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К настоящему времени спектроскопия комбинационного рассеяния света 
заняла прочное место среди других оптических методов исследования состава и 
строения вещества, его фононном спектре и механизмах электрон-фононного 
взаимодействия. Комбинационное рассеяние (КРС) обладает уникальным набо-
ром сильных сторон. КРС является бесконтактным, локальным, позволяет рабо-
тать с образцами различной конфигурации и фазового состава, и связи с этим в 
настоящее время широко применяется для исследования самых разнообразных 
объектов: от электронных компонент до сложных биологических систем. В свя-
зи с развитием такого биологического направления, как криоконсервация жи-
вых клеток и систем, разработка методов контроля состояния клеток в процессе 
замораживания с помощью спектроскопии комбинационного рассеяния, пред-
ставляется весьма актуальной и своевременной. 

Диссертационная работа Окотруба К. А. посвящена отработке методик ис-
следования замораживаемых биологических клеток методом спектроскопии 
комбинационного рассеяния света. Для резения этой задачи автором развита 
экспериментальная методика измерения спектров КРС от одиночных клеток в 
диапазоне температур от 100 до 300 К, получены и интерпретированы спектры 
спонтанного и резонансного КРС от замороженных клеток, разработанные ме-
тоды использованы для для исследования состояния замораживаемых эмбрио-
нов мыши. 

Диссертация изложена на 101 странице и включает 61 иллюстрацию, 2 таб-
лицы и список литературы из 143 источников. Текст работы разбит на введение, 
пять глав и заключение. 

Во введении обоснована актуальность диссертации, сформулированы цель 
и задачи, отражены научная новизна и практическая значимость полученных 
результатов. 

В первой главе приводится краткий литературный обзор, здесь рассмотре-
ны современные подходы криоконсервации биологических клеток, эксперимен-
тальные подходы для исследования протекающих при замораживании клеток 
процессов. Обсуждается методика спектроскопии комбинационного рассеяния 
света и особенности её применения к сложным биологическим объектам. 

Во второй главе подробно описаны разработанные автором эксперимен-
тальные методики получения спектров КРС замораживаемых биологических 
клеток в широком температурном интервале (от 100 до 300 К). Особое внима-
ние уделено оптической схеме созданного диссертантом стенда для микроско-
пии биологических объектов при низких температурах, коррекции функции 



пропускания и стабильности фокусировки. Представлены результаты численно-
го моделирования аппаратной функции конфокального микроскопа для оценки 
его пространственного разрешения. Описаны оптические криостаты и кюветы, 
использованные в исследовании, особое внимание уделено вакуумному крио-
стату, разработанному при непосредственном участии диссертанта и использо-
вавшемуся в экспериментах с дрожжевыми клетками. Обсуждается спектр КРС 
от дрожжевой клетки, измеренный при комнатной температуре, выполнена ин-
терпретация основных спектральных пиков.  

Третья глава посвящена исследованию спектральных особенностей в спек-
трах КРС, обнаруженных автором при замораживании клеток. Представлены и 
обсуждены результаты исследования распределения продуктов эвтектической 
кристаллизации в замораживаемом препарате. Обнаруженные дополнительные 
спектральные линии убедительно интерпретированы как проявление вклада 
гидрогалита (NaCl·2H2O).  

В четвертой главе диссертации приведены результаты исследования заря-
дового состояния цитохромов в замораживаемых клетках. Кратко обсуждается 
роль цитохромов в клеточном метаболизме, их участие в окислительно-
восстановительных реакциях в рамках электрон-транспортной цепи. Обсужда-
ется вопрос фотовыцветания линий цитохромов в спектре резонансного КРС. 
Показано, что кинетика фотовыцветания может быть описана затухающей экс-
понентой, параметры которой отражают баланс между окисленными и восста-
новленными цитохромами под действием излучения. Определена зависимость 
кинетики фотовыцветания линии РКРС цитохромов от мощности излучения; 
показано, что процесс фотовыцветания цитохрома проходит с участием двух 
фотонов. Исследованы температурные зависимости параметров, характеризую-
щих фотовыцветание линий, и показано, что особенность при –15°C связана с 
образованием льда в образце. 

Пятая глава посвящена использованию разработанных подходов для иссле-
дования замораживаемых преимлантационных эмбрионов мыши и измерению 
количества ДНК в ядрах клеток. Предложен метод оценки концентрации крио-
протекторного раствора в замораживаемом препарате. Показано, что метод КРС 
позволяет отслеживать состояние липидных структур непосредственно в замо-
раживаемых клетках; в частности, наблюдался фазовый переход липидов в бо-
лее упорядоченное состояние геля. Приобретенный опыт экспериментов с био-
объектами и широкие возможности модификации разработанного стенда мик-
роспектроскопии КРС использованы для решения задачи измерения спектра от 
клеточных ядер; на примере ядер клеток крови четырех видов показано, что по 
данным спектроскопии КРС возможно измерение количества ДНК со стандарт-
ным отклонением, не превышающим 10 %. 

 



В качестве основных результатов работы следует отметить следующие: 
1. Разработка методики получения спектров КРС от замораживаемых дрожже-

вых клеток и их окружения. Обнаружение и исследование кинетики образо-
вания гидрогалита в окружении дрожжевых клеток при замораживании. 

2. Результаты исследования процессов выцветания линий резонансного КРС ци-
тохромов. Доказательство существования фотоиндуцированного механизма 
процесса окисления цитохромов с участием двух фотонов, наряду с естест-
венными окислительно-восстановительными реакциями, протекающими в 
клетке независимо от облучения. Установление связи скорости выцветания 
линий резонансного КРС цитохромов с образованием внеклеточного льда 
при –15°С.  

3. Определение температурной зависимости скорости естественных окисли-
тельно-восстановительных реакций цитохромов в замораживаемых клетках.  

4. Результаты применения спектроскоии КРС для исследования процессов, про-
текающих при замораживании преимплантационных эмбрионов мыши: из-
мерение локальной концентрации криопротектора в замораживаемом препа-
рате, определение фазового состояния липидов, зарядового состояния цито-
хромов и скорости выцветания линий цитохромов. 

5. Разработка методики измерения количества ДНК в ядрах клеток крови с точ-
ностью 10 % с помощью спектроскопии КРС.  

 
По работе имеются следующие замечания технического характера: 

1. В автореферате указано, что работа состоит из четырех глав, тогда как на са-
мом деле их пять. 

2. На стр. 20 отмечается, что многоканальные ПЗС детекторы и нотч фильтры 
позволяют значительно повысить чувствительность спектрального оборудо-
вания. Строго говоря, это не так. Чувствительность современных фото-
умножителей не хуже, чем у ПЗС матриц (и те, и другие работают в режиме 
счета одиночных фотонов); достоинством ПЗС матриц является значитель-
ное сокращение времени получения спектра. Нотч-фильтр реально даже не-
значительно снижает чувствительность спектрального оборудования, однако 
существенно уменьшает уровень шумов, вызываемых диффузным рассеяни-
ем света в приборе.  

3. На стр. 39 говорится о «линиях, относящихся к деформационным и валент-
ным колебаниям водорода». Вне контекста остается неясным, о каких коле-
баниях идет речь: обычно принято для валентных колебаний указывать 
связь, вдоль которой происходит колебание (то есть два атома), для дефор-
мационных колебаний – угол (три атома). 

4. На стр. 55 обсуждается «реакция цитохрома, поглотившего фотон и находя-
щегося возбужденном состоянии...». Сложно себе представить столь долго-
живущее возбужденное состояние, обеспечивающее участие двух фотонов 
при столь малых мощностях накачки. 



5. В тексте имеется также заметное количество стилистических и синтаксиче-
ских неточностей. 
Отмеченные недостатки не снижают общую ценность работы, сочетающей 

высокий экспериментальный уровень и квалифицированную интерпретацию 
результатов. 

Достоверность полученных результатов обеспечивается применением со-
временного спектрального оборудования, статистикой проведенных экспери-
ментов, тщательным анализом применяемых методик и источников возможных 
погрешностей измерений. 

Тема диссертационной работы соответствует паспорту специальности 
01.04.05 – оптика. Поставленные задачи решены, а цель диссертационной рабо-
ты достигнута. Основные результаты работы опубликованы в рецензируемых 
журналах, в том числе из списка ВАК, доложены на представительных россий-
ских и международных конференциях, хорошо известны специалистам. 

Содержание работ и автореферат соискателя соответствует основным по-
ложениям диссертации. 

Диссертация Окотруба К. А. «Исследование замораживаемых биологиче-
ских клеток методом комбинационного рассеяния света»» является законченной 
научной работой, содержащей решение актуальной задачи – разработке спек-
трального метода исследования замораживаемых биологических клеток и кон-
троля происходящих в них процессов. Работа полностью удовлетворяет всем 
требованиям «Положения о порядке присуждения научным работникам ученых 
степеней» для кандидатских диссертаций, а её автор, Окотруб Константин 
Александрович, заслуживает присуждения ему ученой степени кандидата физи-
ко-математических наук. 
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