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Спектроскопия комбинационного рассеяния света (КРС) является информативной эксперимен-
тальной методикой исследования свойств как твердотельных, так и биологических объектов. В на-
стоящей работе методом спектроскопии КРС изучены процессы растворения нанокристаллов крем-
ния (нк-Si) при их инкубации в фосфатном солевом буфере (PBS) 37◦С, и с клетками карциномы
груди человека BT474. Водные суспензии кремниевых наночастиц (КНЧ) диаметром <90 нм полу-
чены измельчением массивов пористых нанонитей кремния. На микрофотографиях сканирующей
и просвечивающей электронной микроскопии видно, что нанонити и КНЧ состоят из мелких нк-Si
и пор. Показано, что при инкубации наночастиц в PBS и в клетках наблюдается низкочастот-
ный сдвиг максимума и уширение стоксовой компоненты спектра КРС КНЧ, появление сигнала
от аморфной фазы кремния, падение интенсивности, а затем и полное исчезновения сигнала, что
свидетельствует об уменьшении размеров, а затем и полном растворении нк-Si. Представленные
в работе результаты перспективны для разработки биодеградируемых систем доставки лекарств на
основе КНЧ.
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ВВЕДЕНИЕ

Пористый кремний (ПК) представляет собой матери-
ал с уникальными физико-химическими и биологиче-
скими свойствами. Данный материал может быть изго-
товлен как методами «сверху вниз» из объемного крем-
ния, так и методами «снизу вверх» из атомов кремния
и молекул на основе кремния. ПК состоит из пересе-
кающихся кремниевых нанокристаллов (нк-Si) и пор.
При этом размер нк-Si и пор, а также морфологию по-
верхности ПК можно варьировать в процессе его полу-
чения и последующей обработки [1]. Наиболее широ-
ко применимым является способ получения пленок ПК
методом электрохимического травления подложек кри-
сталлического кремния (c-Si) в растворах плавиковой
кислоты (HF) [2]. Метод металл-стимулированного хи-
мического травления используется для получения на
подложке c-Si массивов кремниевых нанонитей [3]. Та-
кие кремниевые нанонити, как показано, также имеют
пористую структуру, если в качестве материала для
травления используется высоколегированный c-Si [4].

Пористые кремниевые наночастицы (КНЧ) могут из-
готавливаться из пленок ПК и массивов кремние-
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вых нанонитей с помощью механического измельче-
ния в шаровой мельнице или измельчения ультра-
звуком [5]. Одним из наиболее перспективных при-
ложений КНЧ является их биомедицинское примене-
ние. КНЧ, благодаря их свойству фотолюминесценции,
можно использовать для визуализации клеток и тка-
ней [6, 7]. Свойства КНЧ фотосенсибилизации син-
глетного кислорода [8], соносенсибилизации [9, 10],
и сенсибилизации гипертермии, вызванной радиоча-
стотным (RF) излучением [11, 12], как показано, мо-
гут использоваться для уничтожения раковых клеток
in vitro и in vivo.

Уникальной особенностью наноструктур на осно-
ве кремния является их биосовместимость — низкая
токсичность in vitro и in vivo, и биодеградация —
полное растворение нк-Si до нетоксичной кремние-
вой кислоты при взаимодействии с живыми системами
[13, 14]. Недавно было показано, что биодеградацию
КНЧ, сопровождающуюся выходом из пор наночастиц
лекарств, можно наблюдать непосредственно в живых
клетках по изменениям их спектров комбинационного
рассеяния света [14, 15].

Комбинационное рассеяние света (КРС), также на-
зываемое Рамановским рассеянием, представляет со-
бой процесс неупругого рассеяния света молекулами
вещества. В случае твердотельных структур на основе
кремния – сигнал КРС обусловлен рассеянием света
оптическими фононами в решетке c-Si. Спектроскопия
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КРС появилась более 80 лет назад и с тех пор широко
используется во многих прикладных областях физи-
ки, химии и биологии, поскольку является эффектив-
ным неразрушающим методом анализа, изучения со-
става и строения веществ.

Метод КРС может использоваться для изучения
квантово-размерных эффектов в кремниевых нанокри-
сталлах, в том числе при их растворении [16]. Дей-
ствительно, для количественного определения диамет-
ра нк-Si используется модель сильного пространствен-
ного ограничения оптических фононов в них. Су-
ществует несколько теоретических моделей, описы-
вающих данный эффект. Наиболее широко исполь-
зуемой является феноменологическая (Гауссова) мо-
дель ограничения, которая была впервые предложена
H.Richter [17] для сферических частиц и расширена
I. Campbell и P. Fauchet [18] для цилиндрических ча-
стиц. Гауссова модель ограничения описывает ушире-
ние и красное смещение стоксовой компоненты в спек-
трах КРС нк-Si размеров 1–10 нм [17–20]. Примене-
ние данной модели дает количественную формулу для
определения диаметра нк-Si, D (в нанометрах), исходя
из значения сдвига положения максимума спектра ∆ω

(в см−1) относительно положения спектра c-Si [21, 22]:

D = 0.543

(

−∆ω

52.3

)

−0.63

(1)

В представленной работе с использованием метода
КРС детально изучены процессы растворения КНЧ,
полученных ультразвуковым измельчением кремние-
вых нанонитей, при различных временах их инкуба-
ции в модельной биологической жидкости на примере
фосфатного солевого буфера (PBS) 37◦С, и с клетками
карциномы груди человека BT474.

1. МЕТОДИКА

Получение кремниевых нанонитей

Пористые кремниевые нанонити были получены ме-
тодом металл-стимулированного химического травле-
ния пластин кристаллического кремния (c-Si) с кри-
сталлографической ориентацией поверхности (100) p-
типа проводимости с удельным сопротивлением 0.001
Ом*см. Перед травлением для удаления оксидного
слоя с поверхности c-Si, пластины погружались на
1мин в 5M раствор HF. Затем проходил двухэтапный
процесс металл-стимулированного химического трав-
ления. На первом этапе использовался раствор, пред-
ставляющий собой смесь 0.02М AgNO3 и 5М HF
в соотношении 1:1, в который помещались образцы
на 30–60 с для осаждения на поверхность кремние-
вой пластины наночастиц серебра. На втором этапе,
пластина c-Si с осажденными наночастицами сереб-
ра погружалась на 60мин в раствор 30% H2O2:5M
HF (1:10). По окончании процесса травления наноча-
стицы серебра удаляли погружением пластин в 35%-й

раствор HNO3 на 15мин. Затем полученные образцы
промывались деионизованной водой (Millipore) и высу-
шивались на воздухе.

Получение кремниевых наночастиц

Кремниевые наночастицы (КНЧ) были получены
ультразвуковой диспергацией в воде массивов пори-
стых нанонитей кремния. Для этого пластины c-Si со
слоем нанонитей на поверхности погружались в уль-
тразвуковую ванну на 4 часа при комнатной темпера-
туре (Elmasonic US bath 37 КГц). После ультразву-
кового воздействия полученные растворы наночастиц
седиментировались в течение 24 часов для удаления
крупных не перемолотых нанонитей, а полученный су-
пернатант использовался в экспериментах.

Изучение структурных свойств кремниевых нанонитей
и наночастиц

Структурные свойства образцов пористых нанони-
тей кремния изучались на сканирующем электрон-
ном микроскопе (СЭМ) Zeiss ULTRA 55 FE-SEM.
Структурные свойства КНЧ изучались на просвечива-
ющем электронном микроскопе (ПЭМ) (LEO912 AB
OMEGA). Для получения изображений ПЭМ 1мкл
суспензии наночастиц наносили на стандартные золо-
тые сеточки с углеродным покрытием, и высушивали
на воздухе. Для получения распределения нк-Si по
размерам изображения ПЭМ обрабатывались с помо-
щью программного обеспечения Image J Software.

Инкубация кремниевых наночастиц
в натриево-фосфатном буфере

Для изучения растворения КНЧ в модельной жид-
кости на примере натрий-фосфатного буфера (PBS),
наночастицы были переведены центрифугированием
в раствор PBS. Затем 3мл наночастиц концентраци-
ей 0.5 мг/мл помещались в диализный мешок (диа-
метр пор — 4.5 кДа), который в свою очередь был по-
мещен в раствор PBS емкостью 1 л. Инкубация про-
исходила при температуре 37◦С (термошкаф Binder
FD 23). Такие условия моделируют нахождение на-
ночастиц в живых системах, поскольку сквозь поры
диализного мешка осуществляется интенсивный обмен
ионами с окружающей наночастицу средой, аналогич-
но тому, как это происходит в клетках через цитоплаз-
матическую мембрану. Для измерения спектров КРС
20мкл суспензии КНЧ высушивали на металлической
Ti пластине. Спектр снимался в 10 различных точках
образцов и усреднялся.
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а б

Рис. 1: Микрофотографии СЭМ массива пористых нанонитей кремния, вид сверху (a) и сбоку (б). Шкала равна 1 мкм

Условия культивирования клеток, инкубация
кремниевых наночастиц с клетками

В экспериментах in vitro использовали клетки линии
рака молочной железы BT474, полученные из Всерос-
сийской коллекции клеточных культур (Институт ци-
тологии РАН, Санкт–Петербург). Клетки культивиро-
вали в среде DMEM/F12 (Sigma) с добавлением 10 %
эмбриональной телячьей сыворотки (Gibco), 80 мкг/мл
гентамицина сульфата (Sigma), 20мкг/мл дифлюкана
(Pfizer) при 37◦С, в условиях 5% содержания СО2

в воздухе. При введении КНЧ, плотность клеточной
культуры составляла 40 тыс./см2. КНЧ были переведе-
ны центрифугированием в культуральную среду, и за-
тем в концентрации 0.1 мг/мл вводились к клеткам,
и затем через 6 и 24 часа инкубации происходила фик-
сация клеток формальдегидом.

Изучение растворения кремниевых наночастиц в PBS
и живых клетках методом КРС

Для изучения растворения КНЧ при их инкуба-
ции в PBS или в клетках BT474 использовался
конфокальный микро–спектрометр КРС ConfotecTM

MR350, укомплектованный оптическим микроско-
пом Olympus, монохроматором–спектрографом Черни–
Тернера MS3504i и охлаждаемой ПЗС-камерой
ANDOR iVAC DR-324B-FI. Для получения спектров
КРС высушенных суспензий КНЧ использовали объек-
тив 50× (Zeiss 50×: N.A. 0.65, W.D. 1.6 мм), для сня-
тия спектров КРС в клетках использовали водоимер-
сионный объектив 64× (Zeiss 64×: N.A. 0.90, W.D.
2.4 мм). Лазерный луч (диодный лазер Integrated optics
0 633L-21A с длиной волны излучения 633 нм) фоку-
сировался на образец объективом в пятно размером
около 0.5 мкм. Средняя мощность лазерного возбужде-
ния составляла 0.1 мВт, время накопления составляло

120 с и 60 с для спектров КРС КНЧ, после инкуба-
ции в натриево-фосфатном буфере и в клетках, соот-
ветственно. Спектр снимался в 10 различных точках
образцов и усреднялся.

2. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ
И ОБСУЖДЕНИЕ

Структурные свойства кремниевых нанонитей

На рис. 1, а, б представлены микрофотографии СЭМ
массивов кремниевых нанонитей, синтезированных
с использованием методики металл-стимулированного
химического травления пластин c-Si, вид сверху и сбо-
ку. Согласно представленным изображениям, образ-
цы имеют пористую структуру и представляют со-
бой вытянутые вдоль кристаллографического направ-
ления [100] нитеобразные структуры диаметром около
200 нм и длиной 10мкм.

Структурные свойства кремниевых наночастиц

КНЧ получали измельчением пористых нанонитей
кремния в воде в ультразвуковой ванне. На рис. 2
представлена микрофотография ПЭМ КНЧ.

Видно, что при ультразвуковом измельчении полу-
чаются нерегулярные по форме пористые наночастицы
кремния. Такие КНЧ состоят из мелких нанокристал-
лов кремния (нк-Si), о чем свидетельствует наличие
ярких колец в дифракционной картине (см. вставку
к рис. 2), и пор.

На рис. 3 представлена гистограмма зависимости
числа КНЧ от их размера, полученная обработкой
изображения ПЭМ. Согласно полученным данным, ли-
нейный размер КНЧ варьировался от 7 до 90 нм.
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500 нм

Рис. 2: Микрофотография ПЭМ КНЧ, на вставке в правом
верхнем углу представлена картина дифракции картина элек-
тронов от КНЧ

Рис. 3: Гистограмма зависимости числа КНЧ от их размера

Изучение растворения кремниевых наночастиц в PBS
методом комбинационного рассеяния света

Спектр КРС свежеприготовленных КНЧ (рис. 4) ха-
рактеризуется наличием узкого интенсивного пика на
частоте 520.5 см−1 (штрихованная линия на рисунке),
соответствующей продольным колебаниям оптических
фононов (TO) в кристаллической решетке кремния.

Спектры КРС КНЧ, полученные после 1, 6 и 24 ча-
сов инкубации в PBS в диализном мешке, представле-
ны на рис. 5.

Штрихованными линиями представлена деконволю-
ция спектра КРС КНЧ после одного часа инкубации
в PBS.

Рис. 4: Спектр КРС свежеприготовленных КНЧ

Рис. 5: Спектры КРС КНЧ при их инкубации в PBS 37◦С
в течение 1, 6, 24 часов

В спектрах КНЧ после 1 и 6 час. инкубации в PBS
наблюдается, по сравнению с начальным спектром (см
рис.4), низкочастотный сдвиг максимума, уширение
спектра, а также появление плеча на 480 см−1, со-
ответствующего рассеянию света в аморфном крем-
нии [23]. Рассчитанный по положению максимума диа-
метр D нк-Si (см. формулу (1)), составлял: ∼ 4.6нм
после одного часа инкубации; ∼ 3.6нм после 6 часов.

Для спектра, соответствующего 1 часу инкубации,
проведена деконволюция: разложение спектра на кри-
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a

б

Рис. 6: Оптические микрофотографии клеток BT474 с КНЧ (черные точки) и спектры КРС КНЧ при их инкубации с клетками
в течение 6 (а) и 24 (б) часов. Красными квадратами обведены КНЧ, из которых были получены соответствующие сигналы
КРС. Шкала на микрофотографиях слева равна 10мкм

сталлическую и аморфную составляющие, которые ап-
проксимированы лоренцианом и гауссианом, соответ-
ственно. Рассчитанные значения интегральных интен-
сивностей сигналов позволили определить процент-
ное соотношение кристаллической (38%) и аморфной
(62%) кремниевой фазы в КНЧ.

Представленные выше данные позволяют утвер-
ждать о растворении КНЧ при их инкубации в ука-
занных условиях в PBS. Более того, отсутствие сиг-
нала КРС после 24 часов инкубации свидетельствует
о полном растворении наночастиц.

Изучение биодеградации кремниевых наночастиц при
инкубации с клетками BT474 методом комбинационного

рассеяния света

Спектры КРС наночастиц, полученные после 6 и 24
часов инкубации с клетками BT474, а также оптиче-
ские микрофотографии клеток с наночастицами, пред-
ставлены на рис. 6.

Согласно представленным микрофотографиям, КНЧ
после 6 часов инкубации локализуются на мембране

клеток. При этом положение максимума спектра КРС
находится на частоте 518.7 см−1, что соответствует
диаметру D нк-Si ∼ 4.5нм. Отсутствие сигнала от
аморфной кремниевой фазы свидетельствует о медлен-
ном процессе растворения наночастиц.

После 24 часов инкубации, КНЧ наблюдаются на
микрофотографиях преимущественно на периферии
ядер клеток. Наблюдается падение интенсивности,
низкочастотный сдвиг максимума и уширение сигнала
КРС КНЧ по сравнению со спектром для 6 час. инкуба-
ции. Положение максимума спектра КРС на 517 см−1

соответствует диаметру D нк-Si ∼ 3.0нм. Стоит от-
метить также наличие в спектре КРС пика с макси-
мумом на 1002 см−1, который соответствует белкам
клетки, а именно ароматическому кольцу фенилала-
нина [24, 25]. При локализации наночастиц на мем-
бране клеток данный пик КРС не наблюдался (см рис.
6,а), что дополнительно свидетельствует об интерна-
лизации (проникновении внутрь клетки) КНЧ внутри
клеток в течение 6-24 часов инкубации. Доля раство-
рившихся наночастиц после их интернализации внут-
ри клеток рассчитывалась из значений интегральных
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интенсивностей сигналов КРС КНЧ после 6 и 24 ча-
сов инкубации, и составила 92%. Полученные данные
позволяют утверждать о биодеградации КНЧ внутри
клеток.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

КРС-спектроскопия является эффективным методом
мониторинга размеров нанокристаллов кремния в про-
цессе их взаимодействия с биологическими объектами.
В настоящей работе водные суспензии кремниевых на-
ночастиц диаметром 7-90 нм были получены измель-
чением массивов пористых нанонитей кремния. Мето-
дом просвечивающей электронной микроскопии пока-
зано, что полученные КНЧ состоят из мелких нк-Si
и пор. Методом КРС изучены процессы растворения
нк-Si при их инкубации в фосфатном солевом буфере
(PBS), 37◦С и с клетками карцинома груди человека
BT474. Показано, что при инкубации КНЧ в течении
1–24 часов в PBS в их спектрах КРС, по сравнению
с начальным спектром, наблюдается низкочастотный
сдвиг максимума, появление сигнала от аморфной фа-
зы кремния, падение интенсивности, а затем и полное

исчезновения сигнала, что свидетельствует об умень-
шении размеров, а затем и полном растворении нк-
Si. При инкубации с клетками, наночастицы в пер-
вые 6 часов локализуются преимущественно на кле-
точной мембране. После 24 часов инкубации с клет-
ками, КНЧ локализуются на периферии ядер клеток,
при этом происходит низкочастотный сдвиг максиму-
ма сигнала КРС, появление аморфной кремниевой фа-
зы, падение интенсивности сигнала, что указывает на
биодеградацию нк-Si. Полученные результаты перспек-
тивны для разработки биодеградируемых систем до-
ставки лекарств на основе пористых кремниевых на-
ночастиц.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РФФИ в рамках научного проекта № 19-32-90122,
и РНФ № 19-72-10131. М.Б. Гонгальский благода-
рит грант президента РФ для молодых ученых (MK-
3813.2019.2). Исследования У.А. Цуриковой были под-
держаны грантом Фонда развития теоретической физи-
ки и математики «БАЗИС».
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Raman spectroscopy for monitoring the dissolution of silicon nanocrystals in model liquids
and living cells

D.E. Maksutova1, U.A. Tsurikova1, M.B. Gongalsky1, Y.V. Evstratova1,2, A.A. Kudryavtsev1,3,
L.A.Osminkina1,3,a
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Raman spectroscopy is an informative experimental technique for studying the properties of both solid-state and biological
objects. In this work, the Raman scattering method was used to study the dissolution of silicon nanocrystals (nc-Si) during their
incubation in phosphate buffered saline (PBS) at 37 ◦C, and with BT474 human breast carcinoma cells. Aqueous suspensions
of silicon nanoparticles (SiNPs) with a diameter <90 nm were obtained by grinding arrays of porous silicon nanowires. The
microphotographs of scanning and transmission electron microscopy show that nanowires and SiNPs consist of small nc-Si and
pores. It was shown that incubation of nanoparticles in PBS and in cells results in a low-frequency shift of the maximum and
broadening of the Stokes component of the Raman spectrum of SiNPs, the appearance of a signal from the amorphous silicon
phase, a decrease in the intensity, and then complete disappearance of the signal, which indicates a decrease in the size, and then a
complete dissolution of nc-Si. The results presented in this work are promising for the development of biodegradable drug delivery
systems based on SiNPs.
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Keywords: silicon nanocrystals, Raman spectroscopy, porous silicon nanoparticles, dissolution, biodegradation.
Received 18 November 2020.

Сведения об авторах

1. Максутова Дарья Едиловна — студент; тел.: (495) 939-48-37, e-mail: maksutova.de16@physics.msu.ru.

2. Ульяна Александровна Цурикова — аспирант; тел.: (495) 939-48-37, e-mail: natashina78@yandex.ru.

3. Яна Владимировна Евстратова — аспирант ИТЭБ РАН; тел.: (496) 773-94-74, e-mail: yannaevstratova@gmail.com.

4. Андрей Александрович Кудрявцев — вед. науч. сотрудник ИТЭБ РАН; тел.: (496) 773-94-74, e-mail: centavr42@mail.ru.

5. Максим Брониславович Гонгальский — канд. физ.-мат. наук, науч. сотрудник, тел.: (495) 939-48-37,
e-mail: mgongalsky@gmail.com.

6. Любовь Андреевна Осминкина — канд. физ.-мат. наук, зав. лаб., ст. науч. сотрудник; тел.: (495) 939-48-37,
e-mail: osminkina@physics.msu.ru.

УЗФФ 2021 2120501–7


