувствительны к конформацион-
ным перестройкам белка при инкубации при 65°C при pH 7.4. 
Обнаружено, что при гликировании значительным образом 
растет доступность гидрофобных сайтов связывания зонда 
Нильский красный. В результате термической денатурации 
БСА при pH 3 изменений вышеуказанных параметров не на-
блюдалось, однако методом МУРР для данной системы была 
обнаружена агрегация белка уже при температуре 25°C. Даль-
нейшая инкубация образца при температуре 65°C не приводит 
к изменению параметров окружения триптофановых остатков 
в белке и появлению/увеличению доступности гидрофобных 
сайтов связывания. Показано, что, несмотря на схожие про-
межуточные состояния, которые проходят рассматриваемые 
системы, структурные перестройки белка различны для гли-
кированного и термически денатурированного/агрегирован-
ного альбумина.
Ключевые слова: гликирование, альбумин, термическая 
денатурация, конформация, расплавленная глобула, флуо-
ресцентный зонд Нильский красный, тиофлавин Т, конечные 

продукты гликирования, π-stacking, фибриллы, патологиче-
ские состояния, социально значимые заболевания, флуо-
ресцентная спектроскопия, малоугловое рентгеновское рас-
сеяние. 

DOI: 10.18500/1817-3020-2017-17-3-179-190

Введение

Гликирование белков, в частности, основного 
транспортного белка плазмы крови – альбуми-
на, является одним из центральных эффектов, 
лежащих в основе цепочки взаимосвязанных 
молекулярных процессов, сопутствующих раз-
личным социально значимым заболеваниям [1–3]. 
Функциональные свойства альбумина зависят 
от его конформации, нарушение которой может 
привести к потере им транспортных свойств [4]. 
В процессе гликирования происходит образование 
комплексов между свободными аминогруппами 
белка и глюкозой, при этом формируются конеч-
ные продукты гликирования. Данный процесс 
сопровождается необратимой структурной пере-
стройкой молекулы, что также может изменить 
функции белков [5]. В организме здоровых людей 
скорость данной реакции настолько мала, что её 
продукты успевают удаляться. Однако при боль-
ших концентрациях глюкозы у больных диабетом 
реакция значительно ускоряется, продукты нака-
пливаются и способны вызвать многочисленные 
нарушения функциональных свойств органов и 
тканей [6]. Более того, было показано, что у боль-
ных сахарным диабетом уровень гликированного 
альбумина увеличивается на 6–10% до 20–30% [7].

Наличие конечных продуктов гликирования 
в организме человека влечет за собой образова-
ние сшивок между белками с их последующей 
агрегацией [8]. В результате данного процесса 
возможно образование фибриллярных структур 
[9]. Фибриллы представляют собой нитевидные 
белковые агрегаты с продольными характерными 
размерами от сотен нанометров до микрометров 
[10], при этом они могут накапливаться в органах 
и тканях, приводя к их повреждению или дис-
функции [11].
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В связи с этим актуальным является ис-
следование биохимических и биофизических 
процессов, сопутствующих гликированию. С 
точки зрения биомедицины наиболее интересной 
задачей является развитие экспрессных методов 
индикации патологических процессов, связан-
ных с гликированием белков, для диагностики 
заболевания, в том числе на ранних его стадиях. 

Известно, что в результате действия различ-
ных внешних факторов может начаться процесс 
денатурации белков. Например, при значитель-
ном изменении pH среды при pH < 2 и pH > 11 
происходит заметное разворачивание молекулы 
[12]. Также широко изучена денатурация под дей-
ствием температуры [13] и в результате связыва-
ния молекулы белка с различными ингибиторами 
[14]. В работе [15] рассматривается вероятность 

конформационных перестроек альбумина на всех 
уровнях структурной организации белка при 
взаимодействии с поверхностью наноалмазов. 
Под действием различных внешних факторов с 
белками может происходить несколько разных 
процессов, в том числе агрегация [16], влекущая 
за собой образование токсичных высокомолеку-
лярных структур. Было показано, что формиро-
вание фибрилл возможно в результате различных 
цепочек молекулярных процессов [12, 16, 17]. 
При этом вторичная структура белков изменя-
ется принципиальным образом: увеличивается 
содержание β-структур, что является первым 
шагом для роста упорядоченных агрегатов [18]. 
Известно, например, что при pH 3 альбумин 
переходит в состояние расплавленной глобулы 
(рис. 1). 

Рис. 1. Схематическое представление образования фибрилл из нативного 
белка при гликировании и при его термической денатурации

Fig. 1. Scheme of the fi brils formation from native protein during glycation and 
thermal denaturation

При дальнейшей инкубации альбумина при 
65°C происходит процесс термической денату-
рации белка (см. рис. 1). Результатом данного 
процесса является образования фибрилл [19]. 
В рамках данного исследования была постав-
лена задача выявить особенности проявления 
конформационных изменений альбумина при 
гликировании и его термической денатурации 
методами флуоресцентной, абсорбционной 
спектроскопии и малоуглового рентгеновского 
рассеяния.  Данные два процесса (гликирование 
и термическая денатурация) сравнивались, так 
как имеют одинаковые стадии конформационных 
изменений белка (нативный белок, состояние 
расплавленной глобулы, фибриллы).

В качестве подзадачи ставилось сравнение 
термической денатурации при pH 3 и при pH 7. 
Это было сделано для исследования структурных 
изменений в системах, проходящих различные 
интермедиаты, и для выявления чувствительно-
сти используемых методик при детектировании 
состояния расплавленной глобулы.

Материалы и методы

Приготовление образцов
В работе использовались растворимый бы-

чий сывороточный альбумин (БСА, код A1887 в 
каталоге Sigma, Германия) и глюкоза. Для при-
готовления растворов применялась бидистилли-
рованная вода. 
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Образцы для экспериментов по гликиро-
ванию готовились следующим образом: в бу-
ферный раствор Tris-HCl («РЕНАМ», Россия) с 
pH 7.4 добавлялись белок БСА с концентрацией 
[БСА] = 5·10-6 М и глюкоза с концентрацией 
[Glu] = 50 мM. Также готовился образец сравне-
ния без глюкозы. Затем образцы фильтровались 
с помощью фильтров фирмы Millipore с разме-
ром пор 0.2 мкм. Образцы хранились в течение 
18 дней в термостате при температуре 37°С. Об-
разцы готовились при pH 7.4.

В работе также использовались флуорес-
центный зонд Нильский красный (код 298395 
из каталога Sigma, Германия) с концентрацией 
[NR] = 9·10-7 М и флуоресцентный зонд тиоф-
лавин T (ThT) (код T3516 из каталога Sigma, 
Германия) c концентрацией [ThT] = 2·10-6 M. 

Образцы для экспериментов по термической 
денатурации готовились следующим образом: 
использовалось два буферных раствора для при-
готовления образцов с pH 7.4 и 3 – буферный 
раствор Tris-HCl с концентрацией 50 мM (pH 7.4) 
и буферный ацетатный раствор с концентрацией 
50 мМ (pH 3) («AppliChem», Германия). В данные 
буферные растворы добавлялись белок БСА с 
концентрацией [БСА] = 5·10-6 М и зонд Нильский 
красный с концентрацией [NR] = 9·10-7 М. После 
этого образцы инкубировались при температуре 
65°С в течение 24 часов. При этом температура 
образцов контролировалась термопарой. 

Абсорбционная спектроскопия
Спектры поглощения были получены с по-

мощью спектрофотометра Lambda 25 («Perkin 
Elmer», США) с возможностью оптических из-
мерений в диапазоне 200–900 нм с разрешением 
0.5 нм. Ошибка измерения прибора составляла ме-
нее 0.5%. Измерения производились в кварцевой 
кювете с длиной оптического пути 1 см и объемом 
образца 4 мл при постоянном перемешивании.

Стационарная флуориметрия
Спектры флуоресценции были получены с 

использованием спектрофлуориметра FluoroMax-4 
фирмы Horiba Jobin-Yvon (Япония) с возмож-
ностью флуоресцентных измерений растворов 
в диапазоне 250–900 нм с разрешением 0.5 нм, 
источником излучения в данном приборе служит 
ксеноновая лампа мощностью 150 Вт. Ошибка из-
мерения прибора для одного образца составляла 
менее 0.5%. Измерения производились в кварцевой 
кювете с длиной оптического пути 1 см и объемом 
образца 4 мл при постоянном перемешивании.

Время-разрешенная флуоресцентная 
спектроскопия
Для измерения кинетики затухания флуорес-

ценции исследуемых растворов был использован 
несерийный флуориметр. Установка состояла из 
16-канального мульти-анодного ФЭУ (PML-16, 
«Becker & Hickl», Берлин, Германия). Полих-
роматор был оснащен  решеткой с разрешением 
600 делений/мм, таким образом спектральная 
ширина детектируемой полосы составляла 200 нм 
(разрешение 12.5 нм/канал). 

В качестве источника излучения исполь-
зовался импульсный светодиод («Edinburgh 
Instruments», UK) с длительностью импульсов 
700 пс, средней мощностью 0.8 мкВт, частотой 
повторения импульсов 10 МГц. Сбор данных для 
всех время-разрешенных флуоресцентных из-
мерений белка проводился в течение 30 с, чтобы 
получить оптимальный сигнал для процедуры 
деконволюции. Кривые затухания триптофано-
вой флуоресценции белка были получены с ис-
пользованием канала, соответствующего длине 
волны 355 нм.

Кинетика затухания флуоресценции бычьего 
альбумина описывалась биэкспоненциальным 
законом:

,                    (1)

где ai – предэкспоненциальный коэффициент, 
определяющий относительный вклад в кривую 
затухания компоненты с временем затухания τi, 
для которого верно соотношение

ai = 1.                         (2)

Среднее время жизни возбужденной молекулы 
определяется выражением 

ai τi .                    (3)

Наличие двух времен жизни связывают с враща-
тельными конформерами триптофана [20, 21]. 

Метод малоуглового рентгеновского 
рассеяния (МУРР)
В малоугловом эксперименте пучок моно-

хроматического рентгеновского излучения 
рассеивается после взаимодействия с электро-
нами исследуемого образца. Рассеянная ин-
тенсивность как функция вектора рассеяния 
q = (4π/λ)sinθ, где 2θ – угол рассеяния, а λ – 
длина волны падающего излучения, дает инфор-
мацию о флуктуациях электронной плотности 
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в однородной материи. В области малых q ин-
тенсивность рассеяния может быть выражена с 
помощью аппроксимации Гинье [22]:

I(q) ≈ I(0)exp(-q2Rg
2/3),              (4)

где Rg – радиус инерции взвешенных частиц в 
приближении монодисперсного раствора. Из (4) 
видно, что радиус инерции исследуемых частиц 
может быть определен с помощью построения 
так называемого графика Гинье (log I(q) от q2) и 
определения угла наклона его линейной части. 
Важно отметить, что данная аппроксимация при-
менима при выполнении условия qRg ≤ 1.3 [22].

Помимо определения размеров взвешенных в 
растворе частиц, детальный анализ кривых мало-
углового рассеяния позволяет также определять 
их форму с помощью метода виртуальных атомов 
[23]. Метод основан на моделировании структуры 
шариками нужной плотности и определении их 
пространственных координат с помощью про-
граммы минимизации невязки между экспери-
ментальной и теоретической кривыми рассеяния. 
Теоретическая кривая при этом вычисляется по 
формуле суммирования Дебая, которая является 
точной, но требует значительных ресурсов ма-
шинного времени.

Измерения методом МУРР проводились 
на станции ДИКСИ курчатовского источника 
синхротронного излучения. Станция сконстру-
ирована по классической оптической схеме, 
включающей в себя три пары коллимирую-
щих щелей, однокристальный монохроматор 
(λ = 1.6 Å), фокусирующее в вертикальной пло-
скости рентгеновское зеркало и двухкоординат-
ный детектор Pilatus3 1M.

Расстояние образец–детектор на станции 
варьируется в зависимости от задачи вплоть до 
2.4 м. Для того чтобы получить оптимальное 
разрешение по времени, расстояние между об-
разцом и детектором было выбрано равным 0.5 м 
при времени экспозиции детектора 3 минуты 
на кадр. При данной геометрии съёмки модуль 
вектора рассеяния q варьировался в диапазоне от 
0.2 до 4.2 нм-1.

Нагрев каждого образца в растворе про-
изводился в диапазоне от 25 до 70 °С с шагом 
5 °С, время достижения теплового равновесия в 
каждой точке составляло 10 мин. Для каждого 
образца при каждой температуре снималась 
серия по 3 кадра для оценки влияния радиаци-
онных повреждений на кривую рассеяния. Для 
дополнительного контроля были произведены 

измерения при фиксированной температуре в 
течение 60 мин, которые показали, что эффектом 
радиационного повреждения белка при комнат-
ных температурах можно пренебречь.

Результаты и их обсуждение

1. Конформационные изменения БСА 
при термической денатурации в системах, 
проходящих различные интермедиаты
В данной работе ставилась цель сравнить 

термическую денатурацию при pH 3 и при pH 7.4 
для исследования структурных изменений в си-
стемах, проходящих различные промежуточные 
состояния, и для выявления чувствительности 
используемых методик при детектировании фи-
бриллярных структур [24–26], а также состояния 
расплавленной глобулы [27]. 

Индикатором конформационных изменений 
белка может являться его триптофановая флуо-
ресценция (рис. 2 А, В), так как триптофановые 
остатки чувствительны к изменениям своего 
микроокружения [28]. 

При термической денатурации белка в рас-
творе при рН 7.4 происходит плавление белковой 
глобулы, приводящее к коротковолновому сдви-
гу спектра триптофановой флуоресценции (см. 
рис. 2, А). Данный факт может быть проинтер-
претирован как следствие уменьшения поляр-
ности окружения триптофановых остатков в 
БСА [28]. Как видно из рис. 2, B, термическая 
инкубация альбумина при рН 3 при 65°C не 
приводит к изменениям спектральных ха-
рактеристик триптофановой флуоресценции, 
соответственно можно сделать вывод о том, 
что свойства микроокружения триптофановых 
остатков меняются слабо.

Вторым индикатором конформационных 
изменений белка являлось изменение флуорес-
ценции гидрофобного зонда Нильский красный, 
эмиссия которого возрастает при встраивании 
его в области с низкой полярностью, например, 
в гидрофобные домены белков и их агрегатов 
[29]. На рис. 3, А, B представлены спектры 
флуоресценции зонда в присутствии БСА при 
pH 7.4 и pH 3 до и после температурного воз-
действия. 

Видно, что в растворе термически денату-
рированного альбумина при рН 7.4 наблюдается 
коротковолновый сдвиг спектра флуоресценции 
зонда, что свидетельствует об изменении по-
лярности его микроокружения – происходит его 
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Рис. 2. Сравнение спектров собственной триптофановой флуоресценции БСА: 
А – при термической денатурации в растворе с рН 7.4, B – при термической дена-
турации в растворе с рН 3, C – при термической денатурации и при его гликиро-

вании, [БСА] = 5·10-6 М

Fig. 2. Comparison of spectra of intrinsic tryptophan fl uorescence BSA, (A) – during 
thermal denaturation, pH 7.4, (B) – during thermal denaturation, pH 3, (C) – during 

thermal denaturation and glycation, [БСА] = 5·10-6 М

Рис. 3. Сравнение спектров флуоресценции зонда Нильский красный в комплексе: 
А – с термически денатурированным БСА в растворе с рН 7, B – с термически 
денатурированным БСА в растворе с рН 3, C – с термически денатурированным 

и гликированным БСА, [БСА] = 5·10-6 М, [NR] = 9·10-7 М

Fig. 3. Comparison of the Nile red fl uorescence spectra in complex (A) with thermally 
denatured BSA, pH 7, (B) –  with thermally denatured BSA, pH 3, (C) – with thermally 

denatured and glycated BSA, [БСА] = 5·10-6 М, [NR] = 9·10-7 М

встраивание в гидрофобные домены, которые, 
возможно, появляются между взаимодействую-
щими белками, либо гидрофобные домены ста-
новятся более доступными для зонда [29, 30]. В 
растворе БСА при рН 3 после нагрева изменения 

в оптических характеристиках и, следовательно, 
изменения в полярности микроокружения зонда 
не наблюдаются. 

При анализе рассматриваемых систем, про-
изводимом методом абсорбционной спектро-

А C

B

B

A C
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скопии (рис. 4, А), видно, что при термическом 
воздействии на раствор БСА+NR при pH 7.4 
его оптическая плотность  на всех длинах волн 
растет, что с большой долей вероятности гово-
рит о процессе образования агрегатов в данном 
образце. При инкубации БСА (pH 3) при 65°C 

оптическая плотность раствора на всех длинах 
волн практически не меняется. Таким образом, 
метод абсорбционной спектроскопии не по-
зволяет сделать вывод о наличии агрегатов в 
растворе БСА при рН 3 после термического 
воздействия.

Рис. 4. Спектры поглощения образцов БСА+NR при их термической денатурации 
и при гликировании (А); спектры флуоресценции БСА при возбуждении на длине 
волны λex = 350 нм в растворе гликированого белка (В); спектры флуоресцен-
ции зонда тиофлавин Т в растворе гликированого белка (С), [БСА] = 5·10-6 М, 

[NR] = 9·10-7 М, [ThT] = 2·10-6 M

Fig. 4. (А) – аbsorption spectra of BSA + NR samples under thermal denaturation and 
glycation, (B) – BSA fluorescence spectra of glycated protein solution under excitation 
at λex = 350 nm, (С) – thioflavin T fluorescence spectra in glycated protein solution, 

[БСА] = 5·10-6 М, [NR] = 9·10-7 М, [ThT] = 2·10-6 M

A B

C

λ, nm

Для того чтобы провести детальное иссле-
дование структурных изменений, происходящих 
с белком при термическом воздействии, было 
произведено исследование кинетики термической 
агрегации БСА в буферных растворах рН 3 и рН 7.4 
методом МУРР. На рис. 5, А показана темпера-
турная зависимость рассчитанного с помощью 
аппроксимации Гинье средневзвешенного по ан-
самблю частиц радиуса инерции молекул  белка.

Из рис. 5, А видно, что в растворе альбу-
мина, находящемся при рН 7.4, при нагреве до 
50 °C заметных структурных перестроек мо-
лекулы белка не происходит. При дальнейшем 
увеличении температуры, однако, наблюдается 
резкий скачок значения радиуса инерции в об-
ласти температуры плавления белка (65 °C), 
что связано с изменением конформации белка 
и образованием агрегатов. Напротив, в раство-

ре БСА при рН 3 уже при малых температурах 
(~30 °C) наблюдается рост средневзвешенного 
радиуса инерции частиц, что говорит об обра-
зовании агрегатов белка. Данный факт можно 
объяснить тем, что молекула альбумина при 
pH 3 находится в состоянии расплавленной 
глобулы [31], в результате чего ее стабильность 
является пониженной и соответственно процесс 
агрегации запускается спонтанно уже при низких 
(ниже температуры плавления нативного белка) 
температурах.

Согласно шариковой модели молекулы 
альбумина в растворе с рН 3 разворачивание 
белковой глобулы в цепочку происходит уже 
при комнатной температуре (см. рис. 5, C). 
Белок БСА состоит из трех доменов, которые 
могут изменять свое относительное положение 
в пространстве в зависимости от параметров 
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окружения. Наши шариковые модели могут быть 
применены для оценки происходящей в растворе 
молекулярной тектоники и интерпретированы 
как выстраивание трех доменов БСА вдоль од-
ной оси. Для сравнения, при pH 7.4 белок имеет 
классическую глобулярную форму в виде сердца 
(heart-shaped) (см. рис. 5, B) [32]. Стоит отметить, 
что полученные данные хорошо согласуются с 
литературными (см., например, [33]), где авторы 
также отмечают разворачивание сывороточного 
альбумина человека в цепочку при понижении 
pH раствора.

Стоит отметить, что в отличие от метода 
стационарной флуоресцентной и абсорбционной 
спектроскопии, не показывающих радикальных 
конформационных изменений при термическом 
воздействии на раствор БСА (см. рис. 3, А), на-
ходящегося в состоянии расплавленной глобулы 
(рН 3), метод МУРР является более чувствитель-
ным к структурным изменениям молекул в рас-
творе альбумина. Иными словами, образование 
агрегатов в растворе с рН 3 не приводит ни к 
изменению полярности окружения триптофано-
вых остатков в белке (рис. 2, B), ни к появлению 
новых доступных гидрофобных сайтов или 
экспонированию гидрофобных сайтов в раство-
ритель (соответственно неизменными остаются 
оптические характеристики гидрофобного зонда 

NR, см. рис. 3, B). Таким образом, несмотря на 
то что в системе имеют место конформационные 
перестройки молекулы и межмолекулярные 
взаимодействия, их наличие не проявляется в 
оптических свойствах использованных флуорес-
центных индикаторов.

2. Конформационные изменения БСА 
при гликировании и термической 
денатурации

В работе было также произведено сравне-
ние конформационных изменений альбумина 
при его гликировании и при его термической 
денатурации/агрегации. На рис. 2, C представ-
лены спектры собственной флуоресценции БСА: 
1) при pH 7.4 (в нативном состоянии); 2) при его 
термической денатурации при pH 7.4, T = 65 oC; 
3) при термической денатурации при pH 3; 4) при 
гликировании (pH 7.4).

Как видно из рис. 2, C, гликирование аль-
бумина не приводит к изменению полярности 
окружения триптофановых остатков, поскольку 
положение максимума полосы собственной 
флуоресценции остается неизменным. При этом 
при гликировании БСА наблюдается заметный 
рост флуоресцентной полосы, обусловленной 
наличием конечных продуктов гликирования (см. 
рис. 4, B), что является подтверждением успеш-
ного хода процесса гликирования. Данные факты 

Рис. 5. Зависимость среднего радиуса инерции молекулы БСА от температуры раствора 
альбумина при рН 3 и рН 7.4 (А); шариковая модель, построенная методом виртуальных 
атомов до температурного воздействия: В – молекулы альбумина в растворе с pH 7.4, С – 

молекулы альбумина в растворе с рН 3. [БСА] = 5·10-6 М

Fig. 5. (А) – dependence of average gyration radius of the BSA molecule on the temperature, 
pH 3 and pH 7.4; model was constructed using virtual atoms method, (B) – albumin molecules 

before heating, pH 7.4, (C) – albumin molecules, pH 3. [БСА] = 5·10-6 М
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находятся в соответствии с литературными дан-
ными [8]. В то же время из рис. 3, C видно, что 
при гликировании альбумина наблюдается рост 
флуоресценции зонда Нильский красный, что го-
ворит об увеличении доступности гидрофобных 
сайтов связывания. Более того, исследования, 
проведенные с использованием флуоресцентного 
зонда тиофлавин Т, являющегося специфичным 
маркером образования фибриллярных структур 
[34], показали увеличение интенсивности его 
флуоресценции при гликировании БСА (см. 
рис. 4, C), что может быть интерпретировано 

как образование фибриллоподобных агрегатов 
или увеличение доли β-структур в белке. Первое 
предположение находится в соответствии с ли-
тературными данными [35].

3. Исследование конформационных
изменений гликированного и термически
денатурированного белка с использованием 
метода время-разрешенной флуориметрии
В данной работе было произведено измере-

ние кинетик затухания собственной триптофа-
новой флуоресценции белка при термической 
денатурации и при его гликировании (рис. 6).

Рис. 6. Кинетики затухания флуоресценции БСА при термической денатурации и при 
его гликировании. Длина волны возбуждения λex = 280 нм

Fig. 6. BSA fl uorescence decay kinetics under thermal denaturation and glycation. Excitation 
wavelength λex = 280 nm

После анализа полученных результатов 
были определены относительные амплитуды и 
средние времена жизни возбужденной молекулы 
для смеси растворов БСА+зонд pH 3, pH 7.4 при 
термическом воздействии и при инкубации БСА 
с глюкозой в течение 18 дней. Результаты пред-
ставлены в таблице.

Определенные времена жизни флуорес-
ценции БСА при pH 7.4 находятся в согласии с 
литературными данными [36]. При термической 
агрегации нативного белка среднее время жизни 

падает с 5.5 до 4 нс. При этом время жизни белка 
при pH 3 до и после нагрева практически не ме-
няется и составляет 3.8 и 3.7 нс соответственно. 
Данный факт может быть объяснен тем, что 
в состоянии расплавленной глобулы при pH 3 
молекула белка уже претерпела существенные 
конформационные изменения, и дальнейшее тем-
пературное воздействие приводит к более слабо-
му изменению микроокружения триптофановых 
остатков по сравнению с термической денатура-
цией при pH 7.4. Аналогично при гликировании 

Тime, ns
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альбумина не наблюдается изменений времени 
жизни флуоресценции (см. таблицу). В целом 
наблюдаемые тренды находятся в соответствии 
с изменениями стационарных флуоресцентных 
характеристик триптофановых остатков.

Заключение

В данной работе методами стационарной 
и время-разрешенной флуоресцентной и аб-
сорбционной спектроскопии, а также методом 
малоуглового рентгеновского рассеяния были 
показаны различные проявления структурных 
изменений альбумина при гликировании и тер-
мической денатурации.  В частности, молекула 
белка в растворе при рН 3 еще до термического 
воздействия теряет свою нативную конформацию 
и полностью разворачивается. Было показано, 
что процесс образования агрегатов в данном 
растворе запускается спонтанно еще до нагрева. 

При термическом воздействии на молекулу 
БСА в растворе с рН 7.4 происходит структурная 
перестройка белка, а именно уменьшение поляр-
ности микроокружения триптофановых остатков 
и увеличение доступности гидрофобных до-
менов. Вследствие температурных воздействий 
молекулы нативного альбумина ассоциируют в 
аморфные агрегаты.

При гликировании альбумин также проходит 
состояние расплавленной глобулы, однако не 
происходит изменения полярности микроокру-
жения триптофановых остатков, значительным 
образом растет доступность гидрофобных сайтов 
связывания БСА, альбумин агрегирует с образо-
ванием структур, обогащенных β-листами. Таким 

образом, в данной работе было показано, что, 
несмотря на схожие промежуточные состояния, 
которые проходят рассматриваемые системы, 
структурные перестройки белка различны для 
гликированного и термически денатурирован-
ного/агрегированного альбумина.
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Background and Objectives: Objects of the research in this study 
are solutions of bovine serum albumin (BSA) and its aggregates. 
Structural changes of the protein molecules in solution with pH 3 
and pH 7.4 are investigated during glycation and thermal denatura-
tion processes, when the BSA molecules in solution undergo similar 
intermediate states. The main aim of the research is to compare 
structural changes of the BSA upon its glycation and thermal dena-
turation, revealed by combination of optical and X-ray techniques. 
Materials and Methods: The main techniques used in this study 
were steady-state and time-resolved fluorescence spectroscopy, 
as well as small angle X-ray scattering (SAXS). Results: Position 
of maximum in tryptophan fluorescence spectrum and tryptophan 
fluorescence lifetime are sensitive to BSA conformational changes at 
pH 7.4 upon its incubation at 65°C. Availability of hydrophobic binding 
sites of NR significantly increases upon glycation. No alterations of 
these photophysical parameters are observed at pH 3. However, SAXS 
experiments reveal presence of BSA aggregates at 25°C and above. 
Further incubation of the solution at 65° C is not accompanied by 
changes in the local environment of tryptophan residues or appear-
ance/accessibility enhancement of hydrophobic sites in the protein 
structure.  Conclusion: This study shows that structural changes 
of the BSA molecules differ for glycated and thermally denatured / 
aggregated proteins, though the molecules undergo similar intermedi-
ate states during these processes.
Key words: glycation, albumin, thermal denaturation, conformation, 
molten globule, Nile Red, thioflavin T, AGEs (advanced glycation 
end-products), -stacking, fibrils, pathological conditions, socially 
important diseases, fluorescence spectroscopy, Small Angle X-ray 
Scattering. 
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Введение

Определение количества форменных эле-
ментов крови разного типа является важной за-
дачей лабораторной диагностики. Исторически 
идентификация и счет клеток крови произво-
дились с использованием микроскопа в «руч-
ном» режиме. Развитие оптической проточной 
цитометрии привело к появлению автоматов для 
идентификации и счета форменных элементов 
крови, например, [1–4]. Проточные гемоцито-

метры позволяют производить подсчет клеток 
крови в потоке поштучно, они нашли приме-
нение и для решения иных диагностических 
задач, в частности, для определения групповой 
принадлежности крови [5–8]. 

В последние годы интенсивно развивается 
иной подход к идентификации и счету формен-
ных элементов крови – метод цифровой микро-
скопии. Этот метод основан на компьютерной 
обработке фотоизображений образцов крови. 
Отметим, что в качестве анализируемых объ-
ектов исследователи в основном используют не 
растворы нативной крови, а фотоизображения 
мазков крови. Это связано с тем, что окраска 
образца создает дополнительную контрастность 
объекта, выделяет особенности морфологии кле-
ток, дает возможность разрешить клетки крови 
разного типа. Так, задача подсчета эритроцитов 
с помощью фотоизображений препаратов крови 
рассматривалась в [9–16]. Достигнутая точность 
счета эритроцитов (RBC) программным образом 
по отношению к «ручному» составила 96–98% в 
[9], 96% в [13], 92% в [14], и, заметим, что в [9, 13, 
14] использовались разные подходы, алгоритмы 
обработки фотоизображений.

Более сложной по сравнению с идентифи-
кацией и счетом эритроцитов является задача 
распознавания лейкоцитов (WBC). Это обу-
словлено тем, что размер и форма лейкоцитов 
значительно более вариабельны по сравнению 
с эритроцитами, кроме того, лейкоциты могут 
оказаться соизмеримыми с эритроцитами. В этом 
случае прибор может воспринять эритроцит за 
лейкоцит – возникает ошибка в определении со-
держания лейкоцитов в пробе крови. Попытки 
идентификации и счета лейкоцитов предприни-
мались в [17–20]. Заметим, что точность счета 
клеток (лимфоцитов) в мазке в [17] составила 
94% в сравнении с «ручным» методом. 

Представляется принципиальным отметить 
два обстоятельства, возникающих при анализе 
мазков крови с помощью цифровой микроскопии.

1.  Анализ мазков позволяет определить со-
отношение количеств эритроцитов, лейкоцитов 
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и тромбоцитов, что важно для некоторых задач 
лабораторной диагностики. Однако он принци-
пиально не дает абсолютные величины концен-
траций этих клеток в пробе крови, так как при 
таком анализе препарат оказывается высушен-
ным, отсутствует объем, в котором расположены 
анализируемые клетки крови.

2.  Подготовка мазков требует строгого со-
блюдения определенной технологии, времени 
подготовки, опыта врача-лаборанта. К сожа-
лению, на практике не всегда можно получить 
удовлетворительную повторяемость в прокраске 
объектов, как по всей поверхности мазка, так и от 
объекта к объекту исследования. Это затруднение 
особенно принципиально при цифровой обра-
ботке фотоизображений, когда при сегментации 
клеток, как правило, используются определенные 
пороговые условия, связанные с яркостью пик-
сель фотоизображения. 

В этой связи представляет интерес изучение 
возможности идентификации и счета форменных 
элементов крови в ее нативном состоянии (в 
растворе без окраски красителем). Отметим, что 
количество исследований в этом направлении 
значительно меньше, нежели с окрашенными 
мазками крови. Нам известна лишь работа [21], 
где предпринята попытка определения кон-
центрации эритроцитов и лейкоцитов в пробе 
нативной крови с использованием принципов 
цифровой микроскопии. 

Вполне очевидно, что исследование рас-
твора нативной крови принципиально дает воз-
можность не только определить соотношение 
количеств форменных элементов разного типа, 
но и измерить абсолютные величины их концен-
траций. Этого можно достичь, если цифровое 
фотоизображение объекта получено в условиях, 
когда исследуемая проба крови помещена в 
счетную камеру, объем которой известен. 

 Проведенные нами эксперименты пока-
зывают, что такой счет эритроцитов и тром-
боцитов в растворе нативной крови методом 
цифровой микроскопии не представляет особых 
трудностей [22], однако идентификация и счет 
лейкоцитов весьма затруднены по нескольким 
причинам:

1) отмеченная выше вариабельность раз-
мера и формы лейкоцита; соизмеримость в не-
которых случаях лейкоцита с эритроцитом;

2) прозрачность лейкоцита без специальной 
его окраски, как это имеет место в мазках. 

Цель настоящего исследования – поиск 
способа идентификации лейкоцитов в образце 

раствора нативной крови, сравнение результа-
тов компьютерного счета лейкоцитов с «руч-
ным» подсчетом этих клеток.

 1. Объект исследования, 

    техника эксперимента

Объектом исследования являлась цельная 
донорская кровь, которая разбавлялась в 400 
раз физраствором. Капля раствора нативной 
крови, объемом 20 мкл, размещалась в камере 
Горяева. Цифровые фотоизображения объекта 
получались с помощью микроскопа БИОМЕД 
(«ЛОМО», Россия), (увеличения объектива и 
окуляра 40x и 10x соответственно, поле зрения 
0.2 мм) и фотокамеры Logitech-Quick Cam 
(Logitech, Швейцария). При этом разрешение 
(масштаб) фотоизображений данной оптической 
системой составляло 8 пкс/мкм. В больших 
квадратах камеры Горяева (общее число таких 
квадратов в камере 100) изготавливались фото-
изображения пробы крови в различных областях 
анализируемой капли; 80 из них, в которых поми-
мо эритроцитов и тромбоцитов присутствовали 
лейкоциты, были отобраны для компьютерной 
обработки фотографий. Это делалось в связи с 
малым стандартным количеством лейкоцитов 
по сравнению с количеством эритроцитов, а 
также значительным разведением пробы крови. 
Такой отбор фотоизображений позволял полу-
чить репрезентативную выборку в отношении 
лейкоцитов, достаточную для статистической 
ее обработки.

Оптическая система микроскопа фокусиро-
валась на дно капли, что, казалось бы, требовало 
перед фотографированием объекта некоторого 
времени для инкубации клеток с целью их 
седиментации. Однако в силу того что высота 
зазора между площадкой камеры, на которую 
нанесена счетная сетка, и покровным стеклом 
составляет всего лишь 100 мкм, не было необхо-
димости в большом времени инкубации клеток. 
Поэтому фотографирование объекта произво-
дилось примерно после первой минуты распо-
ложения камеры под объективом микроскопа. 
Результаты компьютерного счета форменных 
элементов крови сопоставлялись с результатами 
«ручного» счета тех же клеток анализируемого 
изображения. Заметим, что перед компьютер-
ной обработкой фотоизображений разрешение 
(1600×1200) каждой микрофотографии было 
уменьшено в 3 раза (до 532×400) с целью со-
кращения времени компьютерной обработки 
фотоизображений.
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2. Идентификация лейкоцитов 

     в растворе нативной крови

Для идентификации лейкоцитов в раство-
ре нативной крови апробированы два подхода: 
градиентный метод идентификации клеток; 
оригинальный метод «высвечивания» лейкоци-
тов. Последовательно рассмотрим оба метода 
анализа клеток.

2.1. Градиентный метод 
       идентификации лейкоцитов
 Известно, что стандартное соотношение 

количеств форменных элементов разного типа 
RBC/ PLT/ WBC имеет следующий порядок – 
720 : 44 : 1 (PLT-тромбоцит). Значительное 
превышение количества RBC, а также PLT, 
над содержанием WBC (рис. 1, а) приводит к 
трудностям при компьютерной идентификации 
лейкоцитов. С целью устранения этой трудности 
использовался принцип программной фильтра-
ции эритроцитов и тромбоцитов на фотоизобра-

жении пробы раствора нативной крови. Первым 
этапом этой процедуры являлось распознание 
эритроцитов. Для этого использовались две их 
особенности: стандартная в определенной мере 
форма клеток и способность эритроцитов погло-
щать световой поток. В совокупности это позво-
лило на основании анализа большого количества 
фотоизображений выработать RBC фотошабло-
ны, с которыми в дальнейшем сравнивались 
идентифицируемые эритроциты. Если анализи-
руемая клетка с высокой степенью корреляции 
совпадала хотя бы с одним из выбранных RBC 
фотошаблонов, то данная клетка воспринималась 
как эритроцит, она сегментировалась (рис. 1, б), 
а найденный сегмент, содержащий эритроцит, 
исключался из дальнейшего рассмотрения при 
поиске и идентификации других клеток. Есте-
ственно, увеличение количества отобранных 
RBC фотошаблонов приводит к снижению числа 
нераспознанных эритроцитов.

Рис. 1. Фотоизображение форменных элементов крови: а – экспериментально полученное 
фотоизображение объекта; б – то же изображение после сегментации эритроцитов, лейкоцитов и 
тромбоцитов. Обозначения: 1 –эритроциты; 2 – лейкоциты; 3 – тромбоциты (клетки размещены 

в квадраты, овалы и ромбы соответственно)

Fig. 1. Photoimage of blood elements: a – experimentally obtained photoimage of the object; b – the 
same image after segmentation of erythrocytes, white blood cells and platelets. Notations: 1 – eryth-
rocytes; 2 – leukocytes; 3 – platelets (Cells are placed in squares, ovals and rhombs, respectively)

а/а                                                                        б/b

Процедура распознания тромбоцитов и лей-
коцитов начиналась с фильтрации тех сегментов 
фотоизображения, в которых на предварительном 
этапе были обнаружены эритроциты. Лейкоциты и 
тромбоциты в нативном образце крови являются 
практически прозрачными клетками, что затруд-
няет использование фотометрического подхода. 
Поэтому для этих клеток был использован гра-
диентный подход обработки фотоизображения, 
включающий в себя распознавание границ клеток, 
определение их координат, сегментацию клеток 

(рис. 1, б). Вслед за сегментацией клеток осущест-
влялась процедура бинаризации изображения, 
т.е. представление каждого пикселя изображения 
одним из двух цветов. Эти действия описаны в 
[23] для регистрации тромбоцитов и их агрегатов. 
Пример бинаризованных и сегментированных 
фотоизображений тромбоцитов и лейкоцитов 
после предварительной фильтрации изображений 
эритроцитов, а также некоторое количество нерас-
познанных и, следовательно, не отфильтрованных 
эритроцитов представлен на рис. 2. 

В. А. Дубровский, С. О. Торбин. Эффект «высвечивания» лейкоцитов и его применение 



Изв. Сарат. ун-та. Нов. сер. Сер. Физика. 2017. Т. 17, вып. 3

194 Научный отдел

Рис. 2. Фотоизображение нераспознанных эритроцитов 
(1), сегментированных и бинаризованных лейкоцитов (2) 

и тромбоцитов (3)

Fig.2. Photograph of unrecognized erythrocytes (1), seg-
mented and binarized leukocytes (2) and platelets (3)

Изображение на рис. 2 соответствует пред-
ставленному на рис. 1, б. Использование размера 
клетки в качестве параметра для разрешения 
лейкоцита от тромбоцита затруднительно в 
связи со сложной формой лейкоцита. Поэтому 
в качестве параметра использовался не размер 
клетки, а площадь S, занимаемая клеткой на 
фотоизображении. Кроме того, попиксельный 
подсчет площади бинаризованного изображения 
клетки не представляет трудности.

После сегментации лейкоцитов и тромбо-
цитов, бинаризации изображения и определения 
величины S производилась фильтрация клеток 
по размерам площадей: клетки, площадь ко-
торых оказывалась ниже порогового значения 
Sпор (S ≤ Sпор), были отнесены к тромбоцитам. 

Соответствующие сегменты фотоизображения, 
содержащие распознанные тромбоциты, исклю-
чались из дальнейшего анализа. За пороговую 
величину принималась Sпор соответствующая 
15 пикселям для фотоизображения с разреше-
нием 532×400 пиксель, что было адекватно раз-
меру тромбоцита. Клетки с S > Sпор относились 
к лейкоцитам, производился их подсчет. По-
добный подход использовался и для снижения 
количества нераспознанных на первом этапе 
обработки фотоизображений эритроцитов. В 
результате бинаризованное фотоизображение в 
значительной мере содержало лишь лейкоциты, 
фото образца исследуемой крови оказывалось 
готовым к счету WBC.

2.2. Идентификация лейкоцитов 
       методом их «высвечивания»
Многочисленные эксперименты по полу-

чению микрофотографий образцов раствора 
нативной крови позволили выявить интерес-
ный эффект: при дефокусировке оптической 
системы  цифрового  микроскопа  яркость 
изображений лейкоцитов значительно увели-
чивается («высвечивание» лейкоцитов), в то 
время как яркость фотоизображений других 
форменных элементов снижается и, кроме 
того, происходит размытие границ фотоизо-
бражений эритроцитов и тромбоцитов (рис. 3). 
Под дефокусировкой оптической системы 
микроскопа понимаем увеличение расстояния 
между объективом и объектом на несколько 
микрометров (соизмеримо с размерами само-
го лейкоцита) относительно первоначального 
положения микроскопа, настроенного на ви-
зуализацию объекта. Этот эффект очевиден, 

                                                                                    
Рис. 3. Иллюстрация эффекта «высвечивания» лейкоцитов раствора нативной крови при дефокусировке оптической 
системы цифрового микроскопа: а – сфокусированное изображение форменных элементов крови; б – то же изображение, 
что и на рис. 3, а, но в случае дефокусировки цифрового микроскопа; в – бинаризованное изображение «высвеченных» 

лейкоцитов (обозначения см. рис.1, а)

Fig. 3. The demonstration of the effect of «highlighting» of leukocytes in native blood solution when optical system of 
digital microscope was defocused: a – focused image of blood elements; b – the same image as in Fig. 3,a, but in the case 
when digital microscope was defocused; c – a binarized image of the “highlighted” leukocytes (Notations are as in Fig.1, a)

а/а                                               б/b                                                      в/c
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если сопоставить рис. 3, а и 3, б. Заметим, что 
в силу дефокусировки цифрового микроскопа 
на рис. 3, в в отличие от рис. 2 отсутствуют 
тромбоциты и нераспознанные эритроциты, в 
то время как изображение лейкоцитов усилено 
(«высвечено»). Это дает основание к упроще-
нию алгоритма обработки фотоизображений 
объекта – отпадает необходимость последова-
тельной идентификации и сегментации RBC и 
PLT, бинаризации фотоизображения и последу-
ющей фильтрации изображений эритроцитов и 
тромбоцитов. Последнее легко видеть на рис. 
3, в – отсутствует сегментация эритроцитов и 
тромбоцитов в отличие от фотоизображения на 
рис. 1, б. Обработка фотоизображения образца 
сводится к выделению «высвеченных» лейко-
цитов и подсчету их числа. Кроме того, в силу 
WBC «высвечивания» повышается градиент 
яркости пиксель вблизи границы лейкоцита, что 
увеличивает точность распознавания лейкоцита 
на фоне «размытых» изображений других фор-
менных элементов крови. 

2.3. Механизм высвечивания лейкоцитов
       в растворе нативной крови
Возможной причиной обнаруженного эф-

фекта является существенное отличие формы 
и размера лейкоцитов от тех же параметров для 
тромбоцитов и эритроцитов. Можно предполо-
жить, что лейкоцит в сочетании с микроскопом 
работает как дополнительная микролинза. Сле-
дует отметить, что: 1) обнаруженный эффект 
наблюдался уверенно во всех случаях присут-
ствия лейкоцитов в растворе нативной крови; 
2) эффект «высвечивания» лейкоцитов отсутство-
вал при наблюдении лейкоцитов в мазке крови. 
Последнее демонстрируется на рис. 4, где зоны, 
содержащие лейкоциты, выделены квадратами. 
Однако эти клетки, отчетливо видимые на рис. 4, 
а, не только не «высвечиваются», но и становятся 
невидимыми при дефокусировке микроскопа 
(рис. 4, б). Объяснение: в мазке форменные 
элементы находятся в высушенном состоянии, 
поэтому лейкоцит не может рассматриваться как 
объемное тело – микролинза.

                                                                
Рис. 4. Изображение форменных элементов пробы крови в мазке: 1 – лейкоциты; а – сфокусированное изображение; 

б – дефокусированное изображение

Fig. 4. Image of formed elements of the blood sample in the smear: 1 – white blood cells; a – the focused image; b – the 
defocused one

На рис. 5 приведены зависимости яркости 
B пикселей фотоизображений эритроцитов и 
лейкоцитов в растворе нативной крови, а также 
лейкоцитов в мазке крови от величины смещения 
объектива L относительно его исходного по-
ложения. Заметим, что яркость B для лейкоцита 
определялась путем усреднения величин яркос-
ти пикселей, расположенных в центре клетки 
в заданной зоне, – квадрат со стороной 20 пик-
селей. Аналогично рассчитывалась яркость для 
эритроцитов с той лишь разницей, что в этом 
случае проводилось дополнительное усреднение 

по множеству эритроцитов. Из рис. 5 видно, что 
1) в случае раствора нативной крови (кри-

вая 1) имеется пик яркости B для лейкоцитов в 
точке L=30 мкм; однако подобный пик для эри-
троцитов (кривая 2) не наблюдается, практически 
для RBC зависимость B(L) отсутствует; 

2) зависимость B(L) отсутствует и для лей-
коцитов в мазке крови (кривая 3);

3) яркость B в максимуме (кривая 1) превы-
шает уровень яркости для RBC (кривая 2) примерно 
в 2 раза, что можно использовать для распознавания 
лейкоцитов в растворе нативной крови.

а/а                                                                                 б/b 
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Заметим, что измерения, подобные при-
веденным на рис. 5, проводились многократно 
(30 различных лейкоцитов). Во всех случаях 
устойчиво наблюдался эффект их «высвечива-
ния»: среднее значение яркости B по всем ана-
лизируемым лейкоцитам составило ~197 ед. при 
стандартном отклонении σB ~ ± 12 ед.

С целью подтверждения линзового эффек-
та, лежащего в основе наблюдаемого явления 

«высвечивания» лейкоцитов, был предпринят 
модельный опыт. На стеклянную подложку 
наносилась капля глицерина диаметром менее 
миллиметра (ее можно трактовать как микро-
линзу) и изготавливались ее фотоизображения 
при разных смещениях L (рис. 6). 

 Для изготовления фото с каплей глицерина 
использовались окуляр 10× и объектив 10×. При 
этом величина поля зрения и пространственное 

Рис. 5. Зависимости яркости пикселей фотоизображений B от величины смещения 
объектива микроскопа L относительно его исходного положения: 1, 2 – лейкоцит 
и эритроцит раствора нативной крови соответственно; 3 – лейкоцит в мазке крови

Fig. 5. The dependence of brightness B of pixels of the photo image on the amount 
of microscope lens shift L with the respect to its initial position: 1, 2 – leukocyte and 

erythrocyte of native blood solution; 3 – white blood cell in a blood smear

  

Рис. 6. Фотоизображение микролинзы (капли глицерина) и зависимость яркости B ее свечения от величины смещения 
объектива микроскопа L: а – сфокусированное изображение, б – дефокусированное изображение; в – зависимость 

яркости B свечения микро линзы от смещения объектива микроскопа L

Fig. 6. Photo image of the microlense (drop of glycerin) and the dependence of  its brightness B on the value of microscope 
lense shift: a – the focused image, b – the defocused image; c – the dependence of  microlens brightness B on the value of 

microscope lens shift L

а/а                                                   б/b 
в/c
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разрешение (масштаб) составляли 0.8 мм и 
1.7 пкс/мкм соответственно, а диаметр капли 
– 260 мкм. Фотоизображение микролинзы на 
рис.6,б подобно изображению «высвеченного» 
лейкоцита на рис. 3, б. Для микролинзы по ана-
логии с лейкоцитом снималась зависимость B(L) 
(рис. 6, в). Полученный график 1 напоминает 
кривую 1 на рис. 5, отличие можно объяснить 
тем, что экспериментально доступный шаг при 
получении последней был лишь 10 мкм – не-
достаточно полное число экспериментальных 
точек. В целом результаты, проиллюстрирован-
ные на рис.4, 5, 6, свидетельствуют о том, что в 
основе обнаруженного явления – «высвечива-
ния» лейкоцитов лежит линзовый эффект, когда 
исследуемый лейкоцит можно рассматривать как 
оптическую линзу.

3. Результаты счета лейкоцитов 

и их обсуждение

Как отмечалось выше, 80 фотоизображений 
раствора нативной крови были отобраны для 
их компьютерной обработки, при этом общее 
количество подсчитанных клеток составило 
4560. При этом количество эритроцитов – 4184, 
тромбоцитов – 292. После их сегментации и 
фильтрации число лейкоцитов, подсчитанных 
«ручным» образом, составило 84, т.е. практи-
чески по одному лейкоциту на изображении. 
Результаты компьютерного счета клеток сопо-
ставлялись с результатами «ручного» счета той 
же пробы непосредственно с экрана монитора 
ПК. Так как фотоизображения пробы крови из-
готавливались в условиях, когда исследуемая 
кровь располагалась в камере Горяева, то ока-
зывалось возможным определить концентрацию 
лейкоцитов в пробе. Она оказалась равной: 
Cручн= 102∙109 (л-1) для ручного счета и Cкомп = 
= 100∙109 (л-1) для компьютерного. Заметим, 
что в норме для взрослых людей концентра-
ция лейкоцитов составляет величину порядка 
Cнорма= (4 – 10) ∙ 109 (л-1) с небольшим отличием 
для мужчин и женщин. Сравнение результатов 
счета лейкоцитов со стандартным значением 
концентрации лейкоцитов Cнорма показывает, 
что полученные результаты завышены примерно 
в 14 раз, что объяснимо специальным отбором 
именно тех фотоизображений, на которых не-
пременно имелись изображения лейкоцитов. 
Стоит отметить, что совпадение компьютер-
ного счета лейкоцитов с «ручным» составляет 
(Cкомп/Cручн) ∙100% = 98%, что не уступает и даже 
превосходит результаты иных подобных работ 

[17–20]. Следует отметить, что полученные 
результаты компьютерного счета лейкоцитов 
были достигнуты путем применения эффекта 
их «высвечивания». Дело в том, что использо-
вание обнаруженного эффекта «высвечивания» 
лейкоцитов позволило существенно понизить 
ошибку в определении их концентрации в рамках 
цифровой микроскопии. Действительно, при-
менение «высвечивания» лейкоцитов понизило 
величину отличия компьютерного счета WBCs по 
сравнению с «ручным» с 27 до 2.0%. Последнее, 
вероятно, связано с тем, что некоторые достаточ-
но крупные или близко расположенные друг к 
другу эритроциты, нераспознанные на этапе их 
идентификации, воспринимались по площадям 
как лейкоциты. Обработка дефокусированного 
изображения позволяет снизить такую ошибку. 
Заметим, что повышение точности распознава-
ния лейкоцитов можно использовать для после-
дующего уточнения числа эритроцитов.

Заключение

Предложены два алгоритма обработки фото-
изображений раствора проб крови в нативном 
ее состоянии с целью идентификации и счета 
лейкоцитов. Обнаружено явление «высвечива-
ния» лейкоцитов при дефокусировке цифрового 
микроскопа; показано, что это явление отсутству-
ет при наблюдении эритроцитов и тромбоцитов. 
Экспериментальное моделирование этого явления 
показало, что в его основе лежит «линзовый» 
эффект – лейкоцит нативной крови подобен 
микролинзе. Предложено использовать обнару-
женный эффект для распознавания лейкоцитов 
на фоне множества эритроцитов и тромбоцитов. 
Применение эффекта «высвечивания» лейкоци-
тов значительно повысило процент совпадения 
результатов компьютерного счета лейкоцитов в 
пробе по отношению к «ручному». Показано, что 
точность счета лейкоцитов крови в ее нативной 
форме может быть соизмеримой или превосходить 
точность аналогичных исследований в мазке. 
Предложенный анализ нативной крови значи-
тельно упрощает пробоподготовку по сравнению 
с мазком и, кроме того, принципиально позволяет 
перейти от выявления соотношения форменных 
элементов крови к определению их концентраций 
в образце.

Авторы поздравляют Приезжева Алексан-
дра Васильевича с юбилеем, выражают при-
знательность за более чем 30-летние научные 
контакты, полезные советы и интерес к прово-
димым ими исследованиям.
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Objective: To find a way of identifying and counting of leukocytes in 
a native blood sample. Materials and equipments: Whole donor 
blood sample, digital microscop. Methods and approaches: The 
development of a method of leukocytes’ identification and counting 
for native blood samples was carried out on the basis of digital 
microscopy method. Main results: Leukocytes’ “highlighting” ef-
fect in a native blood sample was revealed experimentally by digital 
microscope examining. The effect is that when a microscope lens, 
initially focused on the object, is removed away from the leukocyte, its 
image becomes transformed and cell’s image brightness increases. 
At the same time, this phenomenon is not observed in respect to 
erythrocytes and platelets, what makes it possible to distinguish 
leukocyte from other types of blood cells during their counting. 
The effect revealed experimentally is not observed on any type of 
blood cells including leucocytes for the case of smears. It has been 
shown experimentally that the effect observed is based on the “lens” 
mechanism. Statistical studies were carried out on a variety of native 
blood cells. It is shown that the application of leukocytes’ “highlight-
ing” effect gives a significant increase in the accuracy of counting 
of these type of cells when native blood formula is under analysis by 
digital microscopy method.
Key words: blood cells, leukocytes, cell counting, digital mi-
croscopy.
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Статья посвящена 60-летне му 
юбилею получения великим 
российским учёным Никола-
ем Николаевичем Семёно-
вым Нобелевской премии в 
области химии. Рассмотре-
ны этапы жизненного пути 
Н. Н. Семёнова к высшему
международному научному от -
личию и характерные черты 
его личности: раннее увлече-
ние наукой, блестящие успехи, 
редкая интуиция в постановке 
актуальных научных задач, за-
мечательный «нобелевский» 
эксперимент, первоначально 
оспоренный квалифицирован-
ным оппонентом, глубокое те-
оретическое осмыс ление про-
веденных экспериментальных 
исследований, открытие но-
вого механизма воспламене-
ния и взрыва, включая атом-
ный взрыв, создание научного 
фундамента для новой отрас-
ли науки – химической физи-
ки, отстаивание новой теории 
и личного достоинства. Под-
робно рассказывается также о нобелевских торжествах 1956 г. в Стокгольме. 
Ключевые слова: академик Николай Николаевич Семёнов, Нобелевская премия.
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Шестьдесят лет назад, 1 ноября 1956 года, произошло исто-
рическое для отечественной науки событие – академику Николаю 
Николаевичу Семёнову решением Шведской академии наук была 
присуждена Нобелевская премия по химии за исследования механиз-
ма химических реакций – открытие разветвленных цепных реакций 
и создание их теории. Это была первая главная международная 

В. М. Аникин. Первая нобелевская (к 60-летию присуждения Нобелевской премии)

Николай Николаевич Семёнов 
(фото М. С. Наппельбаума, 1950-е гг.)
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научная премия, полученная в нашей стране по-
сле 1917 г., первая и остающаяся единственной 
до сего времени Нобелевская премия в области 
химии, присужденная российскому учёному. 
Ранее обладателями Нобелевской премии (по 
физиологии и медицине) в России становились 
И. П. Павлов (1904) и И. И. Мечников (1908). 
Попутно заметим, что в 1903 г. в качестве номи-
нанта на Нобелевскую премию выдвигался буду-
щий первый ректор Саратовского университета 
В. И. Разумовский.

«Странная» реакция окисления

А началось все с экспериментов по окис-
лению фосфора, которые Николай Николаевич 
поручил провести своему молодому сотруднику 
Ю. Б. Харитону и аспирантке З. Ф. Вальта в Физи-
ко-техническом институте, созданном в Ленингра-
де А. Ф. Иоффе (будучи студентом Петербургского 
университета, Семёнов со второго курса занимал-
ся научной работой под руководством Абрама 
Федоровича с публикацией научных статей).

Можно задаться, конечно, вопросом: а по-
чему именно такую задачу поставил Семёнов? 
Ответ относительно пары выбранных веществ: 
взаимодействие паров фосфора и кислорода 
можно легко наблюдать визуально, поскольку 
реакция (если она идет!) сопровождается свето-
выми вспышками. В более общем и глубоком кон-
тексте речь шла о реакциях между веществами, 
способными к воспламенению и взрыву. Семёнов 
был научным гением, который одновременно об-
ладал поразительной быстротой проникновения 
в научные проблемы, потрясающими органи-
заторскими способностями и необыкновенной 
интуицией. Интуицию Н. Н. Семёнова будущий 
трижды Герой Социалистического Труда, акаде-
мик, создатель советской атомной бомбы Юлий 
Борисович Харитон называл не иначе как «дья-
вольской» [1, с. 33]1.

Но вернемся к эксперименту с фосфором. 
Ю. Б. Харитон и З. Ф. Вальта тщательно провели 
наблюдения и обнаружили неожиданный факт 
полного прекращения быстрой реакции при по-
нижении давления кислорода до некоторой опре-
деленной величины. Полученные результаты они 
не смогли объяснить с позиции существовавших 
в то время воззрений на кинетику химических 
реакций, но все же опубликовали статью «Окис-
ление паров фосфора при малых давлениях» по 

1 Еще два ученика-сотрудника Н. Н. Семёнова за 
участие в атомном проекте стали трижды Героями Соци-
алистического Труда – И. В. Курчатов и Я. Б. Зельдович.

материалам своих опытов в немецком научном 
журнале «Zeitschrift für Physik» за 1926 г. 

Открытие цепных разветвленных реакций 

как механизма воспламенения и взрывов

В том же 1926 г. Ю. Б. Харитон «по протек-
ции» П. Л. Капицы, близкого друга Н. Н. Семёнова 
и будущего обладателя Нобелевской премии по 
физике 1978 г.2, уехал на два года на стажировку 
в Англию к Э. Резерфорду (Нобелевская пре-
мия 1908 г.) и будущему нобелевскому лауреату 
1935 г. Дж. Чедвику. В Кембридже Ю. Б. Харитон 
обнаружил статью признанного авторитета в об-
ласти химической кинетики М. Боденштейна с 
критикой методики проделанного в Ленинграде 
эксперимента. Н. Н. Семёнов немедленно отре-
агировал на эту критику, поскольку она задевала 
честь научных исследований, проводившихся в 
Физико-техническом институте. Он вспоминал 
[2, с. 527]:

«Я сам занялся экспериментальной про-
веркой, тщательно устранив указанные М. Бо- 
денштейном возможные причины ошибки. 
Оказалось, что ранее замеченное нами явление 
существует реально и еще более ярко выражено. 
Расширение опытов в разных условиях показало, 
что отмеченные критические явления имеют не 
только в отношении давления, но и размера со-
суда, концентрации реагирующих газов, наличия 
примесей и др. 

Мы получили экспериментальные законо-
мерности, связывающие перечисленные пара-
метры в единую формулу.

И тут стала ясной сама причина явлений, 
которая явилась основой для обнаружения 
большого нового класса так называемых цепных 
разветвленных реакций <…>. Результаты моей 
работы были опубликованы в 1927 году. Почти 
тотчас же я получил письмо от Боденштейна, 
где он снимал свои возражения и признал наше 
открытие, а вскоре на съезде электрохими-
ков сделал это публично. Я очень благодарен 
профессору Боденштейну за его критику, без 
которой мы вряд ли продолжили эту работу, 
определившую во многом направление моей на-
учной деятельности.

2 В 1922 г. Н. Н. Семёнов и П. Л. Капица провели 
эксперимент по определению атомных магнитных момен-
тов. Их работа предвосхитила опыты немецких физиков 
О. Штерна и В. Герлаха, за которые эмигрировавший в 
США Штерн в 1943 г. получил Нобелевскую премию. Ху-
дожник Б. М. Кустодиев в 1921 г. написал парный портрет 
молодых российских учёных, веривших в своё блестящее 
научное будущее.
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В приведенном мной примере видна про-
ницательность крупного ученого, признанного 
авторитета в данной области и имевшего 
определенные точки зрения, который, получив 
веские доказательства, начал пропагандировать 
результаты молодых и совсем еще неизвестных 
ученых вопреки своему прежнему мнению».

Годом позже данные о существовании кри-
тических параметров для некоторых химических 
реакций были получены в Оксфорде профес-
сором Сирилом Норманом Хиншелвудом для 
иных веществ, а затем, как это обычно бывает 
в случае рождения новой научной идеи, после-
довал вал исследований по цепным реакциям. 
Ю. Б. Харитон об этом периоде работы лабора-
тории Семёнова писал так (сотрудники между 
собой звали его Н. Н.):

«… У Н. Н. фантазия работала с редкой 
интенсивностью и ему приходили в голову все 
новые и новые идеи постановки опытов. По мере 
развития исследований на разных веществах, по 
мере получения разных типов реакций возникали 
новые удивительные вещи. Так, сначала был от-
крыт нижний предел окисления, выяснилось, что 
если окислителя очень много, то реакция прекра-
щается. Потом Н. Н. перешел на исследования 
в широком интервале температур. Процессы 
окисления газа проходили в большинстве случаев 
по типу разветвленных цепных реакций. В диа-
пазоне разных давлений и разных температур с 
учетом влияния различных добавок это приво-
дило к открытию новых все более и более ин-
тересных явлений. Было наблюдено невероятное 
разнообразие типов газовых реакций» [1, с. 35].

Чтобы систематизировать результаты иссле-
дований, неутомимый Н. Н. Семёнов (по выра-
жению Ю. Б. Харитона, «он работал совершенно 
зверски» [3, с. 437]) по ночам (днем у него была 
масса организационных дел) засел за написание 
книги «Цепные реакции» [4], которая была из-
дана в Госхимиздате в 1934 г. и вскоре в расши-
ренном варианте переведена на английский язык 
(в переводе Семёнову помогал Я. И. Френкель, 
его друг с еще студенческих времен). В книге 
Семёнов сделал вывод о том, что «цепная теория 
качественно, а нередко количественно позволяет 
объяснить и предвидеть поведение весьма раз-
нообразных реакций» [4, с. 549].

На экземпляре книги, подаренном Ю. Б. Хари-
тону, Николай Николаевич оставил такую надпись: 
«Дорогому Юлию Борисовичу, который первый 
толкнул мою мысль в область цепных реакций» 
[3, с. 437].

Б. М. Кустодиев 
Портрет П. Л. Капицы и Н. Н. Семёнова, 1921 г.

Кого считать научно одаренным

Свой труд Н. Н. Семёнов посвятил швед-
скому химику С. Аррениусу и голландскому 
химику Я. Вант-Гоффу. Их работы увлекли 
юного Николая Семёнова еще в годы учебы в 
Вольском и Самарском реальных училищах. Хотя 
Н. Н. Семёнов родился (15 апреля 1896 г.) в 
Саратове, «среднее» образование ему пришлось 
получать в реальных училищах по месту служ-
бы своего отца. А в 1913 г. он уехал на учебу в 
Петербургский университет.

Кстати, одаренность в области науки в воз-
расте 14–17 лет, как считал Николай Николаевич, 
неудержимо проявляется прежде всего в том, 
что «подросток начинает увлекаться всякого 
рода опытами и в меру своих знаний стремится 
к наивному, но творческому осмысливанию этих 
опытов. Отсюда возникает стремление почитать 
научные и технические книги и журналы сверх 
программы». «Я не знаю ни одного ученого, – 
писал Николай Николаевич, – как из моих свер-
стников, так и из добившихся научных успехов 
моих учеников, который именно в этом возрасте 
не проявил бы подобной активности. Такого 
рода одаренность не имеет прямого отношения 
к сумме знаний. Последнее очень зависит от 
качества школы, где учится молодой человек, от 
образованности его родителей и т.п. Одаренность 
же, оцениваемая по его творческой активности, 
практически не зависит от этих обстоятельств и 
одинаково видна у окончивших школу в деревне 
и городе, у детей родителей разных слоев населе-

В. М. Аникин. Первая нобелевская (к 60-летию присуждения Нобелевской премии)
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ния. Она выражается прежде всего в страстном 
стремлении к знаниям, к творческой активной 
любознательности в какой-либо области науки 
или техники. Это качество, конечно, развивается 
тем полнее, чем лучше способствует этому сред-
няя школа» [2, с. 487]. И далее Н. Н. Семёнов 
добавлял: «Не надо думать, что одаренность или 
неодаренность к науке делит людей на какие-то 
категории. Это неверно. Верно лишь то, что для 
занятия наукой ум должен быть определенным 
образом направлен».

Здесь уместно вспомнить, что самому Ни-
колаю Николаевичу повезло с учителем физики 
в выпускном классе Самарского реального учи-
лища. Им был молодой выпускник Казанского 
университета Владимир Иванович Кармилов 
(1889–1954), впоследствии внесший пионерский 
вклад в развитие магнитобиологических методов 
лечения [5, 6]. Его дружба с Семёновым продол-
жалась многие годы, а в Институте химической 
физики, который Семёнов возглавлял вплоть до 
своего 90-летия (1986), несколько десятилетий 
проработали три поколения Кармиловых.

Семёнов и Атомный проект СССР

Открытие Н. Н. Семёновым механизмов 
воспламенения и взрывов как тепловых, так и на 
основе разветвленных цепных реакций имело гло-
бальное естественнонаучное значение и сыграло 
огромную роль при реализации Атомной програм-
мы СССР [7]. Как писал научный руководитель 
советского Атомного проекта Ю. Б. Харитон, 
«поскольку Николай Николаевич сам работал с 
разветвляющимися цепными реакциями и нас 
приучил к этой культуре, этому мышлению, нам 
было легко после исследований фосфора перейти 
к работе с ядерными цепными реакциями деления. 
Весь прошлый опыт Института химической фи-
зики позволил нам очень быстро войти в новую 
область. <…> По существу, Николай Николаевич 
был одним из тех, кто предопределил наш успех 
в решении урановой проблемы» [3, с. 438, 439]. 
Харитон свидетельствовал:

«Еще задолго до открытия явления деления 
урана Н. Н. что-то чувствовал, его интуиция, как 
я уже говорил, в этом плане была поразитель-
ной. Я отлично помню, как он буквально хватал 
людей, тащил их к доске и пытался им втол-
ковать, как можно использовать открытые 
Э. Ферми эффекты ядерных реакций под влияни-
ем нейтронов. От него тогда отмахивались. А 
он, я уверен, явно чувствовал, что мы находимся 
на пороге скачка ядерной физики» [1, с. 38].

Значительная часть аппаратуры для измере-
ния параметров атомных взрывов и их поража-
ющих факторов была разработана и изготовлена 
именно в Институте химической физики, кото-
рым руководил Н. Н. Семёнов [3, с. 438]. 

На пути к Нобелевской премии

Присуждение Нобелевских премий про-
ходило и проходит согласно устоявшимся с 
1901 г. правилам и традициям. И учитывается не 
только, собственно, актуальность, «свежесть», 
фундаментальная и особая прикладная перспек-
тивность номинируемого на премию результата, 
но и степень его известности и восприятия 
учёным миром. Международную известность 
Н. Н. Семёнову приносили его статьи, книги, а 
также участие в научных конференциях и съез-
дах, личное знакомство с ведущими учёными 
мира.

Так, одно из заседаний передвижного (Мо-
сква – Н. Новгород – Саратов) Шестого Всесо-
юзного съезда физиков с широчайшим между-
народным участием летом 1928 г. проходило 
в родном городе Н. Н. Семёнова – Саратове, в 
Большой физической аудитории Саратовско-
го университета. На съезде присутствовали 
5 будущих Нобелевских лауреатов – М. Борн, 
П. Дебай, П. Дирак, Н. Семёнов, Л. Ландау. На 
съезде Николай Николаевич выступил с докла-
дом «Die Theorie der explosive Gasreaktionen» 
[3]. Уже в 1929 г. Н. Н. Семёнов был избран чле-
ном-корреспондентом Академии наук СССР, а в 
1932 г. – академиком.

В сентябре 1934 г. Н. Н. Семёнов принял 
участие в проходившем в Ленинграде VII Мен-
делеевском съезде, посвященном 100-летию со 
дня рождения Д. И. Менделеева. Этот съезд тоже 
собрал немало отечественных и зарубежных уче-
ных. По завершении ленинградской части съезда 
его работа продолжилась на выездных сессиях в 
Москве и Харькове.

А летом 1945 г. в Москве состоялась юби-
лейная сессия Академии наук СССР по случаю 
220-летию ее основания, на которую прибыло 
немало известных иностранных ученых. Среди 
них были, в частности, люди, которые вскоре ока-
зались причастными к получению Н. Н. Семёно-
вым Нобелевской премии: шведские академики 
А. Ф. Вестгрен и Т. Сведберг, а также английский 
профессор С. Н. Хиншелвуд. Иностранные гости 
сессии смогли побывать в научных учреждениях 
Москвы, а Хиншелвуд и Семёнов – лично по-
знакомиться друг с другом. 
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Одним из «последействий» юбилейной 
сессии Академии наук стали положительно 
встреченные шведскими экспертами выдвижение 
кандидатуры Н. Н. Семёнова на Нобелевскую 
премию 1946 г. (номинатором выступил именно 
С. Н. Хиншелвуд!), а затем и совместное вы-
движение Н. Н. Семёнова и С. Н. Хиншелвуда 
на Нобелевскую премию в 1947 и 1948 гг. (его 
инициатором стал Т. Сведберг, нобелевский лау-
реат 1926 г.). Вывод Сведберга был таков: работы 
обоих ученых носят фундаментальный характер 
и удачно дополняют друг друга. Тем не менее 
премиальная процедура в нобелевском комитете 
по химии в отношении этой премии затянулась 
на целое десятилетие, причем в основном в связи 
с задержкой советской стороной представления 
в нобелевский комитет необходимых сведений 
о научной деятельности соискателя премии. За 
это время Семёнов, будучи академиком, успел 
получить восстановленные в стране научно-об-
разовательные отличия – ученую степень доктора 
химических наук (1946) и ученое звание про-
фессора (1950), вторую по счету Сталинскую 
премию (1949), правительственные награды. 

Сэр С. Н. Хиншелвуд и академик Н. Н. Семёнов3

В 1950 г. Хиншелвуд вторично номиниро-
вал Н. Н. Семёнова на Нобелевскую премию. 
Затем «эстафету» по «продвижению» Семёнова 
и Хиншелвуда к Нобелевской премии принял 

3 Фото из книги: Манелис Г. Б. Химфизики. Черно-
головка : Ред.- изд. отдел ИПХФ РАН, 2011. 160 с.

эксперт нобелевского комитета по химии Ларс 
Гуннар Силлен, профессор Стокгольмского 
технологического института. Начиная с 1952 г. 
Силллен направил в посольство СССР несколько 
полагавшихся запросов на советских кандидатов 
на получение Нобелевской премии по химии, 
называя в их числе имя Н. Н. Семёнова и прося 
выслать оттиски его последних научных трудов. 
Премия могла состояться уже в 1953 г., но требуе-
мый материал Силлен получил лишь в … декабре 
1954 г., что по срокам не подходило даже для вы-
движения на премию 1955 г., когда номинатором 
выступил тот же Силлен. Весомым аргументом 
для него было личное знакомство с членами 
представительной делегации советских физи-
ко-химиков, участвовавших в проходившем в 
конце июля – начале августа 1953 г. в Стокгольме 
XIII Международном конгрессе по общей и при-
кладной химии. Хотя представление из Москвы 
на Семёнова опоздало (!) и в следующем, 1956-м, 
году, Ларс Гуннар Силлен вновь и на этот раз 
успешно выдвинул кандидатуру Н. Н. Семёнова 
на получение Нобелевской премии в 1956 году!4

Нобелевский фестиваль

10 декабря 1956 г. Николай Николаевич Се-
мёнов получил из рук короля Швеции Густава VI 
диплом и золотую медаль с профилем Альфре-
да Нобеля. Премию с ним разделил учёный из 
Оксфордского университета сэр Сирил Норман 
Хиншелвуд. 

Семёнов и Хиншелвуд вели тематически 
близкие исследования, оба достигли значимых 
результатов. Хиншелвуд в своих работах опирал-
ся на открытия Семёнова, а Семёнов, в свою оче-
редь, цитировал Хиншелвуда. За близкие научные 
результаты получение Нобелевской премии сразу 
двумя или тремя учёными допускалось, но только 
совместно (в один год, не по «очереди» в разные 
годы). Присуждение премии только одному из 
них навсегда перекрывало дорогу к нобелевским 
лаврам за близкие достижения другому. Тем не 

4 Историю присуждения Нобелевских премий пред-
ставителям СССР на основе архивных данных нобелев-
ских комитетов и отечественных архивов исследовал 
А. М. Блох в книге «Советский Союз в интерьере Нобе-
левских премий» [8]. Часто советские номинанты не уча-
ствовали в конкурсах из-за бюрократических проволочек 
с представлением необходимой информации в нобелев-
ские комитеты. Преградой для получения премий нашими 
учеными могла стать и недодооценка истинного значения 
их научных достижений (скажем, большое значение для 
нобелевских комитетов имели мнения прежде всего швед-
ских ученых). И тем значимее воспринимается нобелев-
ское отличие Н. Н. Семёнова!

В. М. Аникин. Первая нобелевская (к 60-летию присуждения Нобелевской премии)
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менее сэр Сирил Хиншелвуд продемонстрировал 
удивительный пример научной этики, дважды 
(в 1946 и 1950 гг.) выступив в роли номинатора 
своего потенциального «соперника»! 

Можно отметить, что и Н. Н. Семёнов от-
личался научной добропорядочностью. Он, к 
примеру, никогда не соглашался на вписывание 
своего авторства в работы, в которых он не при-
нимал непосредственного участия, хотя их по-
становка могла идти от него.

В Стокгольм Н. Н. Семёнова с супругой 
сопровождал тогдашний посол Швеции в СССР 
Рольф Сульман. Программа пребывания Се-
мёновых в Швеции была расписана по часам 
[8]. Вместе с другими лауреатами и почетными 
гостями Нобелевского фонда они остановились 
в Гранд-отеле, где в 1956 г. были вывешены фла-
ги тех стран, представители которых в тот год 
получали Нобелевские премии, – СССР, США, 
Великобритании, ФРГ и Испании.

Вручение Н. Н. Семёнову золотой медали и диплома лауреата 
Нобелевской премии, 10 декабря 1956 г.

Вручение Нобелевских премий проходило 
в Концерт-холле с залом на 2000 человек. За 
главными участниками торжества (шведской 
королевской семьей, лауреатами, членами нобе-
левских комитетов по всем направлениям при-
суждения премий) закреплялись места на сцене. 
За несколько часов до начала церемонии вруче-
ния премий (в 4.30 пополудни) в Концертном 
зале (в 11.30 утра) прошла своего рода репетиция 
лауреатов, на которой их познакомили с местами 
на сцене, церемонией встречи с королем Шве-

ции, очередностью поклонов в сторону короля, 
членов нобелевских комитетов, а также публики 
в зале, встречавшей новоиспеченных лауреатов 
аплодисментами.

На последовавшем затем банкете, который 
проводился в тот год в Большом зале приемов 
Шведской Академии наук, Н. Н. Семёнов высту-
пил с краткой речью-тостом. На сайте nobelprize.
org размещен текст этой речи. Там же можно 
узнать и меню нобелевского обеда 1956 г: лосось 
с красным вином по-мадридски, индейка в желе, 
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винный соус, парфе из лапландской ежевики, 
вина из урожаев винограда 1949 и 1953 гг., кофе5.

В своей нобелевской лекции, состоявшейся 
11 декабря в Технологическом институте Вышей 
технической школы Стокгольма, Н. Н. Семёнов 
наметил новые горизонты исследований: «Те-
ория цепной реакции открывает возможность 
ближе подойти к решению главной проблемы 
теоретической химии – связи между реакционной 
способностью и структурой частиц, вступающих 
в реакцию. <…> Вряд ли можно в какой бы то ни 
было степени обогатить химическую технологию 
или даже добиться решающего успеха в биологии 
без этих знаний. <…> Необходимо соединить 
усилия образованных людей всех стран и решить 
эту наиболее важную проблему для того, чтобы 
раскрыть тайны химических и биологических 
процессов на благо мирного развития и благо-
денствия человечества» [9].

Вечер 11 декабря 1956 г. завершился у Ни-
колая Николаевича и других нобелевских лау-
реатов обедом у короля. Во время пребывания в 
Швеции Н. Н. Семёнов выступил с докладом в 
Химическом обществе Швеции, посетил Нобе-
левский институт химии, познакомился с уни-
верситетом в Упсале. Побывал он и в Обществе 
«Швеция – СССР». Впоследствии он возглавил 
«симметричное» общество «СССР – Швеция». 
13 декабря все лауреаты оказались вовлеченными 
в предрождественский шведский праздник – день 

5 Нобелевский банкет оплачивается шведским коро-
лем. См. : http://www.mk.ru/science/2016/10/03/arkhivarius-
nobelevskogo-komiteta-rasskazal-komu-vruchili-premiyu-
po-oshibke.html

Диплом лауреата Нобелевской премии Н. Н. Семёнова

Санта-Люсии6. Три дня отводилось для осмотра 
Стокгольма и посещения музеев. Часть получен-
ной денежной составляющей премии Семёнов 
тогда потратил на приобретение небольшого 
(миньон) рояля «Стейнвей» для дочери Люд-
милы. Инструмент через три месяца доставили 
морем [1, с. 215]. 

Н. Н. Семёнов и Саратовский университет

Родившись в Саратове и проведя детские 
годы на саратовской земле, Николай Никола-
евич Семёнов всегда тепло принимал гостей 
из родного города, сотрудников физического и 
химического факультетов СГУ, приезжавших 
на стажировку в Институт химической физики 
и на возглавлявшуюся им кафедру химической 
кинетики Московского государственного уни-
верситета. С помощью Семёнова в 1950-х гг. на 
физическом факультете был «налажен» выпуск 
специалистов по химической физике, наиболее 
талантливые из которых продолжили обучение 
в аспирантуре у Семёнова в Москве, а затем 
трудились в Институте химической физики Ака-
демии наук. Среди них Александр Михайлович 
Чайкин, соавтор совместного с Н. Н. Семёновым 
открытия «Явление энергетического разветвле-
ния цепей в химических реакциях» (приоритет 
от 1962 г.), ведущие доктора наук Валерий Пав-
лович Балахнин, Владимир Иванович Веденеев, 
Евгений Евгеньевич Никитин…

6 Нобелевские мероприятия подробно описал рос-
сийский нобелевский лауреат по физике 1958 г. И. Е. Тамм 
в выступлении «О торжественной церемонии в Швеции» 
[3, с. 320–322].
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В начале октября 1983 г. Н. Н. Семёнов с 
небольшой делегацией Института химической 
физики приезжал в Саратовский универси-
тет (см. подробнее [6]). В ее состав входили 
член-корреспондент (впоследствии академик) 
Академии наук СССР Александр Евгеньевич 
Шилов, супруга Николая Николаевича канди-
дат (впоследствии доктор) химических наук 

Защита дипломной работы А. М. Чайкиным в Саратовском университете, 1952 г.

Н. Н. Семёнов и В. И. Вардугин в Барвихе, 
июнь 1983 г.

Встреча Н. Н. Семёнова на Саратовском 
вокзале, октябрь 1983 г. (на фото – автограф 

Н. Н. Семёнова) 

Лидия Григорьевна Щербакова-Семёнова, кан-
дидат технических наук Антонина Федоровна 
Абашкина, помощник Н. Н. Семёнова Павел 
Семёнович Костиков. 

Этот приезд имел интересную предысторию, 
связанную с написанием саратовским писате-
лем, журналистом и краеведом Владимиром 
Ильичем Вардугиным повести о Н. Н. Семёнове 
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«Тайна огня» [10]7. Любезно приглашенный в 
Москву для бесед с академиком в июне 1982 г., 
Вардугин в течение года собирал дополнитель-
ные материалы, связанные в основном с дет-
скими и юношескими годами Семёнова: ездил в 
Широкий Буерак, где провел детство Семёнов, 
работал в архивах, просматривал старые газеты, 
получил воспоминания от сестры Семёнова Ксе-
нии Николаевны, проживавшей в Краснодаре. 
В июне 1983 г. он повез книгу в Барвиху, где 
отдыхал Семёнов. 

Первого октября 1983 г. делегацию Инсти-
тута химической физики руководители города 
встретили цветами на вокзале, а затем в течение 
трех дней показывали город, знакомили с ис-
следовательскими институтами, Радищевским 
художественным музеем, панорамой города со 
стороны Волги. В Увеке Николай Николаевич 
обратил внимание на горящий газовый факел, 
называемый в народе «Лисий хвост», и высказал 
замечание словами Д. И. Менделеева: «Что же вы 
тут ассигнации-то сжигаете?». 

Однажды Семёновы подошли к бюсту 
дважды Героя Социалистического Труда Нико-
лая Николаевича Семёнова, установленному на 
пересечении улиц Астраханской и Вавилова… 

Вместо заключения. 

Есть пророк в своем Отечестве!

Получение Нобелевской премии в 1956 г. 
существенно укрепило тогдашнее общественное 
положение Николая Николаевича, добавив ему 
дополнительные обязанности в Академии наук 
СССР и как депутату Верховного Совета СССР. 
В течение 13 (!) лет перед этим ему пришлось 
терпеливо нести бремя бесплодных дискуссий 
с упорными противниками его теории цепных 
разветвленных реакций в Московском универ-
ситете8. 

7 Название книги перекликается с содержанием тео-
рий, которые разработал Семёнов. Начальный же эпизод 
книги (описание пожара) тоже не случаен: в день рожде-
ния Семёнова, как выяснил Вардугин, в городе пожар и 
случился!

8 По общему признанию, Семёнов был доброжела-
тельным человеком. Он помогал многим, кто обращался к 
нему за помощью по различным вопросам. И даже в сво-
ем оппоненте мог разглядеть симпатичные для себя черты 
(например, умение поддерживать интересную беседу на 
разные темы). Такого человека после острой дискуссии 
он мог подвезти на своем автомобиле, чтобы послушать 
его вне пределов научного спора.

«Директором Н.Н. был совершенно необычным, – 
писал Ю. Б. Харитон. – Если у кого-нибудь появлялась 
свежая идея, он радовался этому и всячески помогал ее 
реализовывать. – вот это его качество много давало все-
му делу. Все его очень любили и уважали. Все время, что 

Подвергался Семёнов и серьёзной государ-
ственной «опале», будучи отстраненным от атом-
ной программы незадолго до испытательного 
взрыва первой атомной бомбы. 

Тем не менее его жизненный путь увенчали 
две звезды Героя Социалистического Труда, 
9 орденов Ленина (высшая награда СССР), орден 
Октябрьской революции (второй по значимости 
советский орден), орден Трудового Красного 
Знамени, медали. Он получил Ленинскую и две 
Сталинские премии. Под руководством Н. Н. Се-
мёнова химическая физика пережила настоящий 
расцвет. Тематика исследований возглавляемого 
Н. Н. Семёновым Института химической физики 
постоянно обогащалась и сопровождалась прак-
тическими плодами (в частности, и в области 
синтеза полимеров). Появился филиал Института 
химической физики в Подмосковье – Институт 
проблем химической физики в Черноголовке, 
который стал образующим для Научного центра 
РАН в этом наукограде9.

Семёнов был одновременно и благодарным 
учеником, и умелым руководителем для моло-
дых. Он всегда с признательностью отзывался 
и о В. И. Кармилове, и об академике Абраме 
Федоровиче Иоффе, который увлек его в уни-
верситетские годы «эрудицией в новой физике, 
фейерверком своих идей, своим научным стрем-

я работал с Н. Н., я его просто боготворил» [3, с. 437]. 
И еще у него была симпатичная привычка называть 

некоторых друзей и молодых людей ласковыми именами. 
В переписке, например, с П. Л. Капицей, он называл его 
«Петенькой», хотя тот в ответ обращался к нему как «Коль-
ка» [3]. Ласковыми именами он называл при беседе и двух 
«милых собутыльников» («терминология» одного из них), 
заявившихся к нему после некоего «празднования» («из-
лишне розовыми» и с расстройством навыков фотографи-
рования) брать интервью накануне его 90-летия в 1986 г. 
«Научный обозреватель» в стиле «заезженной пластинки» 
донимал академика и нобелевского лауреата вопросом: «В 
детстве Вы пасли гусей?» Одетый с иголочки (пиджак с 
многочисленными наградами «без дела» висел на сосед-
нем стуле), дворянин по происхождению, Николай Нико-
лаевич тонко поставил вопрошающего на место. О таких 
деталях «визита к нобелевскому лауреату» «Фотограф» 
поведал уже в постсоветское время, в 2000-е годы. А в 
1986–1987 гг. целью визита к академику называлось вы-
сокое желание «сделать снимок человека, достойно про-
жившего на земле». Действительно, одни из последних 
прижизненных фотографий Николая Николаевича были 
сделаны тогда. В более поздней же и неоднократно повто-
ренной публикации «Фотографа» встречаются различные 
пассажи, не соответствующие элементарным нормам при-
личия, за которые становится стыдно за их автора.

9 И не под влиянием ли, в частности, этих успе-
хов Первый секретарь ЦК КПСС Н. С. Хрущев в начале 
1960-х гг. «усовершенствовал» ленинскую формулу «Ком-
мунизм есть советская власть плюс электрификация всей 
страны» таким «дополнением»: «плюс химизация народ-
ного хозяйства»?
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лением проникнуть в самую глубь механизма 
явлений природы». Николай Николаевич создал 
и свою блестящую научную школу. Среди его 
ближайших сотрудников и учеников были ака-
демики В. В. Воеводский, В. И. Гольданский, 
Н. С. Ениколопов, Я. Б. Зельдович, Д. Г. Кнорре, 
В. Н. Кондратьев, М. А. Садовский, Ю. Б. Ха ритон,
А. И. Шальников, А. Е. Шилов, Н. М. Эмануэль, 
А. Б. Налбандян и многие другие.

В 1991 г. Российской академией наук был уч-
реждена памятная золотая медаль имени Н. Н. Се -
мёнова, вручаемая один раз в пять лет за выда-
ющиеся научные достижения в области химии.

Неустаревающая значимость идей Н. Н. Се-
мёнова для развития современной науки была в 
очередной раз подтверждена в дни работы Меж-
дународного научного форума «Современные 
проблемы химической физики», посвященного 
120-летию со дня рождения великого россий-
ского ученого. Форум проводился 14–15 апреля 
2016 г. в Московском университете по решению 
Президиума РАН. Дополнительную значимость 
ему придали приветствия участникам, прислан-
ные Президентом России В. В. Путиным и пред-
седателем правительства РФ Д. А. Медведевым. 

Выступавшие на форуме отдали дань ака-
демику Семёнову как создателю отечественной 
школы химической физики, как одному из руко-
водителей Атомного проекта СССР, как научному 
провидцу, предсказавшему значимость таких про-
блем, как разработка возобновляемых источников 
энергии, создание твердого ракетного топлива, 
использование солнечной энергии, мониторинг 
состояния климата. При обсуждении перспектив 
исследований, основанных на продолжении идей 
Н. Н. Семенова, участники форума обращались 
к таким проблемам, как горение и взрывы, эф-
фективная солнечная энергетика, биофотоника, 
самоорганизация в полимерных системах, пер-
спективы создания многокомпонентных мате-
риалов, необычные «запутанные» магнитные 
и электронные свойства полифункциональных 
нитрозильных комплексов железа10 [11].

Заключительный аккорд «семёновского» года 
«прозвучал» 23 декабря 2016 г. в Черноголовке. В 
этот день на центральной площади города – пло-
щади имени Ф. И. Дубовицкого – состоялось от-

10 Видеоотчет о Международном научном форуме 
«Современные проблемы химической физики» размещен 
на сайте видеоархива МГУ: http://media.msu.ru/?cat=429.

крытие масштабного, многопланового памятника 
основателям Черноголовки – академику Николаю 
Николаевичу Семёнову и первому уполномочен-
ному Президиума Академии наук по научному 
центру в Черноголовке, члену-корреспонденту 
Академии наук Федору Ивановичу Дубовицкому. 

Как отмечал академик А. Е. Шилов, «уме-
ние предвидеть роль физики в развитии химии 
XX века, осознать исключительную роль био-
логии в будущем развитии химии, способность 
самому погружаться в решение важнейших про-
блем, воодушевлять учеников и сотрудников – все 
это характеризует Н. Н. Семёнова как уникальное 
явление в отечественной и мировой науке» [12].
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The article is dedicated to the 60th anniversary of obtaining the 
Nobel Prize in Chemistry by greatest Russian scientist Nikolai N. 
Semenov. The stages of life's journey of N. N. Semenov to the 
highest international scientific distinctions and the characteris-
tics of his personality are early fascination with science, brilliant 
successes, a rare insight in the formulation of topical scientific 
problems, wonderful, "Nobel" experiment, initially disputed by a 
qualified reviewer, deep theoretical understanding of experimental 
studies, the discovery of a new mechanism for ignition and explo-
sion, including an atom explosion, creation of a scientific basis 
for a new branch of science – chemical physics, advocating the 
new theory, and personal dignity. We also tell about the Nobel 
festivities in Stockholm in 1956.
Key words: Academician Nikolai Semenov, Nobel Prize.
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