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Развитие медицины и биологии тесно связано 

с наличием доступных методов быстрого 

анализа органических объектов. Одной из 

важных задач в этой области является быст-

рый анализ нуклеотидов ДНК. Существую-

щие подходы основаны на ферментативном 

секвенировании [1]. Оперативный анализ 

структуры ДНК необходим для применения 

современных методик лечения и диагностики 

заболеваний. В этой связи поиск альтерна-

тивных методов анализа структуры ДНК, а 

также развитие методов анализа и детектиро-

вания единичных органических молекул, яв-

ляется проблемой, требующей интенсивного 

изучения [2]. 

Одним из существенных факторов, огра-

ничивающих развитие новых методов анали-

за, является отсутствие высокочувствитель-

ных сенсоров единичных молекул, позво-

ляющих в режиме реального времени произ-

водить анализ образца. Эффективная техно-

логия изготовления таких сенсоров является 

междисциплинарной задачей, объединяющей 

в себе современную электронику, химию, 

физику, нанотехнологию и биоинженерию. 

Одним из перспективных направлений 

создания высокочувствительных сенсоров 

одиночных молекул является использование 

эффекта гигантского комбинационного рас-

сеяния света (ГКРС) [3]. Увеличение рассея-

ния молекул происходит за счет локального 

усиления электромагнитного поля вблизи 

металлических наноструктур на поверхности 

твердого тела, обусловленное взаимодейст-

вием падающего излучения с поверхностны-

ми плазмонами. Поверхностные плазмоны, 

усиливая локальное электромагнитное поле в 

нескольких нанометрах от поверхности, 

обеспечивают увеличение сечения комбина-

ционного рассеяния молекул вблизи поверх-

ности. Изучение свойств поляритонов, и по-

верхностных плазмонов в частности, интен-

сивно развивается в последнее время [4]. Так, 

при реализации металлических структур в 

виде антенн «bow tie» с характерными разме-

рами в несколько сантиметров эксперимен-

тально наблюдалось усиление электромаг-

нитного поля в микроволновом диапазоне 

длин волн [5]. При масштабировании разме-

ров структур в нанометровый диапазон про-

исходит сдвиг резонанса поверхностных 

плазмонов в область больших частот, что да-

ет возможность создания антенн, усиливаю-

щих электромагнитное излучение в оптиче-

ском диапазоне спектра, интересном с точки 

зрения детектирования молекул. 

Исследования единичных молекул мето-

дом комбинационного рассеяния, как прави-

ло, проводятся с использованием ансамблей 

металлических наночастиц. Существуют раз-

нообразные методы приготовления ансамбля 

наночастиц и методов присоединения иссле-

дуемых молекул к ним. Многочисленные ис-

следования показали, что усиление комбина-

ционного рассеяния в значительной мере за-

висит не только от размера и формы наноча-

стиц, но и от вида фрактальных структур, в 

которых формируются наночастицы. Напри-

мер, усиление ГКРС вблизи наночастицы из 

серебра оптимального размера редко превы-

шает величину 10
4
. В тоже время ГКРС мо-

лекулы, помещѐнной между двумя такими 

наночастицами, расстояние между поверхно-

стями которых сравнимо с молекулярными 

размерами, может превышать величину 10
10

. 

Исследование влияния формы структур на 

величину усиления электромагнитного поля 

и сечение рассеяния молекул является фун-

даментальной и нерешенной задачей. С дру-

гой стороны поиск параметров, обеспечи-

вающих максимальное увеличение сечения 

рассеяния, необходим для практического по-

строения высокочувствительных сенсоров. 

Существенным недостатком разработан-

ных методов исследования ГКРС (как для 

выяснения его механизма, так и для его при-

менения) является методика приготовления 

как самих наночастиц, так и их структуриро-

вание, необходимое для обеспечения макси-

мального эффекта ГКРС. Образование слож-

ных наноструктур, в большинстве сущест-

вующих методов, происходит с использова-

нием статистической самосборки, ограничи-

вающей возможные формы структур. 
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В Институте спектроскопии был предло-

жен альтернативный метод создания наност-

руктур произвольной формы на поверхности 

твердого тела на основе методов атомной 

оптики. Разработанный метод атомно-

проекционной литографии основан на ис-

пользовании атомной камеры обскура [6, 7]. 

В этом подходе геометрия создаваемых на-

ноструктур может варьироваться в широких 

пределах, с минимальным характерным раз-

мером создаваемых наноструктур до 30 нм. 

Стоит отметить, что разработанный метод 

позволяет создавать на поверхности твердого 

тела упорядоченные или хаотически распо-

ложенные структуры из широкого спектра 

материалов, включая органические. 

В данной работе будут представлены ре-

зультаты проведенных исследований оптиче-

ских наноантенн, созданных методом атом-

но-проекционной литографии, для зондиро-

вания одиночных атомов и молекул. Оптиче-

ские наноантенны различной геометрии, со-

стоящие из атомов золота и расположенные 

на поверхности стекла, характеризовались с 

помощью атомно-силового микроскопа. На 

рисунке 1 представлено полученное изобра-

жение наноантенн. 

Одной из важных характеристик оптиче-

ских наноантенн, для рассматриваемого при-

ложения, является степень резонансного уси-

ления падающего электромагнитного поля. 

Для того, чтобы получить соответствующую 

характеристику необходимо найти решения 

уравнений Максвелла в трехмерном про-

странстве, или экспериментально провести 

зондирование локального поля вблизи от-

дельной наноантенны. В ходе исследований 

проводилось решение уравнений Максвелла 

в трехмерном пространстве методом конеч-

ных разностей во временной области (FDTD) 

[8]. Расчеты проводились для наноструктур 

вида «bow tie» из атомов Au и Ag в широком 

диапазоне спектра возбуждающего излуче-

ния. В результате были получены значения 

параметров, определяющих оптические свой-

ства наноантен: (1) геометрические размеры 

структур, (2) форма структур, (3) параметры 

возбуждающего излучения (частота, поляри-

зация), (4) коэффициент усиления плотности 

электромагнитного поля, (5) пространствен-

ные размеры локализованного поля. Показа-

но, что атомно-проекционная литография 

позволяет создавать оптические антенны с 

коэффициентом усиления плотности элек-

тромагнитного поля вплоть до 5000. 

Рис. 1. Изображение структур из атомов 

Au на поверхности стекла в виде оптической 

антенны «bow tie». 

Исследование распределения ближнего 

поля лазерного излучения вблизи металличе-

ских наноструктур является отдельной зада-

чей микроскопии. Наиболее интересным вы-

глядит метод безапертурной микроскопии 

ближнего поля. В данном методе локальное 

распределение поля и его усиление анализи-

руется по рассеянию электромагнитного из-

лучения зондом атомно-силового микроскопа 

вблизи поверхности твердого тела. Макет 

такой экспериментальной установки в на-

стоящее время испытывается в Институте 

спектроскопии РАН. 

Основным результатом проведенных ис-

следований является демонстрация возмож-

ности создания оптических наноантенн с за-

данными характеристиками (геометрия, раз-

мер, оптические свойства), позволяющими их 

применение в качестве детекторов единич-

ных атомов и молекул. 
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Целью данной работы было изучить влияние 

фермента на адсорбированный на твердую 

подложку биополимер на примере модельной 

системы, где в качестве биополимера исполь-

зуется ДНК, а в качестве фермента – рест-

риктаза. Особенность задачи состоит в том, 

что молекулы ДНК прикреплены к поверхно-

сти за счет физической адсорбции и не могут 

свободно находиться в объеме. 

В работе использовалась коммерческая 

лямбда-ДНК компании Fermentas. Нанесение 

ДНК на слюду производили стандартным 

способом из раствора ДНК, содержащего од-

но- и двухвалентные катионы, после чего об-

разец промывали в дистиллированной воде в 

течение длительного времени [1]. 

АСМ-изображение молекул лямбда-ДНК 

приведено на рисунке 1. Это длинные коль-

цевые молекулы, контурная длина которых 

превышает 15 мкм. 

Обработку поверхности слюды с адсорби-

рованной ДНК проводили нанесением рас-

твора рестриктазы в рестриктазном буфере 

на подложку и его экспонированием в тече-

ние 20 минут, после чего поверхность про-

мывалась дистиллированной водой и высу-

шивалась. 

После рестриктазной обработки поверх-

ности на АСМ-изображении большинство 

молекул ДНК оказываются порезанными, 

причем в ряде случаев места разрезания хо-

рошо наблюдаются как прерывание контура 

адсорбированной молекулы (рис. 2). 

Измерив длины фрагментов ДНК после 

рестриктазной обработки, мы обнаружили 

хорошее совпадение длин с данными, пре-

доставленными производителем. Среднее 

отклонение от длин, известных по электро-

форезу, составило 6%, при этом на поверхно-

сти встречались как длинные фрагменты (бо-

лее 1500 нм), так и короткие (50 нм). 

Таким образом, показано, что рестриктаза 

взаимодействует с ДНК, адсорбированной на 

твердую подложку, так же, как в пробирке в 

объеме буферного раствора. 

 
Рис. 1. АСМ-изображение лямбда-ДНК, 

нанесенной на слюду. 

 

 

Рис. 2. АСМ-изображение адсорбирован-

ной ДНК после эскпонирования в раствор 

рестриктазы. 

Работа поддержана программой РФФИ 

грант 10-04-01574-а и грантом президента 

МК-5121.2010.2. 

Список использованной литературы: 

1. Hansma H.G., Laney D.E., Biophysical Jour-

nal, 70, 1933-1939 (1996). 
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АТОМНО-СИЛОВАЯ МИКРОСКОПИЯ ЧЕЛОВЕЧЕСКИХ 

СПЕРМАТОЗОИДОВ – МЕТОДИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ 

Д.В. Багров, М.Л. Семенова, Р.А. Шафеи, К.В. Шайтан 
Биологический факультет МГУ им. М.В. Ломоносова 

dbagrov@gmail.com 

Описание морфологии сперматозоидов явля-

ется важнейшим элементом в диагностике и 

лечении мужского бесплодия [1]. Традици-

онно для описания морфологии используется 

оптическая микроскопия. Однако с развити-

ем атомно-силовой микроскопии (АСМ) и 

расширением спектра ее применений для ис-

следования биологических объектов возни-

кает перспектива использования АСМ и оп-

тической микроскопии как взаимно допол-

няющих методик в исследовательских и ди-

агностических целях. В частности, в данной 

работе показано, что АСМ позволяет визуа-

лизировать особенности морфологии и 

структуры сперматозоидов с высоким про-

странственным разрешением. 

Цель данной работы состоит в том, чтобы 

развить методику исследования спермато-

зоидов на АСМ: подобрать оптимальный 

способ приготовления образца, тип кантиле-

вера и режим сканирования. Эксперименты 

проводились на микроскопе Solver BIO 

Olympus (ЗАО «НТ-МДТ»). 

Было показано, что суховоздушные пре-

параты спермы, традиционно используемые в 

клинической практике [1], покрыты слоем 

белка и поэтому оказываются малоинформа-

тивными при исследовании на АСМ. Фикса-

ция образца и последующая отмывка дистил-

лированной водой позволила избавиться от 

слоя белка и визуализировать элементы кле-

точной структуры (Рис. 1, 2). 

Кантилеверы из кремния лучше подходят 

для сканирования сперматозоидов, чем кан-

тилеверы из нитрида кремния, поскольку по-

следние искажают края клеток, резко высту-

пающие над подложкой. Это связано с боль-

шим углом при вершине. Наиболее качест-

венные изображения были получены в полу-

контактном (резонансном) режиме сканиро-

вания кремниевыми кантилеверами. 

Проведенные эксперименты являются ме-

тодической основой планируемой работы по 

выявлению действия различных физических 

и химических факторов на морфологию 

сперматозоидов. 

 

Рис. 1. Изображение сперматозоидов, по-

лученное в полуконтактном режиме. Цвет 

отражает амплитуду колебаний кантилевера 

в каждой точке. 

 

Рис. 2. Увеличенное топографическое 

изображение сперматозоида, полученное в 

полуконтактном режиме. Виден край акро-

сомы. 

 

Список литературы: 

1. Брагина Е.Е., Абдумаликов Р.А., Руково-

дство по сперматологии, М., СОРЕК, 2002. 

 

Работа выполнена при поддержке ФЦП «На-

учные и научно-педагогические кадры инно-

вационной России» на 2009 – 2013 годы. 
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Каркасная нить паутины привлекает интерес 

исследователей из-за сочетания исключи-

тельных механических свойств и высокой 

биосовместимости. Каркасная нить состоит 

из двух белков, спидроинов 1 и 2,  обладаю-

щих у разных пауков сходным строением. 

Они состоят из периодически повторяющих-

ся блоков, каждый из которых содержит от-

носительно гидрофобный полиаланиновый 

фрагмент длиной от 5 до 8 остатков, и более 

гидрофильный фрагмент, обогащенный гли-

цином. 

Нами были исследованы рекомбинантные 

аналоги спидроинов 1 и 2 – белки 1F9 и 2Е12 

[1]. В воде эти белки способны образовывать 

нанофибриллы. В результате растворения 

рекомбинантных спидроинов в 6M GdmSCN 

или 10% растворе LiCl в HCOOH были при-

готовлены разбавленные водные растворы, в 

которых белок оказывался преимущественно 

в виде отдельных молекул. При нанесении 

белков из таких растворов с концентрацией 

~5 мкг/мл на слюду на поверхности наблю-

дались протяженные структуры высотой 

(0,6 ± 0,2) нм (рис. 1). Эти структуры были 

интерпретированы нами как ламели белка, в 

которых молекулы имеют конформацию 

плоского зигзага. 

При приготовлении образцов из растворов 

с большей концентрацией белка (~25 мкг/мл) 

наблюдается второй адсорбированный слой 

белка в виде протяженных агрегатов, ориен-

тированных по ламелям (рис. 2). Высота этих 

агрегатов над первым слоем составляет 

(1,8 ± 0,4) нм для 1F9 (рис. 2) и (1,9 ± 0,4) нм 

для 2Е12. Можно полагать, что конформации 

молекул в первом и во втором слое различны. 

Предположительно, во втором слое молеку-

лы сохраняют элементы вторичной и/или 

третичной структуры, которые существовали 

у них в растворе. 

Описанные ламели и агрегаты наблюда-

ются только при нанесении на слюду свеже-

приготовленного раствора. При длительном 

хранении или при интенсивном механиче-

ском перемешивании молекулы агрегируют с 

образованием нанофибрилл (высотой от 2,5 

до 5,5 нм). Таким образом, ламели формиру-

ются только из раствора, содержащего белок 

в виде отдельных молекул. 

  

Рис. 1. Ламели из белка 1F9 (слева) и 2Е12 

(справа). Размер кадров 400х400 нм
2
. 

 

Рис. 2. Первый и второй адсорбированные 

слои белка 1F9 (они показаны стрелками на 

графике сечения) имеют разную высоту. Раз-

мер кадра 1х1 мкм
2
. 

Литература: 

1. Bogush V.G., Sokolova O.S. et.al., A novel 

model system for design of biomaterials based 

on recombinant analogs of spider silk proteins, J. 

Neuroimmune Pharmacol., 4, 17-27 (2009). 
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ИЗУЧЕНИЕ СТРУКТУРНЫХ ИЗМЕНЕНИЙ МОЛЕКУЛЫ ДНК В 

КОМПЛЕКСАХ С ЦИС- И ТРАНС-ДИХЛОРДИАММИНПЛАТИНОЙ 

МЕТОДОМ АТОМНО-СИЛОВОЙ МИКРОСКОПИИ 

А.А. Богданов, Н.А. Касьяненко 
Санкт-Петербургский государственный университет, физический факультет 

aleks_aa@mail.ru 

Цис-дихлордиамминплатина (II) (цисДДП), в 

отличие от своего транс-аналога, использует-

ся в клинической практике для лечении он-

кологических заболеваний с 1971 г. Меха-

низм действия цисДДП обусловлен ее взаи-

модействием с молекулой ДНК в клетке. 

Pt
Pt

NH
3

NH
3

Cl

Cl

NH
3

NH
3

Cl

Cl

цисДДП трансДДП

Рис. 1. Структура цис и трансДДП. 

В настоящей работе методами атомно-

силовой микроскопии (АСМ), кругового 

дихроизма (КД) и гель-элетрофореза изучали 

структурные изменения молекулы ДНК, вы-

званные ее взаимодействием с цис и транс-

ДДП. Рассматривали конкурентное связыва-

ние этих соединений с ДНК. Использовали 

плазмидную ДНК pFL44, линеаризирован-

ную рестриктазой EcoRI. 

Анализ АСМ-изображений показал, что 

при взаимодействии ДНК с цисДДП наблю-

дается появление изгибов (изломов) цепи. 

Это связывают, в основном, с образованием 

бидентатной сшивки между соседними осно-

ваниями (обычно гуанинами) одной цепи. 

Связывание ДНК с трансДДП не приводит 

к таким изменениям. Наблюдается тенденция 

к образованию сшивок как между удаленны-

ми участками одной цепи ДНК, так и между 

отдельными молекулами. Этот результат  

согласуется с возрастанием оптической ани-

зотропии молекулы ДНК в растворе, индуци-

рованным ее взаимодействием с трансДДП 

[1]. Расстояние между функциональными 

группами трансДДП не позволяет ей образо-

вывать бидентатный комплекс с соседними 

основаниями ДНК. ТрансДДП связывается с 

макромолекулой, в основном, монодентатно. 

Бидентатное связывание становится вероят-

ным при вовлечении в координационную 

сферу платины разнесенных по цепи групп. 

Изучали конкуренцию за позицию связы-

вания на ДНК между цис и трансДДП. Сис-

темы готовились последовательным добав-

лением соединений в раствор ДНК. Результа-

ты свидетельствуют о связывании транс- и 

цисДДП по одной и той же позиции. 

 

а)  

б)  

в)  

Рис. 2. АСМ-изображения систем: ДНК 

(а), ДНК+цисДДП(б), ДНК+трансДДП(в). 

 

Список литературы: 
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1 мкм 

1 мкм 

1 мкм 



17 

 

АСМ-ИССЛЕДОВАНИЕ ИОННО-ИМПЛАНТИРОВАННЫХ 

КАНАЛОВ В БИОСЕНСОРЕ НА ОСНОВЕ АЛМАЗА 
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Институт прикладной оптики НАН Украины 

oksanalight@gmail.com 

Активно развивающаяся индустрия биоэлек-

троники требует новых решений для перехо-

дов между твердотельным проводником тока 

и живой клеткой с целью улучшения переда-

чи электрических сигналов. Благодаря своей 

химической стабильности, биосовместимо-

сти, и абсолютной нетоксичности алмаз яв-

ляется очень подходящим материалом для 

создания биосенсоров [1]. 

Однако на пути успешного внедрения ал-

маза в практическое применение остается ряд 

нерешенных вопросов, таких как оптимиза-

ция качества сигнала при его передаче или 

увеличение времени жизни живых клеток, 

высеянных на поверхности алмаза. Развитие 

технологий ионной имплантации позволяет 

создавать проводящие каналы внутри объема 

материала [2]. Однако вопросы их корреля-

ции с рельефом поверхности остаются от-

крытыми, в то время как свойства этой гра-

ницы между биоматериалом и твердым телом 

являются определяющими для биосенсора. 

Образец представлял собой гомоэпитак-

сиальный монокристаллический алмаз, в 

приповерхностном слове которого с помо-

щью ионной имплантации были созданы два 

проводящих канала. Карта (оптический сни-

мок с АСМ-топографией в центре) проведен-

ных топографических и электрических изме-

рений представлена на рис. 1.  

 

Рис. 1. Карта измерений: Ch1 и Ch2 – им-

плантированные каналы, IV – точки снятия 

ВАХ, DC – площадка подачи постоянного 

смещения. 

Особенностью технологии было исполь-

зование масок с варьируемой толщиной, ко-

торые позволяли контролировать глубину 

залегания канала, а также выводить его конец 

на поверхность. Имплантация приводит к 

локальной графитизации алмаза, и сопрово-

ждается образованием «валов» на поверхно-

сти над каналами. Топографические АСМ 

карты, снятые в контактном, бесконтактном 

и прерывистом (tapping) режимах, позволили 

исследовать корреляцию рельефа с геометри-

ей имлантированных каналов [3]. 

Электрические характеристики образца 

были проанализированы с помощью техники 

электростатическиой силовой микроскопии 

(ЭСМ), когда записывались карты распреде-

ления потенциалов, а также карты токов. В 

частности, карта распределения тока для ис-

следуемого образца приведена на рис. 2. 

 

Рис. 2. Карта распределения тока на по-

верхности образца над каналами. 

Данные исследований свидетельствуют об 

изменениях геометрии материала вдоль ка-

нала, связанных с балансом напряжений в 

кристаллических решетках; обнаруживают 

особенности в электрических характеристи-

ках каналов и материала над каналами, по-

врежденного проходящими частичками; а 

также указывают на зависимость геометри-

ческих размеров канала от параметров им-

плантирующего потока. 

Список литературы: 
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Атомно-силовой микроскоп (АСМ) позволя-

ет проводить измерения топографии образца 

в жидкой среде, а его высокое вертикальное 

разрешение открывает возможность вести 

мониторинг за конформационными измене-

ниями единичной молекулы фермента. Ранее 

такой подход использовался в работах [1-3], 

где проводились наблюдения за флуктуация-

ми высоты белков во время их функциониро-

вания. В нашей работе этот подход был раз-

вит для проведения мониторинга флуктуации 

высоты белковой глобулы гемсодержащего 

фермента P450 BM3 (BM3) в процессе реак-

ции гидроксилирования лауриловой кислоты. 

Цитохром BM3 является уникальным са-

модостаточным ферментом, состоящим из 

гемсодержащего домена P450 и флавопро-

теина, который катализирует гидроксилиро-

вание жирных кислот, и был любезно пре-

доставлен профессором А. Мунро (Манче-

стерский университет, Великобритания). 

Иммобилизация белков осуществлялась за 

счет нековалентной адсорбции молекул на 

поверхность свежесколотой слюды. 

Изолированный фермент BM3 может су-

ществовать в растворе в виде мономеров и 

агрегатов, причем мономеры обладают сла-

бой активностью по гидроксилированию 

жирных кислот по сравнению с агрегатами. 

Поэтому перед измерениями был проведен 

анализ АСМ-распределения BM3 по высо-

там, показавший наличие на слюде мономе-

ров с высотами (1,75 ± 0,45) нм и агрегатов с 

высотами (3,95 ± 2,45) нм.  

АСМ-измерения амплитуды флуктуаций 

высоты единичных молекул BM3 были про-

ведены на АСМ Nanoscope IVa (Veeco) в 

жидкости кантилеверами DNP-S10 (Veeco) в 

полуконтактном режиме по методу, описан-

ному в [1]. На рис. 1 приведен пример полу-

чаемых изображений. Амплитуды флуктуа-

ций высоты молекулы фермента BM3 были 

получены последовательно в буфере, в при-

сутствии лауриловой кислоты (субстрат), в 

присутствии субстрата и NADPH (реакция 

гидроксилирования), в присутствии ингиби-

тора фермента 1-фенилимидазола. 

Таким образом, были получены зависимо-

сти флуктуаций высоты иммобилизованных 

агрегатов BM3 в различных условиях. 

 

t, c 

Высота, нм 
3 

0 

30 

72 нм 
 

Рис. 1. Временная зависимость АСМ-

сечения молекулы BM3. 

Было показано, что присутствие субстрата 

не влияет на флуктуацию высоты BM3, сред-

неквадратичное значение амплитуды которой 

с учетом фона от подложки  составило 

(0,6 ± 0,1) Å. В условиях гидкроксилирова-

ния, при добавлении донора электронов 

NADPH в инкубационную среду, наблюда-

лось увеличение амплитуды флуктуаций до 

значения (1,4 ± 0,1) Å. При последующем 

добавлении в инкубационную среду ингиби-

тора BM3 амплитуда флуктуаций уменьши-

лась до исходного значения (0,6 ± 0,1) Å. 

Для мономеров BM3 амплитуда флуктуа-

ций не изменялась ни при добавлении суб-

страта, ни при добавлении NADPH, ни при 

добавлении ингибитора. 

Исходя из полученных данных, можно 

предположить, что мерой каталитической 

активности фермента может быть амплитуда 

флуктуаций высоты. Для определения соот-

ветствия полученных величин с биологиче-

скими функциями фермента проводятся 

дальнейшие исследования. 

Работа была выполнена при поддержке 

гранта РФФИ 09-04-12113-офи_м., ГК 

02.552.11.7060 в рамках ФЦП. 
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ИССЛЕДОВАНИЕ ЛИПИДНЫХ БИСЛОЕВ ДИПАЛЬМИТОИЛ 

ФОСФАТИДИЛХОЛИНА МЕТОДАМИ АТОМНО-СИЛОВОЙ 

МИКРОСКОПИИ 
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Липидные бислои являются основой 

биологических мембран и отвечают за 

множество важнейших процессов в клетках. 

Изучение свойств и структуры мембран 

является одной из важнейших задач 

биофизики и физической химии. Атомно-

силовая микроскопия является незаменимым 

инструментом, позволяющим исследовать 

топологию липидного бислоя на подложке, а 

также измерять его механические свойства.  

 

 

 
Рис. 1. Изображение множества бислоев 

DPPC на воздухе и профиль сечения. 

 

В данной работе были исследованы 

липидные бислои из дипальмитоил 

фосфатидилхолина (DPPC) на слюде, 

приготовленные методом слияния липосом. 

Эксперименты выполнялись на микроскопе 

Solver PRO-M, обработка изображения 

проводилась с использованием программы 

FemtoScan Online. 

При сканировании на воздухе поверхность 

образца покрыта ступенчатыми структурами 

со средней высотой (6,6 ± 0,2) нм (рис. 1). 

Каждая ступенька может быть 

интерпретирована как бислой. 

 

 

Рис. 2. Изображение липидного бислоя 

DPPC в воде. 

При сканировании в воде наблюдается 

бислой с дефектами в виде дырок (рис. 2). 

Было показано, что измеряемая высота 

бислоя над подложкой зависит от силы 

сканирования (при сканировании с большей 

силой она составляет ~3,3 нм, а при 

сканировании с меньшей силой возрастает до 

~5,7 нм). 

Методом силовой спектроскопии была 

измерена сила, необходимая для прокола 

липидного бислоя.  Она составила от 1 до 

3,5 нН – в зависимости от используемого 

кантилевера. 
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СФОРМИРОВАННОГО МЕТОДОМ АТОМАРНО-СЛОЕВОГО 

ОСАЖДЕНИЯ 
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Диоксид титана кристаллической структуры 

анатаз является одним из наиболее перспек-

тивных материалов для создания биосовмес-

тимых покрытий для титановых имплантатов 

[1]. Метод атомарно-слоевого осаждения 

(АСО) позволяет конформно наносить диок-

сид титана на поверхности очень развитого 

рельефа, которые в последнее время широко 

применяются в титановых имплантатах. 

В ходе работы были выявлены условия 

АСО, приводящие к росту диоксида титана 

со структурой анатаз на различных подлож-

ках. Полученные покрытия были исследова-

ны методами рентгеновской дифрактомет-

рии, рентгено-фотоэлектронной спектроско-

пии, атомно-силовой микроскопии (АСМ), 

растровой электронной микроскопии (РЭМ). 

На рис. 1 представлено АСМ-изображение 

поверхности кристаллической пленки TiO2 

толщиной около 20нм. 

 

Рис. 1. АСМ-изображение пленки TiO2, 

выращенной на поверхности полированного 

кремния. 

Биоактивные свойства полученной по-

верхности исследовались путем выдержки 

образцов титана с покрытием и без покрытия 

в течение 2 недель в растворе, моделирую-

щем тканевую жидкость [2]. На исходных 

титановых подложках обнаружено неболь-

шое выпадение соли NaCl, при этом на об-

разцах титана с покрытием TiO2 (анатаз) об-

разовался гидроксиапатит – основа костной 

ткани человека. На рис. 2 представлено соот-

ветствующее РЭМ-изображение. 

 

Рис. 2. РЭМ-изображение поверхности 

гидроксиапатита, образовавшегося на по-

верхности пленки TiO2. 

Биоактивные свойства покрытий имплан-

татов исследовались также путем определе-

ния способности клеток остеобластов 

МС3Т3-Е1 к пролиферации, адгезии и диф-

ференцировке. Способность к дифференци-

ровке клеток контролировалась по измене-

нию количества щелочной фосфатазы на об-

разцах с покрытием и без него. 

Спустя 14 дней роста остеобластов в диф-

ференцирующей среде установлено, что ак-

тивность щелочной фосфатазы на 47% выше, 

чем на исходной поверхности титана. 
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Работа проводится в рамках реализации ФЦП 
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ИССЛЕДОВАНИЕ КЛЕТОК НЕЙРОНОВ В КУЛЬТУРЕ 

ПРИ ПАТОЛОГИИ И В НОРМЕ 

МЕТОДАМИ БИОФИЗИКИ И НАНОБИОТЕХНОЛОГИИ 

Е.В. Дзюбенко 
Кафедра биофизики МГУ им. М.В. Ломоносова 

ejeek@yandex.ru 

Современные методы биофизики и микро-

скопии живых клеток позволяют получать 

информативные изображения, анализ кото-

рых дает возможность изучить морфологиче-

ские и функциональные характеристики ней-

рональных клеток в норме и при патологии. 

В данной работе рассматривается морфоло-

гия и энергетический статус нервной клетки 

при повреждении микротрубочек колхици-

ном. 

Целью данной работы было исследование 

дегенерации отростков нервных клеток. 

При нейродегенерации происходят изме-

нения в отростках нейронов – аксональная 

дегенерация [1]. При исследовании данных 

процессов используют экспериментальные 

модели глутаматной эксайтотоксичности, 

депривации ростовых факторов и др. Для 

рассмотрения происходящих при этом изме-

нений цитоскелета мы использовали колхи-

цин для дестабилизации сети микротрубочек. 

Колхицин образует комплексы с мономерами 

тубулина, дестабилизирует динамику + конца 

микротрубочек и приводит к масштабным 

изменениям цитоскелета [2]. Использование 

колхицина позволяет избежать комплексного 

ответа клетки на воздействие и тем самым 

выделить эффект повреждения микротрубо-

чек, в отличие от других, более комплексно 

действующих моделей нейродегенерации. 

Объектом исследования служили: 

1. органотипичная культура спинномозго-

вых ганглиев эмбрионов курицы на желати-

новой подложке, 

2. нейроны диссоциированной культуры 

спинномозговых ганглиев эмбрионов курицы 

на полиорнитин –ламининовой подложке, 

3. клетки нейрональной культуры РС12, ад-

гезированные на поли-L-лизине. 

С помощью конфокальной микроскопии 

выявлены изменения морфологии цитоскеле-

та нервных клеток, происходящие при инку-

бации с колхицином. Нарушается упорядо-

ченность сети микротрубочек, образуются 

агрегаты тубулина на периферии тела клетки 

и в отростках. Происходит нарушение акти-

новой сети, образование актоновых гранул 

по всему объему клетки. 

 С помощью атомно-силовой микроско-

пии живых нейронов в среде культивирова-

ния рассмотрена нормальная морфология 

конуса роста нейрона (рис. 1). В процессе 

сканирования клетка практически не сдвига-

ется, что подтверждают сечения высоты при 

прямом и обратном проходе кантилевера. 

 

Рис. 1. А – морфология конуса роста ней-

рона, выявленная с помощью АСМ при пря-

мом (слева) и обратном (справа) проходе 

кантилевера, Б – конфокальная микроскопия 

аналогичного конуса роста при иммуноцито-

химическом окрашивании на тубулин микро-

трубочек (DM1A+ Alexa594). 

Выявляются также упорядоченные струк-

туры цитоскелета. Иммуноцитохимическое 

окрашивание на микротрубочки является 

косвенным подтверждением того, что обна-

руженные структуры являются цитоскелетом 

(рис. 1, Б). 

Рассмотрено изменение морфологии ней-

рита после добавления колхицина при скани-

ровании на АСМ в режиме реального време-

ни (рис. 2). Формирующееся на нейрите 

вздутие, возможно, соответствует агрегатам 

тубулина, замеченным в нейритах при имму-

ноцитохимическом окрашивании. 
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Рис. 2. Изменение морфологии нейрита жи-

вой нервной клетки после добавления колхи-

цина. Сканирование на АСМ в режиме ре-

ального времени в среде культивирования: 

1. До добавления, 

2. 10 мин инкубации, 

3. 20 мин, 

4. 30 мин, 

5. 40 мин. 

Далее рассматривали влияние дестабили-

зации микротрубочек на энергетический ста-

тус нейрональных клеток РС 12, для чего 

проводили окрашивание митохондрий рода-

мином 123 в живых клетках. Получали флуо-

ресцентные изображения живых клеток с по-

мощью конфокального микроскопа. Изобра-

жения обрабатывали и обсчитывали в про-

грамме ImageJ (NIH, USA). 

Потенциалчувствительный краситель ро-

дамин 123 накапливается в митохондриях 

пропорционально их мембранному потен-

циалу. При этом выявляются отдельные ми-

тохондрии в отростке нейрона (рис. 3). 

 

Рис. 3. Флуоресценция отдельных мито-

хондрий в отростке нейрона, потенциалчув-

ствительный краситель Родамин 123. 

Измерен профиль интенсивности флуо-

ресценции вдоль указанной на рисунке ли-

нии. Пики флуоресценции на профиле соот-

ветствуют отдельным митохондриям. После 

аппроксимации функцией Гаусса по полуши-

рине пика оценили линейные размеры мито-

хондрий: 3 – 6 мкм. 

При инкубации нейрональных клеток с 

колхицином флуоресценция родамина замет-

но и достоверно снижается по амплитуде 

(рис. 4), а также увеличивается скорость еѐ 

затухания (рис. 5). Эти данные говорят о на-

рушении митохондриального потенциала 

клеток при дестабилизации цитоскелета мик-

ротрубочек. 
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Рис. 4. Амплитуда потенциалзависимой 

флуоресценции в различных группах нейро-

нальных клеток РС 12. 
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Рис. 5. Время затухания потенциалзави-

симой флуоресценции в различных группах 

нейрональных клеток РС 12. 
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В наноразмерном диапазоне любой материал 

проявляет уникальные свойства. Очень вы-

сокой активностью обладают наночастицы 

серебра. Применение перевязочных материа-

лов, обработанных раствором, содержащим 

наночастицы, способствует более эффектив-

ному заживлению воспаленных ран, чем при 

использовании обычных антисептиков. 

Наличие магнитных свойств у наночастиц 

обеспечивает легкость детектирования, вы-

деления и концентрации интересующих био-

объектов. Это позволяет использовать нано-

частицы для высокоспецифичной магнитной 

сепарации биологических молекул, являю-

щейся значительно менее трудоемкой проце-

дурой, чем фильтрация и центрифугирова-

ние. 

Наночастицы размером менее 10 нм яв-

ляются системами, обладающими избыточ-

ной энергией и высокой химической актив-

ностью. Поэтому вопросы получения наноча-

стиц и процессы их стабилизации рассматри-

ваются в комплексе. В качестве стабилизато-

ров наночастиц может быть использован 

класс линейных сополимеров с регулярно 

чередующимися звеньями электролитной и 

неэлектролитной природы, например, водо-

растворимые сополимеры на основе двухос-

новной малеиновой кислоты и этилена. Для 

повышения гемосовместимых и антимикроб-

ных свойств поверхностей можно использо-

вать гидрофильные бислойные и мультис-

лойные полимерные покрытия на основе ин-

терполиэлектролитных комплексов (ИПЭК). 

Целью данной работы является изучение 

особенностей нуклеации наночастиц сопо-

лимерами малеиновой кислоты с этиленом и 

их интерполиэлектролтными комплексами с 

хитозаном с помощью метода атомно-

силовой микроскопии. 

В данной работе был изучен характер рас-

пределений агрегатов сополимеров малеино-

вой кислоты с этиленом со стабилизирован-

ными наночастицами серебра и магнетита и 

ИПЭК этого сополимера с хитозаном со ста-

билизированными наночастицами серебра и 

магнетита. Было выявлено, что с образовани-

ем ИПЭК происходит уменьшение размеров 

агрегатов [1]. В ходе работы было показано, 

что сополимеры малеиновой кислоты с эти-

леном и их ИПЭК с хитозаном можно ис-

пользовать в роли стабилизатора наночастиц 

серебра (средний размер 3 нм), а также нано-

частиц магнетита (средний размер не превы-

шает 10 нм). 

 

 

Рис. 1. ИПЭК сополимера с хитозаном, 

содержащий наночастцы магнетита (вверху). 

Электронная микрофотография сополимера 

со стабилизированным магнетитом (внизу). 

Список литературы: 
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Возможность исследовать живые объекты, 

находящиеся в физиологическом окруже-

нии – важнейшее преимущество АСМ перед 

другими методами микроскопии, в частно-

сти, перед электронной микроскопией. В то 

же время, изучение живых клеток на АСМ 

это технически и методически сложное на-

правление, поскольку живые клетки – очень 

мягкие, они требуют особых условий для 

поддержания жизнеспособности и, самое 

важное, должны быть прочно связаны с под-

ложкой. Поэтому для сканирования живых 

клеток необходимо тщательно выбирать спо-

соб приготовления образца и режим работы. 

Цель данной работы – развитие методик 

работы с живыми клетками на АСМ. В каче-

стве объектов исследования были выбраны  

два типа клеток: фибробласты, выделенные 

из подкожной жировой ткани мыши, и клет-

ки органотипической культуры спинномоз-

говых ганглиев (СМГ), выделенные из эм-

брионов цыплят.  

Было показано, что клетки СМГ, выра-

щенные на желатине, адсорбированы доста-

точно надежно и подходят для проведения 

измерений на АСМ. Были получены изобра-

жения живых клеток СМГ в среде культиви-

рования в контактном и полуконтактном ре-

жимах, проведены измерения модуля Юнга 

методом силовой спектроскопии. Для обра-

ботки силовых кривых и вычисления модуля 

Юнга использовалась модель Герца в моди-

фикации Снеддона [1]. Выбранный способ 

оценки модуля Юнга корректен, и при замене 

кантилевера вариации среднего значения со-

ставляют менее 5%. Показано образование 

углублений на поверхности фиксированных 

высушенных клеток СМГ, которые не на-

блюдаются на живых клетках (рис. 1). 

Были сопоставлены изображения и значе-

ния модуля Юнга фибробластов, выращен-

ных на разных подложках (рис. 2). Обнару-

жено различие в распределении значений 

модуля Юнга между фибробластами, выра-

щенными на желатине и на фибронектине – 

это отражает зависимость организации цито-

скелета от подложки. Из карты распределе-

ния локального модуля Юнга для фибробла-

стов следует, что в области над периферией 

тела клетки модуль упругости больше, чем 

над центром клетки. 

Работа выполнена при поддержке ФЦП 

«Научные и научно-педагогические кадры 

инновационной России» на 2009 – 2013 годы, 

ГК № П717. 

 

Рис. 1. Изображения нейронов: вверху су-

хие фиксированные клетки, внизу – живая 

клетка в жидкости. 

  

Рис. 2. Изображения фибробластов на 

фибронектине (слева) и на желатине (справа). 
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В настоящее время метод атомно-силовой 

микроскопии (АСМ) является одним из наи-

более эффективных инструментов исследо-

вания структуры и свойств как индивидуаль-

ных белков, так и клеточных структур. АСМ 

может быть использована в медицине для 

выявления самых различных возбудителей 

инфекционных заболеваний либо для под-

тверждения ранее установленного диагноза. 

Применение метода АСМ при изучении ан-

тибиотикорезистивных форм туберкулеза 

(Mycobacterium tuberculosis) позволило вы-

явить наличие бактерий округлой формы на-

ряду с традиционными палочковидными бак-

териями. С помощью данных силовой спек-

троскопии установлено, что трансформация 

формы бактерий, вызванная присутствием 

антибиотиков, приводит к формированию 

«жесткой» защитной оболочки. Происходит 

также изменение поверхностного заряда кле-

точной мембраны, поскольку бактерии ок-

руглой  формы менее прочно удерживаются 

на иммобилизирующем подслое положи-

тельно заряженного полиэтиленимина и лег-

ко перемещаются по поверхности иглой мик-

роскопа. 

С использованием методов АСМ и микро-

контактной печати показана возможность 

диагностики возбудителей белковой природы 

и выявления прионных инфекций. Осуществ-

лена управляемая фиксация и концентриро-

вание инфекционного агента PrP27-30 из 

анализируемой пробы на микронных участ-

ках поверхности модифицированного крем-

ния. Микроструктурированные пленки бычь-

его сывороточного альбумина (БСА) были 

использованы для локального блокирования 

неспецифической адсорбции белков, что 

обеспечивало эффективную иммобилизацию 

анти-PrP моноклональных антител 3F4 

(МАТ) в промежутки между полосами БСА. 

Анализ АСМ-изображений, полученных по-

сле иммобилизации МАТ на поверхность 

гидрофильного кремния, показал, что высота 

полос иммобилизованных антител лишь не-

значительно ниже, чем для БСА (~ 0,1 нм). 

После взаимодействия МАТ с PrP27-30 

(рис. 1) наблюдались узкие полосы белковых 

комплексов «МАТ-PrP27-30», превышающие 

уровень полос БСА в среднем на (1,6 ± 0,2) 

нм (рис. 2). 

 

Рис. 1. Схема управляемой фиксации 

PrP27-30. 

 
Рис. 2. АСМ-изображение микроструктури-

рованной пленки БСА/МАТ на кремнии по-

сле иммобилизации PrP27-30. 

 

Таким образом, прием концентрирования 

возбудителей инфекций на локальных участ-

ках поверхности может быть использован для 

их прижизненной диагностики. 
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Одним из свойств крови является еѐ способ-

ность к гелеобразованию, или свертыванию. 

В человеческом теле такое изменение агре-

гатного состояния крови вызывается повреж-

дением либо разрывом тканей и осуществля-

ется за счет плазматических белков, тромбо-

цитов и тканевых составляющих. Система 

свертывания крови, в основном, состоит из 

трипсиноподобных сериновых протеаз, кото-

рые последовательно активируют друг друга, 

что приводит к образованию активного 

α-тромбина. Этот фермент гидролизует фиб-

риллярный белок фибриноген, растворенный 

в крови, с образованием фибрина, который 

способен самоассоциироваться: формируют-

ся длинные разветвленные нити, формирую-

щие плотную сеть – основу тромба (см. 

рис. 1). 

Рис. 1. АСМ-изображение фибриновой се-

ти, образованной в результате добавления 

тромбина к раствору фибриногена. 

Цель настоящего исследования – изучить 

первые стадии образования фибриновых ас-

социатов при помощи АСМ. 

Общепринятая модель образования фиб-

риновых нитей включает ассоциацию моле-

кул фибрина в двутяжевые нити - протофиб-

риллы, которые затем агрегируют с образо-

ванием фибрилл. 

При концентрации фибриногена 

0,2-2 мкМ быстро образуются крупные фиб-

риллы с выраженной поперечной полосато-

стью (рис. 2) с периодом около 22 нм. Этот 

феномен ранее был показан в экспериментах 

Рис. 2. Периодическая структура на по-

верхности фибриллы. 

по ПЭМ, нам впервые удалось визуализиро-

вать периодичность структуры фибрилл в 

АСМ. Однако структуру первичных нитей 

фибрина в этих экспериментах установить не 

удается из-за значительной сорбции белка. 

Исследованы разбавленные растворы 

фибриногена (20 нМ), в которых фермента-

тивная реакция и ассоциация фибрина идет 

медленнее. Впервые удалось наблюдать  тон-

кие нити, представляющие собой как одно-, 

так и двутяжевые ассоциаты фибрина. 

Рис. 3. Протофибриллы, образующиеся из 

разбавленных растворов фибриногена под 

действием тромбина. 
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Квантовые точки представляют собой полу-

проводниковые нанокристаллы, обладающие, 

во-первых, высоким квантовым выходом 

флуоресценции, а во-вторых, регулируемым 

при синтезе положением полосы флуорес-

ценции. 

Все эти свойства делают их перспектив-

ными кандидатами на роль искусственных 

антенных комплексов для фотосинтетиче-

ских реакционных центров. Исследования по 

взаимодействию и миграции энергии в рас-

творах показали перспективность подобного 

подхода, поэтому нами было изучено взаи-

модействие квантовых точек и реакционных 

центров в липосомах, как перспективной 

среды для построения гибридных конструк-

ций [1]. 

Для первичного подтверждения связыва-

ния квантовых точек с липосомами был ис-

пользован метод агарозного фореза. 

 

Рис. 1. Агарозный форез 1. Раствор кван-

товых точек 2. Препарат липосом и кванто-

вых точек 3. Препарат липосом, квантовых 

точек и реакционных центров пурпурных 

бактерий. 

Было обнаружено, что фракция свободных 

квантовых точек, находящихся в растворе, не 

обнаруживается в препаратах с липосомами, 

что свидетельствовало о связывании кванто-

вых точек с липидным окружением. Препа-

рат липосом с квантовыми точками и реак-

ционными центрами демонстрировал такое 

же распределение квантовых точек, которые, 

однако, подверглись тушению. Таким обра-

зом, можно говорить о взаимодействии меж-

ду квантовыми точками и реакционными 

центрами. Для определения характера их 

взаимодействия был применен метод просве-

чивающей криоэлектронной микроскопии 

[2]. 

Исследования были проведены на двух 

препаратах липосом, приготовленных мето-

дами диализа и экструзии. 

Рис. 2. Препарат квантовых точек (отме-

чены стрелками) в липосомах, полученный 

методом просвечивающей криоэлектронной 

микроскопии. 

Результаты исследований показали, что в 

первом случае получаются однослойные ли-

посомы, обладающие небольшими размерами 

с большой дисперсией. Включение кванто-

вые точек в состав липосом, происходит, 

предположительно, путем диффузии внутрь 

липидного бислоя. 
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Изучение взаимодействия живых клеток с 

наноматериалами представляет особый инте-

рес и обусловлено это тем, что гибридные 

системы, полученные на основе наномате-

риалов и живых клеток, могут использовать-

ся для выявления токсичности наноматериа-

лов, для направленного изменения свойств 

клеток, регуляции их физиологической ак-

тивности, визуализации клеточных органелл 

и высокоточной идентификации живых кле-

ток.  

В данной работе описан метод иммобили-

зации наноматериалов (НМ) на поверхность 

клеток. Мы применили метод послойного 

нанесения противоположно заряженных по-

лиэлектролитов поли (аллиламин гидрохло-

рида) (ПАГ) и поли (стирол сульфоната) 

(ПСС) для формирования на поверхности 

клеток многослойной пленки, содержащей 

слой наноструктур (наночастиц благородных 

металлов, магнитных наночастиц или угле-

родных нанотрубок). Объектами исследова-

ния явились клетки эукариот (дрожжи S. ce-

revisiae, конидии T.asperellum, водоросли 

C.pyrenoidosa) и прокариот (бактерии E.coli). 

Для характеристики клеток, модифициро-

ванных НМ, были применены методы опти-

ческой (ОМ), электронной просвечивающей 

(ПЭМ), электронной сканирующей (СЭМ) и 

атомно-силовой микроскопии (АСМ). Пер-

вичным индикатором успешного включения 

НМ в пленочные слои служило изменение 

окраски суспензии модифицированных кле-

ток, фиксируемое при помощи ОМ. 
 

 

Рис. 1. СЭМ. Изображения дрожжей, мо-

дифицированных углеродными нанотрубка-

ми (А) и серебряными наночастицами (Б). 

СЭМ показала адсорбцию как единичных 

наноструктур, так и их агрегатов на поверх-

ности клеток (рис. 1), но эффективность по-

крытия модифицированных клеток нанома-

териалами различалась у разных типов кле-

ток, что свидетельствует о дискретном зна-

чении поверхностного заряда клеток и о на-

личии специфических участков связывания 

НМ. 

 

Рис. 2. АСМ-изображения клеток E.coli (А) 

и T.asperellum (Б), модифицированных золо-

тыми наночастицами. 

Детально поверхность модифицирован-

ных НМ клеток была изучена с помощью 

АСМ. Показано, что после иммобилизации 

НМ, топография становится шероховатой и 

неровной, четко виден характер распределе-

ния и агрегирования наночастиц, что затруд-

нительно при визуализации клеток с исполь-

зованием СЭМ (рис. 2). 

Методом ПЭМ на тонких срезах показано 

наличие слоя наночастиц на поверхности мо-

дифицированных клеток и отсутствие их в 

цитоплазме (рис. 3). 
 

 

Рис. 3. ПЭМ. Изображения дрожжей, мо-

дифицированных углеродными нанотрубка-

ми (А) и серебряными наночастицами (Б). 

Таким образом, в данной работе показана 

возможность использования методов оптиче-

ской микроскопии, СЭМ, ПЭМ и АСМ для 

оценки эффективности иммобилизации НМ 

на поверхности клеток. 
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In recent years, single molecule force spectros-
copy using the atomic force microscope (AFM) 
has been successfully applied to obtain binding 
parameters and explore the energy landscape of 
biomolecular interaction. By attaching comple-
mentary biomolecules on a solid support and to 
an AFM cantilever, unbinding forces between 
individual partners can be measured, from which 
relevant kinetic parameters of bond dissociation 
can be derived. In this work, we apply AFM-
based single molecule force spectroscopy 
(AFM-SMFS) to measure the interaction be-
tween the regulator of HIV–1 replication, Rev 
protein and its target viral mRNA sequence, Rev 
Responsive Element (RRE) and investigate the 
influence of the blocking agent neomycin.  

RNA molecules and RNA – protein com-
plexes play essential roles in nearly every aspect 
of cellular development. In addition, RNA 
serves as genome of many viruses, such as HIV-
1, whose replication cycle depends strongly on 
two sequence specific RNA – protein interac-
tions: TAR – TAT and RRE – Rev 

[1,2,3]
. By tar-

geting the RNA moiety, the specificity of these 
interactions can provide new leads for drug dis-
covery with the rational to find small molecules 
that block formation of RNA – protein complex-
es crucial for viral replication.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1. A) RNA and peptide sequences used in 

the experiment. B) Force distribution in absence 

(dark blue) and presence (light blue) of neomy-

cin C) Dynamic force plot for wild type and mu-

tant RRE: triangles-wtRRE (20nm), circles-

wtRRE(50nm), squares-mutRRE (50nm).  

In the experimental setup, RRE sequences and 

Rev peptide (Fig. 1A) were immobilized to the 

surface and cantilever via polymer linkers (PEG) 

using thiol chemistry
[4,5]

. The interaction of RRE 

with Rev peptide was probed for several retract 

velocities and trigger values. The final force dis-

tribution often showed a long tail at higher 

forces and few maxima. Dynamic force plots 

showed linear dependence of the logarithm of 

loading rate in accordance with the single barrier 

picture. From the extrapolation to zero force and 

slope of the linear fit, the natural off rate koff and 

potential barrier width xb could be extracted. The 

obtained values for wild type RRE were koff= 1.6 

± 0.7s
-1 

and koff= 5± 2s
-1 

(trigger 20nm and 50nm 

respectivly) and xb=2.8 ± 0.2 Å in both cases.   

In the presence of neomycin the number of ob-

served binding events was significantly reduced. 

However, even with a 5x10
4
 over KD excess of 

neomycine, which in bulk equilibrium 

experiments would irreversibly dissociate Rev 

peptide from RNA, not all binding events could 

be prevented. This indicates the dynamic escape 

of the complex due to non-equilibrium character 

of the measurement and formation of ternary 

complex.  

Control measurements on the mutated RRE stem 

loop yielded a higher koff=17 ± 5 s
-1

 and lower xb 

= 1.66 ± 0.05 Å. Assuming the on rate 10
8 

M
-1

s
-1 

[6]
, the equilibrium dissociation constant KD can 

be estimated to 16 – 50 nM for wild type and KD 

= 170 nM for the mutant interaction. These re-

sults agree well with previously published data 

on comparable RRE-Rev peptide system
[6,7]

.  

Reference List: 

1. 1. Pollard V.W., Malim M.H., Annu. Rev. 

Microbiol., 52,491-532 (1998). 

2. Zapp M.L., Green M.R., Nature, 342, 714-

716 (1989). 

3. Luedtke N.W., Tor Y., Biopolymers, 70, 

103-119 (2003). 

4. Eckel R. et al., Angew. Chem., 44, 3921-

3924 (2005). 

5. Dufrêne Y.F., Hinterdorfer P., Nat. Methods, 

3, 347-351 (2006). 

6. Lacourciere K.A., Stivers J.T., Marino J.P., 

Biochemistry, 39, 5630-5641 (2000). 

7. Brice P.C. et al., Nucleic Acid Res. 27, 2080-

2085 (1999). 



30 

 

ВЫСОКОЧАСТОТНЫЙ КАНТИЛЕВЕРНЫЙ РЕЗОНАТОР 
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Микрорезонаторы широко используются в 

различных областях таких, как детектирова-

ние массы [1 – 3], газа, измерения вязкости. 

Кремниевый кантилевер – самый известный 

пример микрорезонатора. 

Основная резонансная частота колебаний 

и добротность Q стандартных кантилеверов 

лежит в пределах 10 – 500 кГц и 100 – 200 

соответственно. 

Повышение резонансной частоты и доб-

ротности часто влечет за собой улучшение 

чувствительности в случае перечисленных 

выше измерений. 

Обычно, для достижения высокой (~МГц) 

резонансной частоты необходимо миниатю-

ризация размеров микрорезонатора [4, 5]. 

Этот процесс ограничен технологическими 

производственными возможностями. 

Наша группа рассматривает возможность 

изготовления высокочастотных резонаторов 

на базе недорогих стандартных кантилеве-

ров. Идея заключается в модификации гото-

вого кантилевера, приводящего к образова-

нию двух связанных резонаторов: одного – 

низкочастотного, другого – высокочастотно-

го. 

Первые прототипы были реализованы на 

основе кантилеверов NanoSensors TAP 300. 

Модификация заключается в прорезании от-

верстия между балкой кантилевера и его иг-

лой (см. рис. 1), образуя тем самым новый 

резонатор – иглу. В данном случае кантиле-

вер выступает в роли держателя для резо-

нансной иглы. 

 

 

Рис. 1. Изображение модифицированной 

иглы микрорезонатора в сканирующем элек-

тронном микроскопе. 

 

Резонансная частота иглы в диапазоне 2-

3МГц и добротность 900-1000 при нормаль-

ных условиях была получена таким образом. 

Спектры не модифицированного и модифи-

цированного кантилевера с резонансной час-

тотой 2,012 МГц приведены на рис. 2. Для 

верификации колебаний иглы использовался 

гетеродинный интерферометр. С его помо-

щью была измерена амплитуда колебаний 

иглы и балки на поверхности кантилевера. 

 

 

Рис. 2. Резонансный спектр не модифици-

рованного кантилевера (красная линия); 

спектр балки модифицированного кантиле-

вера (зеленая линия); спектр иглы модифи-

цированного кантилевера (синяя линия). 

В данной работе был получен опытный 

образец микрокантилеверного резонатора 

высокой частоты и добротности, что позво-

лит значительно увеличить чувствительность 

измерений. 
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Вирусы, в том числе и вирусы растений, яв-

ляются нанобиочастицами, которые построе-

ны из нуклеиновой кислоты (ДНК или РНК) 

и одного или нескольких видов многократно 

повторяющихся белковых молекул, форми-

рующих оболочку вируса  (капсиды). Меха-

низмы самосборки вирионов могут стать но-

вым принципиальным подходом для конст-

руирования искусственных вирусоподобных 

частиц (ВПЧ) с полезными свойствами и 

размерами от нескольких десятков до не-

скольких сотен нанометров. Сборка белка 

оболочки (БО) вируса в вирусоподобную 

частицу может происходить как в присутст-

вии нуклеиновой кислоты, так и без нее, при 

этом образуются «пустые» белковые капси-

ды. Можно использовать как внешнюю по-

верхность капсидов с целью ее модификации 

нужными соединениями, так и внутреннюю – 

с целью упаковки в капсиды различных ма-

териалов. При этом следует особо отметить, 

что капсиды вирионов фитовирусов можно 

подвергать как генетическим, так и химиче-

ским изменениям. 

Рис. 1. Искусственные вирусоподобные час-

тицы, полученные из БО Х-вируса картофеля 

(ХВК)  и РНК  вируса табачной мозаики 

(ВТМ). 

 

Рис. 2. Искусственные вирусоподобные час-

тицы, полученные из БО вируса мозаики аль-

тернантеры (ВМАльт) в отсутствие РНК. 

Электронная микроскопия. 

 

Искусственные ВПЧ могут быть использова-

ны для получения наноконтейнеров, магнит-

ных наночастиц, в качестве платформы для 

презентации эпитопов патогенов с целью по-

лучения нового типа вакцин и диагностиче-

ских антител и т.п. Возможность разборки и 

реконструкции искусственных вирусоподоб-

ных частиц под воздействием  различных 

факторов  позволит использовать их для дос-

тавки функциональных молекул в клетки-

мишени. Биобезопасность применения фито-

вирусов обусловлена отсутствием  общих 

патогенов у растений и человека. Кроме того, 

фитовирусы и их компоненты можно полу-

чать в достаточных количествах без особых 

затрат.  

Но основе фитовирусов сконструированы 

искусственные ВПЧ, содержащие гетероло-

гичный генетический материал. Показана 

возможность контролируемой разборки ВПЧ 

на составляющие части под действием ви-

русного транспортного белка. Получены 

ВПЧ, состоящие только из БО фитовиру-

са. Изучены структура и свойства полу-

ченных искусственных ВПЧ. 

500 nm 
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Молекула ДНК в настоящее время является 

признанным объектом для создания наност-

руктур, находящих применение не только в 

медицине и фармакологии, но и в наноэлек-

тронике. Основную роль при построении та-

ких систем играет принцип комплементарно-

сти азотистых оснований, обеспечивающий 

самосборку двух- и трехмерных наноконст-

рукций. Особенности строения и зарядовые 

свойства ДНК обеспечивают также возмож-

ность формирования различных самооргани-

зующихся структур в водных растворах пу-

тем изменения свойств растворителя. Кон-

формационные переходы, индуцированные 

изменением электростатических взаимодей-

ствий в растворах ДНК, лежат в основе мно-

гих процессов, используемых при создании 

наноструктур (наномоторов, нанопереключа-

телей и др.). В частности, при создании ген-

ных векторов с участием синтетических по-

ликатионов используется способность интер-

полиэлектролитных комплексов при опреде-

ленных условиях обратимо переходить в 

компактное состояние без изменения вторич-

ной структуры ДНК. При создании нанопро-

волок на основе ДНК используют способ-

ность макромолекулы образовывать ком-

плексы с ионами металлов в растворе. Для 

эффективного использования полимеров в 

новых технологиях необходимо изучить мо-

лекулярный механизм взаимодействия ком-

понентов. В связи с этим наряду с микроско-

пией, развитие которой и послужило во мно-

гом толчком к появлению новых технологий, 

важную роль играет использование традици-

онных методов исследования макромолекул. 

В докладе рассмотрены условия формиро-

вания и результаты исследования нанострук-

тур (генных векторов, самоорганизующихся 

структур, нанопроволок) на основе ДНК. 

Проводится сопоставление изображений, по-

лученных с помощью атомно-силового мик-

роскопа NanoScope 4a, с данными, получен-

ными другими методами. 

Кроме поверхности свежесколотой слю-

ды, традиционно используемой для фиксации 

ДНК из раствора, возможно применение спе-

циально подготовленной поверхности крем-

ния. Это открывает новые перспективы для 

использования ДНК в наноэлектронике. Рас-

смотрены результаты фиксации ДНК и дру-

гих полиионов на поверхности монокристал-

лов кремния n- и p-типа, а также металлиза-

ция ДНК, приводящая к появлению класте-

ров серебра на макромолекуле. 

Рис. 1. Нити ДНК на поверхности крем-

ния, покрытые кластерами Ag
0 
(металлизация 

ДНК и АСМ-изображение выполнены сту-

денткой 5 курса физического факультета 

СПбГУ Пучковой А.О.). 



33 

 

ИЗУЧЕНИЕ КОМПЛЕКСОВ ДНК С БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫМИ 

СОЕДИНЕНИЯМИ МЕТОДОМ АТОМНО-СИЛОВОЙ 

МИКРОСКОПИИ 

Н.А. Касьяненко 
Физический факультет Санкт-Петербургского государственного университета  

nkasyanenko@mail.ru 

Метод атомно-силовой микроскопии широко 

применяется для анализа конформационных 

изменений молекулы ДНК при образовании 

комплексов с различными биологически ак-

тивными соединениями.  При этом возникает 

вопрос о правомерности использования  

АСМ-изображений для выводов о конформа-

ции макромолекул в растворах, из которых 

производится фиксация.  Кроме того, при 

исследовании таких систем в ряде случаев  

образуются сложные надмолекулярные 

структуры, исследование которых  традици-

онными методами, предполагающими прове-

дение концентрационных исследований, не 

вполне корректно. Атомно-силовая микро-

скопия при этом является одним из наиболее 

подходящих способов рассмотрения таких 

систем. 

В докладе проводится сопоставление экс-

периментальных данных, полученных мето-

дами низкоградиентной вискозиметрии, ди-

намического светорассеяния, двойного луче-

преломления в потоке, кругового дихроизма, 

электрофореза, спектрофотометрии с резуль-

татами, полученными при использовании 

атомно-силового микроскопа NanoScope 4a 

(Veeco). 

Анализ комплексообразования ДНК с ио-

нами металлов, координационными соедине-

ниями платины, палладия, кобальта и руте-

ния, синтетическими поликатионами и дру-

гими биологически активными соединениями 

показал, что в целом использование метода 

атомно-силовой микроскопии для анализа 

размеров и формы ДНК в таких системах 

вполне обосновано. 

 

а)  

б)  

в)  

Рис. 1. АСМ-изображения ДНК, нанесен-

ной на подложку из раствора в 0,005 М NaCl, 

при добавлении 5 x 10
-4

 моль/л MgCl2 (а) и 

при добавлении LaCl3, С(La) =2∙10
-6

 (б) и 

4∙10
-6

 моль/л (в), С(ДНК) = 10
-4

 %. 
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PZT thin-film microcantilever achieved a 

miniaturization through the integration of the 

circuit and both optical and electrical 

measurements. Although their Q-factor is small, 

the sensitivity was better than the other bulk 

sensors due to their micro-sized resonant part. In 

addition, the variation to environmental 

temperature is relatively minor compared to 

quartz crystal microbalances (QCM). It helps to 

analyze subtle deviation of sensor surface from 

minutes of protein binding. 

However, in dynamic mode, the resonance 

behavior analysis of microcantilever has a lot of 

the room of debate. The interpretation about the 

non-linear modulus induced by the viscoelasticity 

change of the immobilized layer wasn’t proved 

clearly. 

The QCM-D technology is known to provide 

information on both frequency and dissipation 

change of the immobilized layer which can be 

used to assess conformational changes which the 

molecules may undergo as well as the quantitation 

of the bound protein. Therefore we compared the 

protein interaction analysis of microcantilever 

with QCM’s.  

In this paper, the resonance behavior analysis 

for monitoring of the interactions between 

thrombin and aptamer was established as well as 

the optimal conditions of effective 

immobilization. 

In MiCan resonator, the electrical 

measurement apparatus, as the concentration of 

the thrombin is increased, the tendency that the 

resonance frequency change is increased but a 

difficulty is in a quantitation. The resonance 

frequency reduced about 5, 50, 60Hz in the 

thrombin concentration of 2, 5, 10 μg/ml 

respectively. At this time, the concentration curve 

is saturated and the non-linearities characteristic 

was shown. 

In quartz crystal microbalance (QCM), as the 

concentration of the thrombin is increased, the 

resonance frequency change is increased 

quantitatively. The resonance frequency reduced 

about 2.5, 4.5, 7.5 Hz in the thrombin 

concentration of 2, 5, 10 μg/ml respectively. 

These studies will present the appropriate 

application area of the cantilever and quartz 

crystal microbalance (QCM) according to the 

characteristic of the target protein. 

 

Keywords: Piezoelectric sensor, 

Microantilever, QCM, Protein-interaction, 

Thrombin, Aptamer 
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Значительную роль в проявлении биологиче-

ской активности РНКаз играют электроста-

тические силы, за счет которых происходит 

связывание этих ферментов с отрицательно 

заряженными участками плазматической 

мембраны и нуклеиновых кислот [1, 2, 3]. В 

связи с этим, изучение РНКаз с точки зрения 

их физико-химических свойств, влияющих на 

адсорбцию и дальнейшее взаимодействие их 

с поверхностью клетки и внутриклеточными 

структурами, представляется  весьма пер-

спективным. 

Цель настоящей работы заключалась в 

сравнении физической адсорбции  панкреа-

тической РНКазы А и РНКазы Bacillus inter-

medius на отрицательно заряженной поверх-

ности слюды с помощью метода АСМ. Про-

цесс моделировал адсорбцию РНКаз на плаз-

матической мембране клетки в физиологиче-

ских условиях. 

Визуализацию процесса адсорбции РНКа-

зы A и РНКазы Bacillus intermedius на слюде 

проводили на воздухе при комнатной темпе-

ратуре в полуконтактном режиме на АСМ 

Solver P47H (ЗАО «НТ-МДТ») кремниевыми 

кантилеверами NSG10S (ЗАО «НТ-МДТ»), 

используя 3 методики сканирования: посто-

янной амплитуды, фазового контраста и сиг-

нала рассогласования. 

Рис. 1. Количество молекул РНКаз, адсорби-

рованных на слюде, в зависимости от време-

ни. Концентрация белка 50 мкг/мл. 

Анализ АСМ-изображений слюды с ад-

сорбированными на ней РНКазами показал, 

что с увеличением времени взаимодействия 

количество адсорбированного белка на еди-

ницу площади поверхности слюды возраста-

ло для обоих ферментов. При этом РНКаза 

Bacillus intermedius адсорбировалась в 3-4 

раза эффективнее, чем панкреатическая 

РНКаза A (рис. 1). Адсорбция РНКазы Bacil-

lus intermedius на слюде сопровождалась об-

разованием димерных и олигомерных форм 

молекул. Полученные АСМ-изображения 

представлены на рис. 2. 

 
     а)        б) 

Рис. 2. АСМ-изображения мономерной (а) 

и димерной формы (б) молекул РНКазы Ba-

cillus intermedius, адсорбированных на слюде. 

Время взаимодействия со слюдой 2 минуты. 

Размер кадров 0,2 × 0,2 мкм
2
. 

Рассчитаны суммарный заряд и диполь-

ный момент для панкреатической РНКазы A 

и РНКазы Bacillus intermedius при физиоло-

гическом значении pH. Суммарные заряды 

панкреатической РНКазы A и РНКазы Bacil-

lus intermedius существенно не отличаются. 

Значение дипольного момента молекулы 

РНКазы Bacillus intermedius значительно ни-

же, чем у панкреатической РНКазы A, что 

свидетельствует о более равномерном рас-

пределении заряда на поверхности РНКазы 

Bacillus intermedius. Обсуждается зависи-

мость физической сорбции рибонуклеаз от 

дипольного момента, суммарного заряда и 

распределения его на поверхности белковой 

глобулы. 
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Специфичная избирательность антител явля-

ется основой большинства современных ме-

тодов детектирования  патогенных бактерий. 

Общемировая тенденция к миниатюризации 

биосенсоров [1], а также дороговизна моно-

клональных антител предъявляет новые тре-

бования к методам детектирования патоге-

нов.  

В данной работе представлена методика 

приготовления аффинной поверхности на 

основе антител, которая вкупе с АСМ может 

быть положена в основу методики детекти-

рования не только цельных бактерий, но и их 

фрагментов, что крайне важно при работе с 

высоко патогенными клетками.  

Подложка готовилась следующим обра-

зом. Активированная в тлеющем разряде 

свежесколотая слюда погружалась в раствор 

белка G. Он закреплялся на поверхности по-

лярными группами, таким образом, что гид-

рофобный конец оставался свободным и 

смотрел наружу. Далее подложку погружали 

в раствор антител, что приводило к гидро-

фобному связыванию свободного конца бел-

ка G и тяжѐлой цепи антител. Легкие цепи же 

оставались свободными и активными. 

Концентрации белка G и антител подби-

рались исходя из «царапающих» эксперимен-

тов. Было определено, что при концентраци-

ях 0,3 мг/мл и 0,2 мг/мл для белка G и анти-

тел соответственно они образуют монослой 

толщиной около 5 нм.  

Полученные таким способом аффинные 

поверхности обладают большой специфич-

ностью по отношению к своим антигенам. На 

рис. 1. представлены АСМ-изображения по-

верхности, приготовленной по описанной 

выше методике с антителами к Escherichia 

coli, после погружения в суспензию фрагмен-

тов клеток Bacillus subtilis (a) и в суспензию 

фрагментов клеток Escherichia coli (b). Мож-

но наблюдать существенную разницу в ад-

сорбции «родных» фрагментов по отноше-

нию к  контрольному эксперименту.  

Таким образом, предложенная методика 

модификации подложек сохраняет актив-

ность антител и может быть положена в ос-

нову создания биосенсоров. 

 

 

Рис. 1. АСМ-изображения поверхностей, 

модифицированных белком G и антителами к 

Escherichia coli, экспонированных в суспен-

зию, содержащую фрагменты клеток Bacillus 

subtilis с концентрацией по целым клеткам 

10
8
 клеток/мл (a), суспензию, содержащую 

разрушенные фрагменты клеток Escherichia 

coli концентрацией (по целым клеткам) 10
8
 

клеток/мл (b). 
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Детальное понимание закономерностей 

функционирования эукариотического генома 

требует точных знаний о пространственной 

организации транскрипционно активного и 

неактивного хроматина в клеточном ядре. 

Благодаря гигантским размерам и выражен-

ной хромомерно-петлевой морфологии хро-

мосомы типа ламповых щеток (ЛЩ), обна-

руживаемые в растущих ооцитах большинст-

ва животных, представляют собой удобную 

модель для анализа структуры и функции 

мейотических бивалентов, изучения принци-

пов пространственной организации хромати-

на, а также процессов синтеза и созревания 

РНК.  

Большинство исследований хромосом-ЛЩ 

проведено с использованием методов свето-

вой микроскопии. Часть работ выполнена с 

применением методов трансмиссионной 

электронной микроскопии ультратонких сре-

зов или диспергированных по методу Мил-

лера хромосом и сканирующей электронной 

микроскопии хромосом с  предварительным 

контрастированием тяжелыми металлами. В 

настоящей работе топография поверхности 

хромосом типа ЛЩ была впервые проанали-

зирована с помощью атомно-силового мик-

роскопа, что позволило, с одной стороны, 

визуализировать генетический материал 

ооцита с очень высоким разрешением и, с 

другой стороны, свести к  минимуму арте-

факты, вызванные предварительными обра-

ботками внутриядерных структур.  

Препараты микрохирургически изолиро-

ванных из ооцитов курицы хромосом типа 

ламповых щеток готовили по стандартным 

протоколам. Сканирование проводили на 

микроскопе NTEGRA Aura (фирмы NT-

MDT) в полуконтактном режиме на воздухе с 

использованием кремниевых зондов NSG01 и 

NSG10. 

По сравнению с метафазными хромосо-

мами, с помощью атомно-силовой микроско-

пии (АСМ) в хромосомах-ЛЩ можно легко 

распознать более плотные хромомеры, про-

стые и сложные латеральные петли и их 

РНП-матрикс, а также ассоциированные с 

осью хромосом структуры, не содержащие 

нити хроматина.  

В ЛЩ видна разница между строением 

хроматина в хромомерах и структурой РНП-

матрикса латеральных петель хромосом. По 

данным АСМ, основная структурная единица 

РНП-матрикса – это гранула размером в диа-

пазоне от 30 нм до 100 нм, представляющая 

собой, по всей видимости, РНП-частицу. Эти 

гранулы формируют линейные комплексы, 

которые удлиняются по мере удаления от 

начала транскрипционной единицы, и соот-

ветствуют, по-видимому, перихроматиновым 

РНП-фибриллам.  

С помощью АСМ визуализирована про-

странственная организация синтезируемых 

транскриптов, ассоциированных с матрицей 

ДНК, которые «окутывают» оси латеральных 

петель хромосом. Детальный анализ РНП-

матрикса латеральных петель с помощью 

АСМ выявил в некторых транскрипционных 

единицах кольцевые структурные элементы 

размером около 250 нм, состоящие из ком-

плексов РНП-частиц.  

В результате проведенного анализа хро-

мосом-ЛЩ с высоким разрешением охарак-

теризован рельеф поверхности транскрипци-

онной единицы и скопления фибриллярных 

структур на самом конце открытой петли в 

терминальных районах хромосом. Результа-

ты сканирования поверхности хромосом-ЛЩ 

позволили обнаружить существенные отли-

чия трѐхмерной структуры РНП-матрикса 

простых латеральных петель и так называе-

мых «глыбчатых петель», характерных для 

ряда хромосом. Эти отличия могут быть обу-

словлены необычной природой «глыбчатых 

петель», которые формируются в результате 

транскрипции сателлитной ДНК и содержат 

транскрипты некодирующих белки тандемно 

повторяющихся последовательностей. 

Таким образом, применение бионаноско-

пических методов анализа топографии ЛЩ 

позволяет заполнить некоторые пробелы в 

сведениях об организации транскрипционно-

активных хромосом,  полученных с помощью 

методов световой и электронной микроско-

пии. 
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Развитие методов производства наноразмер-

ных структур и объектов за последние годы 

позволяет изготавливать и исследовать ши-

рокий спектр оригинальных устройств 

сверхмалых размеров. Один из таких  ярких 

примеров — полевой транзистор на основе 

кремниевого нанопровода. Он может быть 

использован как для физических измерений в 

составе электронных схем, так и для по-

строения сенсоров в биологиии и медицине 

[1-4]. Чувствительность транзистора достига-

ет такого уровня, что становится возможным 

определение отдельных вирусов или молекул  

[2]. 

Для изготовления структур использовался  

кремний на изоляторе (КНИ), обладающий 

следующими характеристиками: толщина 

верхнего (рабочего) слоя кремния — 100 нм, 

изолирующий диэлектрик — SIO2 толщиной 

200 нм. Толщина поддерживающей кремние-

вой пластины составляла 700 мкм. Оба слоя 

кремния были допированы бором (п-тип), 

удельное сопротивление составляло величи-

ну 7-12 Ом∙см. Структуры изготавливались с 

использованием процессов электронной ли-

тографии и реактивно-ионного травления 

верхнего слоя кремния через металлическую 

маску (рис. 1). 

Рис. 1. Микрофотография структуры на-

нопровода. 

Для формирования контактных площадок 

и покрывающего их изоляционного слоя для 

проведения измерений в жидкости применя-

лась как оптическая, так и электронная лито-

графия с совмещением. В качестве материала 

использовался тонкий (30 нм) слой титана 

(рис. 2). 

Рис. 2. Микрофотография готовой струк-

туры. 1 - нанопровод и контактные площад-

ки; 2 - металлические подводящие провода; 

3,4 - слои изолирующего диэлектрика для 

измерений в жидкостной среде. 

Измерения характеристик транзистора 

происходили в режиме задания напряжения 

между стоком и истоком транзистора и изме-

рении тока через нанопровод при различных 

напряжениях на подложке-затворе транзи-

стора. Измерения в жидкости продемонстри-

ровали чуствительность сенсора к измене-

нию рН буферных растворов в диапазоне 5-8.  

Работа поддержана грантом РФФИ 09-02-

12238 офи-м.  
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Исследованы возможности применения элек-

трохимических биосенсорных систем на ос-

нове нанопленок полиэлектролитов и фер-

ментов для целей экологического монито-

ринга ингибиторов холинэстераз и высоко-

производительного анализа эстераз крови. 

Проведено изучение характера влияния хи-

мического состава и структурной организа-

ции используемых полиэлектролитов, а так-

же физико-химических условий формирова-

ния полимерных и белковых пленок на ана-

литические и эксплуатационные характери-

стики получаемых амперометрических био-

сенсоров. 

Использование технологии послойного 

нанесения полиэлектролитов позволяет объ-

единить в одной структуре на поверхности 

электрохимической сенсорной матрицы по-

лимерные молекулы, ферменты, наночастицы 

медиатора, углеродные и белковые нанот-

рубки. Таким образом, открываются возмож-

ности по созданию портативных высокоточ-

ных мультимодальных систем диагностики in 

vitro. 

Рассмотрены примеры использования раз-

работанных биосенсорных систем для кон-

троля токсичности воды на водозаборных 

станциях Санкт-Петербурга. 

Спектроскопия комбинационного рассея-

ния (Raman spectroscopy) как химико-

аналитический метод обладает рядом несо-

мненных преимуществ. Первое, этот метод 

недеструктивный. Второе, спектры комбина-

ционного рассеяния отражают колебательные 

движения атомов, с высокой специфично-

стью характеризующие анализируемые хи-

мические соединения. Третье, возможность 

проведения одновременного анализа большо-

го количества различных соединений.  

Главным ограничением широкого исполь-

зования спектроскопии комбинационного 

рассеяния для аналитических целей является 

его низкая чувствительность. В 1974 году в 

работе Мартина Флейшмана и соавторов бы-

ло показано, что эффективность получения 

спектров комбинационного рассеяния может 

быть повышена в миллионы раз и более при 

адсорбции анализируемого соединения на 

поверхности наночастиц металлов. Это явле-

ние получило название Surface-enhanced 

Raman Scattering (SERS). 

Проведен анализ литературных данных по 

использованию метода SERS для определе-

ния активности и стереоселективности липаз, 

эстераз и протеаз. Показано, что для предло-

женного формата анализа достаточно 500 

молекул фермента. Описан метод определе-

ния ультранизких концентраций щелочной 

фосфатазы (ALP) на уровне фемтомолярных 

концентраций. Предел обнаружения ALP, 

достигнутый при использовании метода 

SERS, фактически на порядок ниже пределов 

обнаружения, достигаемых с использованием 

электрохимических и биосенсорных методов. 

Таким образом, на сегодняшний день 

SERS как аналитическая платформа демон-

стрирует наименьшие значения пределов об-

наружения ферментов, их субстратов и про-

дуктов. Можно заключить, что развитие ме-

тода SERS в целях определения активности 

ферментов является одним из самых пер-

спективных направлений в области создания 

современных средств молекулярной диагно-

стики и функциональной протеомики. 

Проведен анализ возможностей использо-

вания наноаналитической платформы на ос-

нове методов сканирующей зондовой микро-

скопии для проведения многопараметриче-

ского анализа с использованием антител. 

Эффективность разработанной наноаналити-

ческой платформы продемонстрирована на 

примерах определения риккетсий, бактери-

альных и вирусных возбудителей особо 

опасных инфекционных заболеваний, а также 

крупных белковых антигенов. 
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КАЛИБРОВКА АТОМНО-СИЛОВЫХ И ЭЛЕКТРОННЫХ 
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СУБНАНОМЕТРОВОЙ ПОГРЕШНОСТЬЮ 
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ЗАО «Техносистема Н» 

Всероссийский научно-исследовательский институт метрологической службы 

Московский государственный университет приборостроения и информатики 
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Динамические меры предназначены для ка-

либровки сканирующих зондовых и элек-

тронных микроскопов, нанотехнологических 

установок, сенсоров механических переме-

щений. 

Динамическая мера обеспечивает линей-

ное перемещение поверхности, управляемое 

электрическим напряжением, относительно 

основания. Пьезоматериалы с обратным пье-

зоэффектом, применяемые в динамических 

мерах, характеризуются почти полным от-

сутствием гистерезиса и крипа. 

Выпускаются 2 типа динамических мер, 

обеспечивающих вертикальное или горизон-

тальное перемещение соответственно (рис. 1-

3). В отличие от традиционных статических 

мер длины точность калибровки динамиче-

скими не зависит от технологически погреш-

ностей процесса обработки поверхности. 

Рис. 1. Комплект динамических мер для 

вертикального и горизонтального перемеще-

ния с кабелями и разъемами в транспортном 

контейнере. 

Рис. 2. Перемещение по вертикали. 

Рис. 3. Перемещение по горизонтали. 

Выпускаются также бескорпусные ди-

намические меры, размеры и фотографии 

которых приведены на рисунках 4, 5. 

Рис. 4. Бескорпусная мера вертикального 

перемещения. 

Рис. 5. Бескорпусная мера горизонтально-

го перемещения. 

Преимущества динамической меры: 

 Работа практически в любых условиях, а не 

только в гермозонах и вакууме. 

 Перемещение во всем нанометровом диапа-

зоне 1-100 нм. Величина перемещения равна 

величине калибровки с погрешностью менее 

долей нанометра и прямо пропорциональна 

величине управляющего напряжения (рис. 6). 

 Реальный срок службы динамической меры 

превышает десятки лет, т.к. величина пере-

мещения поверхности не зависит от формы и 

состояния ее поверхности. 

 Калибровка одной динамической мерой раз-

личных длин, вместо применения нескольких 

3 

12 
12 

а) положение поверхности –∆Z 
динамической меры вертикального 
перемещения при подаче на 
пьезоэлемент управляющего 
напряжения отрицательной поляр-
ности –∆U. 

б) положение поверхности +∆Z 
динамической меры вертикального 
перемещения при подаче на 
пьезоэлемент управляющего 
напряжения положительной по-

лярности +∆U. 

поверхность динамической 

меры пьезоэлемент 

+∆Z 

- ∆Z 

- ∆X + ∆X 

а) положение поверхности  
–∆X динамической меры горизон-
тального перемещения при подаче 
на пьезоэлемент управляющего 
напряжения отрицательной по-

лярности –∆U. 

б) положение поверхности  
+∆X динамической меры горизон-
тального перемещения при подаче 
на пьезоэлемент управляющего 
напряжения положительной по-
лярности +∆U. 

15 15 

8 
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статических мер, что повышает точность, 

обеспечивает экономию средств и сокращает 

время калибровки. 

 Измерение времени реакции измерительной 

системы. 

Рис. 6. Пример калибровочного графика 

зависимости величины амплитуды импуль-

сов перемещения поверхности динамической 

меры вертикального перемещения от ампли-

туды импульсов управляющего напряжения в 

диапазоне от -2000 вольт до + 2000вольт. 

Измерение перемещений в нанометровом 

диапазоне с субнанометровой погрешностью 

производится оптическим интерферометром, 

фотография оптического блока которого 

приведена на рис. 7. 

Рис. 7. Фотография оптического блока. 

Компактность и высокая жесткость конст-

рукции выпускаемых оптических интерфе-

рометров позволяет использовать их в усло-

виях повышенных акустических и сейсмиче-

ских воздействий. Выпускаемый многомодо-

вый интерферометр характеризуется низким 

уровнем шумов до 0,1 - 0,3 нм, типичные 

значения которых приведены на рис. 8. 

 

 

Рис. 8. График уровня шумов интерферомет-

ра. 

 

Сочетание приборов: 

 динамической меры, диапазон перемеще-

ния поверхности которой  (производимого  

с субнанометровой погрешностью) пере-

крывает нанометровый диапазон; 

 источника управляемого напряжения и 

системы сбора и обработки информации 

на его основе; 

 оптического интерферометра нанометро-

вого диапазона с субнанометровой по-

грешностью 

открывает возможности использования их в 

качестве взаимопроверяющих приборов. 

Данные приборы могут использоваться авто-

номно и встраиваться в другие установки. 

Пример одного из сочетаний приборов  

комплекса «Нанотестер», предназначенного 

для измерений и калибровки в нанометровом 

диапазоне с субнанометровой погрешностью, 

приведен на рис. 9. 

Рис. 9. Комплект приборов «Нанотестер» 

в составе динамической меры, источника 

управляемого напряжения, оптического ин-

терферометра и компьютера. 
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AFM TO STUDY DYNAMICS OF DNA AND PROTEIN-DNA 

COMPLEXES 

Yuri Lyubchenko 
Department of Pharmaceutical Sciences, University of Nebraska Medical Center 

ylyubchenko@unmc.edu 

Summary: In this lecture, I will review recent research projects in the lab dealing with the study of 

dynamics of DNA and protein-DNA complexes and employing single molecule imaging techniques, 

primarily time-lapse AFM (see reviews [1-3] and references therein). The DNA dynamics projects will 

be illustrated by the study of dynamics and branch migration of DNA Holliday junctions.  Our advances 

in the study of protein-DNA complexes will be illustrated by the work on imaging of dynamics and 

unwrapping of nucleosomes. The use of the high-speed AFM will be briefly discussed. 

 

1. Dynamics of DNA Holliday Junctions: 

Structural Transitions and Branch Migration  

Introduction:  
 Recombinational DNA or Holliday junctions 

(HJs) (also called four-way DNA junctions), are 

central intermediates for DNA recombination, 

double strand break repair and are formed 

transiently during the stalling of DNA replication. 

A zipper-type model for branch migration of Sigal 

and Alberts is very attractive, yet no direct 

experimental data proving this model have been 

obtained. Moreover, recent kinetic studies of HJ 

branch migration do not support this model. 

Despite tremendous effort to unravel the structure 

and dynamics of this critical DNA intermediate, 

our knowledge about the molecular mechanisms 

of DNA strand transfer (branch migration) is quite 

limited. A great deal of information on the 

structure of Holliday junctions has been obtained 

from studies of synthetic (primarily immobile) 

four-way junctions. However, these data are not 

yet sufficient for understanding the molecular 

mechanism of branch migration.  

Results and Conclusions:  

 We applied single molecule time-lapse AFM 

imaging to follow the nanoscale dynamics 

Holliday junction capable of branch migration 

(Fig. 1). These experiments showed that none of 

folded conformations of the junction including the 

Alberts-Sigal model with the parallel orientation 

of exchanging arms supports branch migration.  

The combination of single molecule AFM and 

fluorescence methods enabled us to show directly 

and unambiguously that transition of the junction 

into unfolded opened square conformation is 

required for branch migration. Importantly, the 

branch migration process is not a smooth 

translocation of the junction.  Rather, the junction 

undergoes structural transition between folded and 

unfolded conformation, so the branch migration 

phase occurs during the time period in which the 

junction adopts unfolded HJ conformation.  

Single-molecule Fluorescence Resonance Energy 

Transfer (smFRET) studies of a mobile HJ reveal 

a stepwise pattern for branch migration in which 

the fast steps of the process appear on time 

trajectories as hops between plateaus where the 

junction resides for relatively long times.  

2. Dynamics of Nucleosomes Revealed by Time-

Lapse Atomic Force Microscopy 

 In this project we applied atomic force 

microscopy(AFM) -- primarily time-lapse imaging--to 

directly probe the dynamics of nucleosomes at the 

nanometer scale.  

Introduction: A fundamental challenge of regulation 

of gene activity is the accessibility of DNA within 

nucleosomes because the DNA is tightly wrapped 

around the histone core. Studies performed over the 

past decade led to the discovery of a class of proteins 

that unwrap the DNA from the histone core to provide 

the access to the DNA regions inside the nucleosome.  

This led to the view in which nucleosomes themselves 

 
Fig. 1. AFM images of the Holliday 

junctions. 
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are considered rather stable particles with limited 

dynamics.  

Recent studies performed with the use of various 

techniques, including single molecule approaches, led 

to the realization that nucleosomes are quite dynamic 

rather than static systems. Direct data are needed to 

reconcile these conflicting views. Specifically, if the 

nucleosomes are dynamic, the following critical 

questions need to be answered. What is the range of 

the local dynamics of nucleosomes?  Is a non-ATP 

dependent unwrapping of nucleosomes possible? 

What are the factors facilitating the large scale 

opening and unwrapping of nucleosomes?  

Results: 

 The AFM images of nucleosomes (Fig. 2) 

illustrate high dynamics of this fundamental unit of 

chromatin.  DNA on these images makes various 

turns around the histone core. For example, 

nucleosomes marked 1, 2 and 3 have 1.7, 1.4 and 1.0 

turns of DNA wrapped around the core particle. Thus, 

high-resolution AFM imaging of nucleosomes in air 

revealed the structural heterogeneity of the particles 

and the researchers hypothesize that this heterogeneity 

reflects inherent dynamics of nucleosome.  

To test this hypothesis and look directly at the 

dynamics of nucleosome in solution, we employed the 

AFM capability to perform imaging in aqueous 

solutions using time-lapse imaging of non-dried 

nucleosome samples.Using time-lapse AFM imaging, 

we were able--for the first time--to observe 

spontaneous, protein-free unwrapping of the 

nucleosomes.  The unwrapping occurs from the ends 

of the nucleosomes, allowing for exposure of DNA 

regions as large as dozes base pairs and leading to a 

complete unfolding of nucleosomes.  Figure 3 

illustrates the unwrapping process. Here an initially 

fully-wrapped nucleosome (1) undergoes partial 

unwrapping (2) followed by a complete unwrapping 

and dissociation of the histones from the DNA (3).  

 

Conclusions: 

 These studies highlighted the role of electrostatic 

interactions on the unwrapping process. The 

electrostatic interactions between positively charged 

histone octamer and negatively charged DNA are 

major contributors to the stability of the structure of 

nucleosomes.  However, transiently unwrapped DNA 

segments can be trapped by electrostatic interactions 

with the positively charge surface outside the 

nucleosome.  These trapped states increase the 

probability for the next unwrapping step shifting the 

equilibrium of the unwrapping/wrapping dynamics 

towards unwrapping that eventually may lead to full 

unwrapping of the nucleosome. The described 

scenario has been realized in the AFM experiments in 

which positively charged surface was created. Based 

on this data we hypothesize that interaction of 

chromatin with surfaces within the cell including the 

surfaces of remodeling proteins can contribute to the 

chromatin dynamics providing the accessibility to the 

DNA regions. 
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Fig. 2. AFM images of mononucelosomes. 

          

Fig. 3. Time lapse imaging of the nucleosome 

unwrapping.  
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ТЕСТИРОВАНИЕ БИОАКТИВНОСТИ НАНОЧАСТИЦ МЕТОДОМ 
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Изменение дисперсности влияет на физико-

химические свойства вещества: адгезивность, 

сорбционную активность, структурируе-

мость, токсичность и т.п. Увеличение отно-

шения площади поверхности к объему нано-

частиц приводит к их способности более ин-

тенсивно взаимодействовать с окружающей 

средой. Активное развитие нанотехнологий и 

их внедрение в практику, а также информа-

ция о потенциальных факторах риска, свя-

занных с наноматериалами, определяют не-

обходимость решения вопросов нанобиобе-

зопасности. 

Известно, что лизоцим (N-

ацетилмурамил-гидролаза или мураминида-

за) (ЛМ) является одним из важнейших за-

щитных факторов живых организмов, обла-

дающим широким спектром общебиологиче-

ского действия. Реализация многочисленных 

функций лизоцима осуществляется благодаря 

взаимодействию лизоцима с макрофагами и 

лимфоцитами, индукции выработки ими вы-

сокоактивных клеточных медиаторов. 

В настоящей работе мы попытались в ус-

ловиях экспериментов in vitro оценить про-

тективный эффект ЛМ при воздействии на-

нопорошков вольфрама на лимфоциты пери-

ферической крови человека с использовани-

ем оптико-геометрических показателей ядер-

ных структур живых функционирующих кле-

ток. 

Объектом исследования служили Т-

лимфоциты периферической крови здоровых 

добровольцев. В экспериментах использова-

ли ЛМ в конечной концентрации 1 мкг/мл, 

5 мкг/мл и 10 мкг/мл и промышленно выпус-

каемый порошок вольфрама с размером час-

тиц 1,2 мкм (W) и 60 нм (нано-W60), полу-

ченный плазменным методом, в конечной 

концентрации 5 мг/мл. Клетки инкубировали 

с каждым из препаратов при температуре 

37°С в течение 60 минут. Для оценки протек-

тивного эффекта лимфоциты сначала обраба-

тывали ЛМ, а затем подвергали воздействию 

W и нано-W60. Контролем служили интакт-

ные клетки. Исследование морфофункцио-

нального состояния ядер Т-лимфоцитов про-

водили с использованием отечественного 

компьютерного лазерного фазово-

интерференционного микроскопа “Цитоскан” 

(МГИРЭА, Москва) [2]. Оценивали оптико-

геометрические показатели каждой клетки и 

всей выборки в целом. Статистический ана-

лиз экспериментальных и клинических дан-

ных проводили с помощью алгоритмов среды 

MatLab и математического пакета Statistica 6. 

Использование компьютерной фазово-

интерференционной микроскопии (КФМ) 

позволяет регистрировать детальные измене-

ния фазовых параметров лимфоцитов, непо-

средственно связанных с уровнем их функ-

циональной активности (рис. 1) [1]. Извест-

но, что ядерный хроматин способен к слож-

ным структурным превращениям, изменяю-

щим его физико-химические свойства. При 

этом такие параметры как рефрактерность, 

анизотропия отражают его структурную упо-

рядоченность. Снижение значения коэффи-

циента преломления может свидетельство-

вать о явлениях деспирализации хроматина, 

сопровождающихся ослаблением химиче-

ских связей комплекса ДНК – гистон в ядре 

клетки. Данный факт указывает на биологи-

ческую активацию хроматина – предпосылку 

матричной активности ДНК. И, наоборот, 

при снижении активности клетки в ядре про-

исходит перераспределение и уплотнение 

хроматина, заметное увеличение его рефрак-

терности. 

 

Рис. 1. Трехмерная реконструкция фазово-

го изображения Т-лимфоцита. 
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Ранее проведенными исследованиями бы-

ло доказано, что фазовая высота (ФВ) явля-

ется критерием метаболической и пролифе-

ративной активности лимфоцитов перифери-

ческой крови [3]. Так, уменьшение значения 

коэффициента преломления (и соответствен-

но высоты и объема клеток) может свиде-

тельствовать о процессах деспирализации 

хроматина, что указывает на его биологиче-

скую активацию. И, наоборот, при снижении 

активности клетки в ядре происходит пере-

распределение и уплотнение хроматина, со-

провождающееся возрастанием ФВ. 

Под воздействием ЛМ мы наблюдали не-

значительную активацию лимфоцитов. Так, 

после инкубации клеток с ЛМ в конечной 

концентрации 1 мкг/мл ФВ снижалась на 6%, 

а при увеличении концентрации до 10 мкг/мл 

– на 9% по сравнению с интактными лимфо-

цитами. 

Поскольку усредненные данные не всегда 

демонстрируют реальные изменения, в каче-

стве критерия морфофункционального со-

стояния ядер лимфоцитов мы использовали 

индекс функциональной активности ядра 

(FAN), представляющий величину, обратно 

пропорциональную фазовой высоте каждой 

клетки в выборке, характеризующей кон-

формационное состояние нуклеолярных бел-

ков и степень деконденсации хроматина. 

FAN вычисляли по формуле: 

FAN=(3·n3+2·n2+n1+0·n0)/n,где: n3 – количест-

во клеток с ФВ ≤1,5мкм; n2 – с ФВ 1,5–2мкм; 

n1 – с ФВ 2–2,5мкм; n0 – с ФВ >2,5;  n – число 

клеток в выборке. 

Анализ полученных данных продемонст-

рировал достоверное увеличение функцио-

нальной активности ядер лимфоцитов, осо-

бенно при воздействии ЛМ в концентрации 

10 мкг/мл (1,48 против 1,26, р<0,05). Данный 

факт служит подтверждением прямого нук-

леотропного действия ЛМ на Т-лимфоциты 

периферической крови, проявляющегося из-

менением конформационного состояния их 

ядер. Максимальный эффект достигается при 

воздействии ЛМ в концентрации 10 мкг/мл. 

После инкубации с порошком W средние 

в популяции оптико-геометрические показа-

тели Т-клеток оказались равными 

(6,8 ± 1,0) мкм в диаметре, (19,5 ± 3,0) мкм по 

периметру, высотой (2,4 ± 0,4) мкм, площа-

дью (28,1 ± 10,9) мкм
2
, и объемом 

(33,1 ± 12,1) мкм
3
, соответственно; а при воз-

действии нано-W60 (6,5 ± 1,7) мкм, 

(19,0±4,2)мкм, (2,4±0,4)мкм, (26,4±12,9)мкм
2
, 

(28,6 ± 13,9) мкм
3
 против (7,1 ± 1,5) мкм, 

(20,8±4,0)мкм, (2,1±0,4)мкм, (31,5±13,5)мкм
2
, 

(32,2 ± 15,3) мкм
3
 в контрольной группе, со-

ответственно. FAN Т-лимфоцитов, подверг-

нутых воздействию нано-W-60 снижался до 

1,02 против 1,26 (p<0,05). При этом под 

влиянием порошка нано-W60 в популяции Т-

лимфоцитов резко уменьшалось содержание 

наиболее активных клеток с минимальной 

высотой (ФВ <1,5 мкм) и увеличивался про-

цент лимфоцитов с ФВ>2,5 мкм. Полученные 

результаты свидетельствуют о способности 

вольфрама ингибировать активность Т-

клеток, причем эффект супрессии более вы-

ражен при воздействии нано-W60. 

Проведение предварительной инкубации 

лимфоцитов с физиологическими концентра-

циями лизоцима в экспериментах in vitro 

продемонстрировало протективный нуклео-

тропный эффект ЛМ на фоне супрессивного 

воздействия наночастиц W. 

Таким образом, морфометрический анализ 

динамики клеточных показателей лимфоци-

тов периферической крови позволил количе-

ственно оценить супрессивное влияние час-

тиц вольфрама. При этом нанодисперсный 

вольфрам оказался способным к более ин-

тенсивному взаимодействию с функциональ-

ными компонентами клеток (мембранами, 

органеллами, ядерными структурами). Де-

тальное изучение характера этих взаимодей-

ствий может стать основой для создания сис-

темы норм безопасности производства и 

применения нанотехнологий нового поколе-

ния. Использование КФМ позволяет количе-

ственно и с большой точностью определить 

уровень функциональной активности ядер 

лимфоцитов, а показатель FAN является наи-

более информативным для представления 

иммуномодулирующего нуклеотропного 

действия ЛМ и других биологически актив-

ных веществ. 

Список литературы: 

1. Василенко И.А., Кардашова З.З., Тычин-

ский В.П., и др., Клеточная диагностика: 

возможности витальной компьютерной мик-

роскопии. Вестник последипломного меди-

цинского образования, 3-4,64-68, (2009). 

2. Тычинский В.П. Динамическая фазовая 

микроскопия: возможен ли «диалог» с клет-

кой? Успехи физических наук, 177(5), 535-

552, (2007). 

3. Tychinsky V.P., Kretushev A.V., Vyshens-

kaya T. V., Tikhonov A.N. Coherent phase mi-

croscopy in cell biology: visualization of meta-

bolic states. Biochim. Biophys. Acta, 1708, 362-

366 (2005). 



46 

 

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ МЕТОДА ЛАЗЕРНОЙ ИНТЕРФЕРЕНЦИОННОЙ 

МИКРОСКОПИИ ДЛЯ ВИЗУАЛИЗАЦИИ ЖИВЫХ КЛЕТОК В 

УСЛОВИЯХ IN VITRO 

А.И. Юсипович, Г.Г. Левин*, Г.В. Максимов 
Биологический факультета МГУ им. М.В. Ломоносова 

*
Всероссийский НИИ оптико-физических измерений 

yavor@pisem.net 

 

Рис. 1. Обычные световые (верхний ряд) 

и фазовые (нижний ряд) изображения эрит-

роцита человека (a) и делящегося фибробла-

ста (б) 

Обсуждаются достоинства и особенности 

применения метода лазерной интерференци-

онной микроскопии (ЛИМ) при исследова-

нии клеток в условиях in vitro. Метод ЛИМ 

позволяет получать изображения малокон-

трастных полупрозрачных биологических 

объектов без использования красителей, 

кроме того с помощью ЛИМ также возможно 

количественно оценивать оптическую раз-

ность хода (ОРХ) в каждой точке  объекта. 

Величина ОРХ в точке пропорциональна 

толщине клетки и разнице показателя пре-

ломления объекта и окружающей среды в 

данной точке объекта. Изменение величины 

ОРХ на различных участках объекта (фазовое 

изображение) позволяет регистрировать не 

только диаметр и площадь, аналогично дру-

гим видам оптической микроскопии, но и 

распределение и количество вещества в объ-

екте, а также, при соблюдении некоторых 

условий, толщину и объем биологических 

объектов. 

Дается краткая теория метода ЛИМ, рас-

смотрены особенности отображения различ-

ных биологических объектов при помощи 

ЛИМ. Выводы проиллюстрированы изобра-

жениями различных типов клеток и тканей 

(эритроциты, тучные клетки, нервное волок-

но и другие), обсуждается возможность ис-

пользовать совмещенные с персональным 

компьютером ЛИМ микроскопы в качестве 

автоматического анализатора изображений. 

 



47 

 

ВЫСОКОСКОРОСТНАЯ 

АТОМНО-СИЛОВАЯ МИКРОСКОПИЯ 
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emenshikov@gmail.com 

Возможность наблюдения биологических 

процессов в реальном времени методом 

атомно-силовой микроскопии (АСМ) явля-

лась одной из самых волнующих перспектив 

данной методики с момента ее создания. 

Традиционная атомно-силовая микроскопия, 

обладая высоким латеральным разрешением, 

не позволяет получать последовательные 

АСМ-изображения на временах, сравнимых с 

характерными временами динамики биоло-

гических систем. Последние достижения в 

области быстрого сканирования биологиче-

ских объектов позволили визуализировать 

динамические процессы ДНК-белковых ком-

плексов на миллисекундных временах [1-3]. 

История развития быстросканирующей 

микроскопии берет свое начало с 1996 года. 

Первый быстросканирующий АСМ был 

представлен группой S. Quate [4]. Предло-

женный пьезоманипулятор позволял произ-

водить сканирование с высокой скоростью, 

однако высокая жесткость кантилеверов не 

давала возможность работать с биологиче-

скими объектами. Прорывом в развитии бы-

стросканирующего АСМ для биологии стала 

работа группы P. Hansma [5], в которой для 

увеличения скорости сканирования (до 0,5 

кадров в сек) было предложено использовать 

короткие кантилеверные консоли, что суще-

ственно увеличивало их резонансную часто-

ту в соответсвии с формулой: 
20 ~

L

tE
, 

где E — модуль Юнга, ρ-плотность,  L,t — 

длина и толщина балки кантилевера соответ-

ственно. В дальнейшем группой Т. Ando [1, 

2] были развиты идеи коротких кантилевер-

ных консолей, а также предложены схемы 

быстрого сканера и электроники для обра-

ботки получаемых данных.  

Современная высокоскоростная атомно-

силовая микроскопия основана на четырех 

основных приципах: (1) короткие кантиле-

верные консоли с  высокой резонансной час-

тотой и низкой константой жесткости, (2) 

сканеры с высокой резонансной частотой, (3) 

активное подавление механических вибраций 

сканера, (4) быстрая обратная связь. 

Принципиальная схема быстросканирую-

щего АСМ приведена на рис. 1. Для измере-

ния отклонений коротких кантилеврных кон-

солей требуется специальный дизайн оптиче-

ской системы контроля отклонений, главной 

особенностью которого является фокусиро-

вание лазерного луча на кантилевер (3) при 

помощи объектива (9), который также ис-

пользуется и для коллимирования луча, от-

раженного от кантилевера. Падающий и от-

раженные лучи разделяются по поляризации 

делительной (12) и четвертьволновой пла-

стинами (11). Отраженный от кантилевера 

луч направляется на двухсекционный фото-

диод (15). Кантилевер, закрепленный на 

стеклянной пластине, ориентирован зондом 

вверх и направлен к образцу, закрепленном 

на стеклянном цилиндрическом объектном 

столике (2), который в свою очередь закреп-

лен на сканере (1).  

 

Рис. 1. Схематическое устройство быстро-

сканирующего  АСМ. Z-пьезосканер (1), объ-

ектный столик (2), кантилевер (3), противо-

вес Z-пьезосканера (4), x- пьезосканер (5), 

подсветка (6), шаговый двигатель (7), пьезо-

элемент для возбуждения колебаний канти-

левера (8), объектив (9), зеркало (10), чет-

вертьволновая пластина (11), поляризацион-

ный делитель (12), лазер (13), линза (14), 

двухсекционный фотодиод (15), камера (16). 

Сканер для быстросканирующего АСМ 

состоит из сопряженных пьезоманипулято-

ров и возвратных пружин. Y-сканер переме-

щает X-сканер, в свою очередь X-сканер (5) 

перемещает Z-сканер (1), а z-сканер переме-
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щает объектный столик (2). Х- и Y-

пьезоманипуляторы сопряжены с возвра-

щающими пружинами. Максимальные X- и 

Y-смещения составляют 2-3 мкм. По сравне-

нию с X- и Y-пьезоманипуляторами Z-

сканер, имеет большую скорость сканирова-

ния. Его резонансная частота составляет 170-

370 кГц, однако максимальное смещение ог-

раничено 1-2 мкм [2]. Для компенсации им-

пульсов, вызванных смещениями z-сканера, 

используется контрбалансный пьезоманипу-

лятор (4), смещающийся в направлении про-

тивоположном к z-сканеру. 

Современные коммерческие кантилеве-

ры (3) для быстрого сканирования примерно 

в 10 раз меньше традиционных (длина 6-10 

мкм, ширина 2 мкм, толщина 90 нм), что при 

константе жесткости 0,1-0,2 Н/м обеспечива-

ет резонансную частоту в жидкости 600 кГц– 

1,2 МГц [6] и позволяет получать изображе-

ния со скоростью ~25 кадров в секунду без 

существенного влияния на исследуемые био-

логические системы. 

 

Рис. 2. (а) Одиночный кадр высокоскоро-

стного АСМ-изображения, полученного при 

скорости 3 кадра в секунду. Наложенные по-

следовательно полученные кадры положений 

ДНК на подложке. (б)-20 кадров; (в)-40 кад-

ров (г)-60 кадров. 

Одной из важных процедур при исследо-

вании биологических объектов является про-

цедура модификации подложки для нанесе-

ния образца. При оптимальной модификации 

образец должен обладать значительной под-

вижностью и в то же время не покидать об-

ласть сканирования. Для выявления опти-

мальной модификации поверхности слюды 

для высокоскоростного АСМ исследовали 

сегментативную подвижность ДНК (491 пара 

оснований), нанесенную на свежесколотую 

слюду и слюду, предварительно модифици-

рованную 1-(3-аминопропил) силатраном 

(АПС). 2 мкл раствора ДНК в 10 мM HEPES 

буфере, содержащем 5 мM Mg
2+

 наносили на 

подложки, выдерживали 2 мин, промывали и 

исследовали в том же самом буфере на быст-

росканирующем АСМ (RIBM Co., Япония). 

Скорость сканирования составляла 3 кадра в 

секунду. Единичный кадр полученных АСМ-

фильмов приведен на рис. 2а. Форма молекул 

ДНК отражает их гибкость и согласуется с 

традиционными АСМ-изображениями. На 

рис. 2 (б-г) приведены наложения конформа-

ций ДНК на 20, 40 и 60 последовательных 

кадрах, соответственно. Данные показывают, 

что ДНК обладает сегментной подвижностью 

как при нанесении на свежесколотую слюду, 

так и на слюду, модифицированную АПС. 

Однако модификация АПС представляется 

более оптимальной, т.к. позволяет получать 

более контрастные АСМ-изображения ДНК и 

ДНК-белковых комплексов. 

Возможности быстросканирующего АСМ 

для исследования динамики ДНК-белковых 

комплексов продемонстрированы на примере 

наблюдения динамики нуклеосом – единич-

ных структурных элементов хроматина. Изу-

чение динамики нуклеосом представляет 

большой интерес в связи с необходимостью 

понимания процессов динамики хроматина 

для возможности диагностирования и пре-

дотвращения генетических заболеваний.  

В работе исследовали нуклеосомы, со-

стоящие из октамера, образованного челове-

ческими гистонами Н2А, Н2В, Н3, Н4 (фир-

ма New England Biolabs Inc) и ДНК-

специфичной последовательности 601, де-

лающей 1,7 оборота вокруг октамера. Пове-

дение нуклеосом на модифицированной АПС 

слюде изучали при помощи быстроскани-

рующего АСМ в буферном растворе при 

низкой ионной силе (10 мМ HEPES, 4 мМ 

МgСl2). Скорость сканирования составляла 1 

кадр в секунду. 

В процессе жизни нуклесом наблюдали 

обратимый отрыв цепи ДНК от гистонового 

октамера с последующим присоединением к 

нему, что указывало на так называемый про-

цесс ―дыхания‖ (рис. 3). Изменение структу-

ры нуклеосом в процессе  ―дыхания‖ было 

проанализировано на основании  измерений 

длин свободных концов ДНК (рук) и опреде-

ления степени намотки ДНК вокруг гистоно-

вого октамера. 

 

Рис. 3. АСМ-кадры ―дыхания‖ нуклеосо-

мы, полученные при скорости 1 кадр в се-

кунду. 
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Показано, что наряду с ―дыханием‖ в про-

цесе жизни нуклесом наблюдаются следую-

щие процессы:  

 разворачивание нуклеосом с потерей гис-

тонового октамера, сопровождающееся 

движением рук (рис. 4), 

 смещение гистонового октамера вдоль це-

пи ДНК (слайдинг) (рис. 5), 

 выход октамера из нуклеосомы без движе-

ния рук ДНК вследствие увеличения петли 

ДНК вокруг гистонового кора (рис. 6). 

Процесс разворачивания нуклеосомы 

(рис. 4) сопровождается движением одной 

или обеих рук, что приводит к уменьшению 

степени накрутки цепи ДНК вокруг гистоно-

вого октамера. В процессе раскручивания 

нуклеосома теряет гистоновый октамер или 

его часть. Наблюдаемый механизм развора-

чивания нуклеосом хорошо согласуется с ра-

нее полученными данными [7]. 

Процесс смещения гистонового октамера 

вдоль цепи ДНК представлен на рис. 5. На 

основании анализа изменения длин рук ДНК 

в нуклеосоме на последовательных АСМ-

кадрах показано, что степень намотки ДНК 

вокруг гистонового октамера остается неиз-

менной в процессе его движения, что указы-

вает на возможность слайдинга. 

Процесс выхода гистонового октамера из 

нуклеосомы показан на рис. 6. На рис. 6 в 

отчетливо видно увеличение петли вокруг 

гистонового октамера, сопровождающееся 

его вылетом, после чего на следующем АСМ-

изображении (рис. 6г) видна только петля 

ДНК, которая релаксирует со време-

нем (рис. 6е). Отметим, что основным факто-

ром стабильности нуклеосом является элек-

тростатическое взаимодействие отрицатель-

но заряженной цепи ДНК и положительно 

заряженного гистонового октамера. При уве-

личении петли происходит ослабление взаи-

модействия октамера с молекулой ДНК, что 

приводит к выходу октамера, который впо-

следствии диссоциирует от положительно 

заряженной поверхности из-за электростати-

ческого отталкивания. 

Обнаруженные закономерности уточняют 

молекулярный механизм динамики нуклео-

сом и позволяют выдвинуть новые гипотезы 

о механизме действий модифицирующих 

белков (remodeling factors) в динамике хро-

матина.

 

Рис. 4. Последовательные АСМ-кадры 

разворачивания нуклеосомы, полученные 

при скорости 1 кадр в секунду. 

 

Рис. 5. Последовательные АСМ-кадры 

слайдинга октамера, полученные при скоро-

сти 1 кадр в секунду. 

 

Рис. 6. Последовательные АСМ-кадры 

выхода гистонового октамера из нуклеосомы, 

полученные при скорости 1 кадр в секунду. 

Список литературы: 

1. Ando T., Kodera N., Takai E., Maruyama D., 

Saito K., Toda A., Proc. Natl. Acad. Sci. U S 

A, 98, 12468-12472 (2001). 

2. Ando T., Uchihashi T., Fukuma T., Prog. 

Surf. Sci., 83, 337-437 (2008). 

3. Shibata M., Yamashita H., Uchihashi T., 

Kandori H., Ando T., Nat. Nanotechnol., 5, 

208-212 (2010). 

4. Manalis S. R., S. C. Minne, Quate a. C. F., 

Appl. Phys. Lett., 68, 871-873 (1996). 

5. Walters D. A., Cleveland J. P., Thomson N. 

H., Hansma P. K., Wendman M. A., Gurley 

G., Elings V., Rev. Sci. Instrum., 67, 3583-

3590 (1996). 

6. Kitazawa M., Shiotani K., Toda A., Jpn. J. 

Appl. Phys., 42, 4844-4847 (2003). 

7. Shlyakhtenko L.S., Lushnikov A. Y., 

Lyubchenko Y. L., Biochemistry, 48, 7842–

7848 (2009). 



50 

 

ИССЛЕДОВАНИЕ ДИНАМИКИ НУКЛЕОСОМ МЕТОДОМ 
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Возросший в последнее время интерес к изу-

чению динамики нуклеосом, являющихся 

структурными единицами хроматина, отра-

жает высокую актуальность проблемы иссле-

дования динамики хроматина в связи с по-

ниманием механизма регуляции активности 

генов. Разработка подходов, с помощью ко-

торых возможно контролировать динамику 

хроматина, позволит предупредить развитие 

многих генетических заболеваний, а также 

понять механизм структурных изменений, 

происходящих в хроматине в ходе развития 

клетки и под воздействием различных внеш-

них агентов. 

Нуклеосомы образованы совместной упа-

ковкой нити ДНК с гистоновыми белками 

Н2А, Н2В, Н3 и Н4. Она состоит из ядра, 

представляющего собой гистоновый октамер, 

образованный парой гистонов каждого вида, 

и молекулы ДНК, делающей 1,67 оборота 

вокруг октамера. Возросшее в последнее 

время количество работ, указывающих на 

динамику нуклеосом во времени [1], отража-

ет необходимость детального исследования 

данного вопроса и понимания механизмов, 

определяющих стабильность нуклеосом. 

Данная работа посвящена исследованию 

стабильности нуклеосом в растворе. При 

сборке нуклеосом использовали ДНК специ-

фичной последовательности 601, обеспечи-

вающей специфичность связывания гистоно-

вого кора, и человеческие гистоны Н2А, 

Н2В, Н3 и Н4 (фирма New England Biolabs 

Inc). Сборку нуклеосом осуществляли со-

гласно описанной ранее методике [2]. Пове-

дение нуклеосом в буферном растворе при 

низкой ионной силе (10 мМ HEPES, 4 мМ 

МgСl2) исследовали с помощью метода 

атомно-силовой микроскопии (АСМ) путем 

осаждения нуклеосом из раствора на поверх-

ность слюды через различные промежутки 

времени (рис. 1). Для увеличения адсорбци-

онной способности слюду предварительно 

модифицировали 1-(3-аминопропил) силат-

раном (АПС). О стабильности нуклеосом в 

растворе судили путем оценки на АСМ-

изображениях соотношения числа нуклеосом 

к числу свободных молекул ДНК, появление 

которых свидетельствовало о распаде нук-

леосом. 

В соответствии с ранними наблюдениями, 

время жизни нуклеосом зависит от их кон-

центрации. Так, распад нуклеосом в растворе 

концентрации 50 нг/мкл начинался после 4 

месяцев. В то время как разбавление данного 

раствора в 500 раз (до конечной концентра-

ции 0,1 нг/мкл) приводило к резкому сниже-

нию их стабильности: распад нуклеосом и 

появление молекул свободной ДНК наблю-

дали уже через 5 мин с момента разбавления 

(рис. 1б), а через 30 мин на АСМ-

изображениях присутствовали только моле-

кулы ДНК (рис. 1в). 

  

 

Рис. 1. АСМ-изображения нуклеосом, на-

несенных на слюду (а) сразу после разбавле-

ния раствора (до концентрации 0,1 нг/мкл), 

(б) через 5 и (в) через 30 мин хранения дан-

ного раствора при 0
о
С. (Масштабный отрезок 

соответствует 100 нм). 

Впервые нами обнаружено, что добавление 

цвиттер-ионных поверхностно-активных ве-

ществ (ПАВ), таких как 3-[(3-

холанидопропил)диметиламмоний]-1-

пропансульфонат (3-[(3-cholamidopropyl) 

dimethylammonio]-1-propanesulfonate, 

CHAPS)  в раствор нуклеосом повышает их 

стабильность (структура соединения пред-

ставлена на рис. 2). Так, время жизни нук-

леосом в растворе концентрации 0,1 

нг/мкл в присутствии 0,1 вес.% CHAPS 

увеличивается с 30 мин до 4 дней. 
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Рис. 2. Структурная формула 3-[(3-

холанидопропил)диметиламмоний]-1-

пропансульфоната (CHAPS). 

Для изучения влияния CHAPS на структу-

ру нуклеосом были приготовлены два рас-

твора нуклеосом концентрации 0,1 нг/мкл 

каждый, и к одному из них был добавлен 

0,1 вес.% CHAPS. Данные растворы нуклео-

сом, выдержанные при 0
о
С в течение различ-

ных промежутков времени (0 мин – 7 дней), 

депозировали на модифицированную АПС 

слюду (рис. 3) и оценивали такие структур-

ные параметры нуклеосом, как объем и сте-

пень намотки ДНК вокруг гистонового окта-

мера. Сравнение структурных параметров 

нуклеосом, осажденных на слюду из раство-

ров, содержащих или не содержащих 

CHAPS, сразу же после их приготовления, 

показало, что присутствие цвиттер-ионного 

ПАВ не приводит к изменению структуры 

нуклеосом.  

   

 

Рис. 3. АСМ-изображения нуклеосом, на-

несенных на слюду (а) сразу после разбавле-

ния (до концентрации 0,1 нг/мкл) раствора, 

содержащего CHAPS, (б) через 30 мин и (в) 2 

дня хранения раствора при 0
о
С. (Масштаб-

ный отрезок соответствует 100 нм). 

Аналогичное сравнение структурных па-

раметров нуклеосом, осажденных из этих же 

растворов через различные промежутки вре-

мени, показало, что уменьшение во времени 

объема нуклеосом и степени намотки ДНК 

вокруг гистонового октамера в растворах, 

содержащих CHAPS, происходит медленнее 

по сравнению с растворами, CHAPS не со-

держащими (рис. 3). Таким образом, присут-

ствие CHAPS в растворе нуклеосом замедля-

ет процесс их распада и повышает их ста-

бильность в растворе. 

Следует отметить, что NaCl оказывает 

противоположное действие. NaCl в высокой 

концентрации (300 мМ и более) ускоряет 

процесс распада нуклеосом. 

Кроме того нами было обнаружено, что в 

присутствии CHAPS уменьшается специфич-

ность связывания нуклеосом к последова-

тельности ДНК. В результате возникают “не-

специфические” нуклеосомы, характеризую-

щиеся смещением октамера на один из кон-

цов ДНК (рис. 3). Анализ показал, что доля 

“неспецифических” нуклеосом во времени 

растет с увеличением концентрации CHAPS . 

 

Рис. 4. АСМ-изображение неспецифиче-

ской нуклеосомы. (Масштабный отрезок со-

ответствует 50 нм). 

Высокоскоростная атомно-силовая микро-

скопия была использована для понимания 

динамики нуклеосом. C помощью данного 

метода, позволяющего визуализировать ди-

намику нуклеосом, показан процесс превра-

щения нуклеосом “стандратного вида” в “не-

специфические” нуклеосомы в присутствии 

CHAPS, указывающий на возможность слай-

динга гистонового октамера вдоль последо-

вательности ДНК. Дополнительно проанали-

зирована динамика процесса распада “неспе-

цифических” нуклеосом. Перспективы этих 

исследований обсуждаются в докладе. 
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Анализ взаимосвязи структурных и функ-

циональных изменений клеток после облуче-

ния позволяет более глубоко раскрыть зако-

номерности развития клеточной патологии 

при воздействии ионизирующих излучений. 

Оценку состояния клеток тимуса прово-

дили на 3 и 10 сутки после острого 

γ-облучения в дозе 1 Гр. После выделения 

тимоциты инкубировались при комнатной 

температуре в течение 1 часа, фиксировались 

1% глутаровым альдегидом (20 мин), одно-

кратно промывались в фосфатном буфере и 

троекратно – в дистиллированной воде. 
АСМ-исследования поверхности клеток про-

водили на атомно-силовом микроскопе «НТ-

206» («Микро-ТестМашина», Беларусь) в 

режиме топографии, область сканирования 

9×9 м. Обработка полученных данных осу-

ществлялась с помощью программ 

SurfaceExplorer («Микро-ТестМашина», Бе-

ларусь) и ImageJ. 

Полученное с помощью АСМ трехмерное 

изображение адгезированного интактного 

тимоцита (рис. 1) свидетельствует о куполо-

образной форме этих клеток, поверхность 

относительно ровная и гладкая. В области 

контакта с подложкой различимы ламелопо-

дии – тонкие, листоподобные выпячивания и 

пальцеобразные структуры – филоподий. 

 

Рис. 1. Типичное АСМ-изображение ти-

моцита крысы. 

Воздействие ионизирующего облучения в 

дозе 1 Гр приводит к изменению ряда мор-

фологических показателей тимоцитов (рис. 2, 

3). Так, на третьи сутки после облучения 

происходит уменьшение диаметра клеток с 

(7,81 ± 0,78) до (6,17 ± 1,02) мкм (р<0,05). 

Вследствие чего в 3,5 раза уменьшается объ-

ем тимоцитов и вдвое – общая площадь по-

верхности. Наряду с изменением морфологи-

ческих признаков, тимоциты утрачивают 

способность к образованию филоподий. 

 

Рис. 2. Типичное АСМ-изображение ти-

моцита крысы на 3 сутки после облучения. 

 

Рис. 3. Тимоцит крысы на 10 сутки после 

облучения. 

К 10-суткам в тимусе активируются про-

цессы восстановительного постлучевого 

лимфоцитопоэза. В эти сроки по ряду изу-

ченных признаков  тимоциты облученных 

животных сходны с контрольными клетками 

(рис. 3), но их объем, хотя и возрастает до 

(50,12 ± 13,20) мкм
3
, против (66,02 ± 11,44) в 

контроле, но остается достоверно более низ-

ким (р<0,05). Кроме этого не восстанавлива-

ется способность тимоцитов к образованию 

филоподий, то есть к направленному пере-

движению, что является характерным свой-

ством клеток иммунной системы. 
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Интенсивное развитие физики наноматериа-

лов и наноструктур требует надежных мето-

дов характеризации таких материалов. В 

данном сообщении будут рассмотрены ти-

пичные артефакты, встречающиеся при ис-

следовании наночастиц, наносенных на под-

ложку, методом атомно-силовой микроско-

пии а также условия эксперимента, позво-

ляющие получить достоверные результаты. В 

качестве примера будут представлены ре-

зультаты визуализации кластеров графена – 

слоя гексагонально упакованных атомов уг-

лерода.  

Работа поддержана грантами РФФИ 10-

02-00792, президента РФ МК-2921.2010.2 и 

программой РАН «фундаментальная оптиче-

ская спектроскопия и ее приложения».
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Толщина 2,05 нм Толщина 0,78 нм 
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Рис. 1. АСМ-изображение частицы, охарактеризованной с помощью спектроскопии комби-

национного рассеяния как однослойный графен, полученное  (1) - при сканировании “на отры-

ве”;  (2) -после повышения силы взаимодействия зонда с образцом.  В первом случае средняя 

толщина наблюдаемых частиц составила (2,1 ± 0,3) нм. Во втором случае средняя толщина час-

тиц составила (0,7 ± 0,2) нм. 
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Актуальной задачей современной биологии 

является разработка комплексных методов 

микроскопического исследования клеток, 

позволяющих исследовать не только морфо-

логию клеточных структур, но и функцио-

нальные особенности внутриклеточных ком-

понентов. В данной работе обсуждаются дос-

тоинства и особенности комплексного при-

менения методов атомно-силовой микроско-

пии (АСМ), лазерной интерференционной 

микроскопии (ЛИМ) и микроскопии комби-

национного рассеяния (МКР) при исследова-

нии ядерных эритроцитов. Использованные в 

работе методы позволяют получить взаимо-

дополняющую информацию о внутриклеточ-

ном содержимом, что позволяет судить о 

функциональном состоянии клетки.  Метод 

АСМ применяется для определения геомет-

рических размеров и рельефа клеток. Осо-

бенностью метода ЛИМ является возмож-

ность исследования малоконтрастных биоло-

гических объектов без использования краси-

телей, кроме того, ЛИМ позволяет количест-

венно оценить содержание вещества с из-

вестным показателем преломления в данной 

точке объекта. МКР позволяет исследовать 

не только распределение вещества в клетке, 

но и по особенностям спектра КР регистри-

ровать изменения конформации исследуемых 

молекул. В данной работе были получены 

АСМ-изображения ядреных эритроцитов 

(эритроцит лягушки, Rana temporaria) 

(рис. 1а) и изображения распределения веще-

ства методом ЛИМ (рис. 1б). 

 

а                                     б 

Рис. 1. Изображения ядерного эритроцита 

полученные методами АСМ (а) и ЛИМ (б). 

Были зарегистрированы спектры КР, со-

ответствующие спектрам гемопорфирина 

гемоглобина (рис. 3), позволяющие судить о 

конформации гемопорфирина. Использова-

ние сканирующей системы позволяет регист-

рировать спектры комбинационного рассея-

ния в каждой точке объекта (рис. 4). 
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Рис. 3. Спектр комбинационного рассея-

ния гемопорфирина гемоглобина. 

Рис. 4. Распределение гемоглобина в 

ядерном эритроците (МКР). 

Итак, использование методов АСМ, ЛИМ 

и МКР позволяет не только выявить измене-

ния геометрии и  перераспределение компа-

нентов цитоплазмы  эритроцита, но и охарак-

теризовать распределение и конформацию 

гемопорфирина гемоглобина. Визуализация 

распределения органелл и белков плазмы, в 

частности, гемоглобина, позволит получить 

важную информацию о функционировании 

клетки и может быть использована для изу-

чения механизмов переноса кислорода эрит-

роцитами. 

Работа выполнена с использованием Зон-

довой нанолаборатории ИНТЕГРА Спектра 

компании НТ-МДТ (Россия, г. Зеленоград). 
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Ферментативная генерация восстановителя 

ионов металла позволяет проводить синтез 

золотых наночастиц заданного размера. Вы-

сокая интенсивность светорассеяния, харак-

терная для золотых наночастиц, делает их 

ценным инструментом для биоаналитических 

методов. Значительные перспективы откры-

вает также их биомедицинское применение. 

Ферментативная генерация восстановителя 

может быть использована как метод высоко-

производительного анализа ферментативной 

активности. Однако использование фермен-

тативной генерации восстановителя сопря-

жено с рядом проблем, примерами которых 

являются повышенный и невоспроизводи-

мый фон, а также трудность контроля скоро-

сти процесса с высокой точностью. 

Для исследования механизма генерации и 

трансформации металлических наночастиц с 

использованием ферментативной генерации 

восстановителя вначале необходимо иссле-

дование более простого модельного процес-

са. В качестве такого процесса нами была 

выбрана автометаллография. В данном мето-

де восстановитель добавляется в раствор в 

реакционноспособной форме. В качестве 

восстановителя нами был выбран пероксид 

водорода, который может генерироваться 

многочисленными оксидоредуктазами, в ча-

стности, глюкозооксидазой. Для исследова-

ния процесса был использован метод атомно-

силовой микроскопии, позволяющий делать 

выводы о высоте образовавшихся объектов, 

характере их распределения по высоте и об-

щем количестве. 

Исследование закономерностей роста зо-

лотых наночастиц, иммобилизованных на 

поверхности слюды, проводили по следую-

щей схеме: модификация поверхности слюды 

амииногруппами путем ее обработки амино-

пропилтриэтоксисиланом; иммобилизация 

золотых наночастиц (коммерчески доступ-

ные золотые наночастицы со средним диа-

метром 10 нм, не имеющие белковой оболоч-

ки), используемых в качестве зародышей, за 

счет электростатического взаимодействия 

отрицательно заряженной поверхности нано-

частиц с аминогруппами на поверхности 

слюды; исследование АСМ-изображений по-

верхности, полученной в ходе проведения 

реакции восстановления тетрахлорзолотой 

кислоты пероксидом водорода. Для обработ-

ки АСМ-изображений производили выделе-

ние объектов методом секущей плоскости и 

вычисляли их распределение по высоте. 

Для изучения влияния концентрации пе-

роксида водорода на морфометрические ха-

рактеристики растущих наночастиц были 

получены АСМ-изображения иммобилизо-

ванных наночастиц, проинкубированных с 

растворами, содержащими пероксид водоро-

да в различных концентрациях (2·10
-6

 M – 

2·10
-
² M) в присутствии 2·10

-4
 M HAuCl4 в 

течение 10 мин. На основе полученных 

АСМ-изображений были построены гисто-

граммы распределения объектов по высоте. 

При повышении концентрации пероксида 

водорода средний размер фракции объектов 

выше 8 нм возрастает при сохранении обще-

го числа частиц во фракции. 

С целью более детального исследования 

закономерностей роста золотых наночастиц 

была изучена динамика данного процесса 

при фиксированной концентрации тетра-

хлорзолотой кислоты (2·10
-4

 M) и трех кон-

центрациях пероксида водорода (5·10
-5

 M, 

6·10
-4

 M, 2·10
-
² M). Положение максимума на 

гистограммах распределения объектов по 

высоте с увеличением времени реакции сме-

щается в область больших высот частиц, в то 

время как количество объектов остается по-

стоянным. 

Таким образом, образования дополни-

тельных центров роста золотых наночастиц 

на поверхности слюды не происходит, по-

этому внесенные зародыши могут быть ис-

пользованы как индикаторы концентрации 

пероксида водорода и, следовательно, кон-

центрации фермента, катализирующего его 

образование. Регистрируемый рост золотых 

наночастиц существенно замедляется при 

временах проведения процесса более 15 мин. 
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Динамическое перераспределение актина в 

клетке регулируются актин-связывающими 

белками. Arp2/3-комплекс имеет ключевое 

значение при ветвлении актиновых филамен-

тов и образовании лидирующего края. Моле-

кула Arp2/3-комплекса состоит из 7 субъеди-

ниц (рис. 1) и может находится в 3 конфор-

мациях: открытой, промежуточной и закры-

той. В процессе активации две субъединицы 

комплекса Arp2 и Arp3 сближаются (закры-

тая конформация) и дают начало дочерней 

боковой цепи, образующей с материнской 

угол в 70
0 

[1]. Недавно открытый белок GMF 

способен связываться непосредственно с 

Arp2/3-комплексом, инактивируя его. Как 

следствие, экспрессия  GMF приводит к об-

разованию неветвящихся микрофиламентов 

[2]. 

Для определения возможного места свя-

зывания GMF Arp2/3-комплексом, а также 

для установления конформационных измене-

ний в Arp2/3-комплексе, происходящих в ре-

зультате этого взаимодействия, использовали 

метод электронной микроскопии макромоле-

кул с негативным контрастированием 1% 

формил ацетатом. Изображения получали на 

микроскопе Tecnai G12 с ускоряющим на-

пряжением 120 кВ, в режиме низкой дозы, с 

увеличением х 52000. Отдельные изображе-

ния молекул вырезали с помощью програм-

мы  boxer и классифицировали с помощью 

программы IMAGIC. Проекционные изобра-

жения контрольных изолированных Arp2/3-

комплексов включали только 2 основных 

класса (рис. 2): открытый (а) и промежуточ-

ный (б). Изображения  комплекса Arp2/3 с 

GMF включали 3 класса (рис. 3): открытый, 

гомологичный контрольному (а), открытый  с 

измененным положением субъединицы p18 

(б) и класс с невыраженной субъединицей 

p18 (в). Таким образом, при связывании с 

лигандом (GMF) наблюдается появление но-

вых классов, не наблюдающихся в контроле. 

 

Рис. 1. Arp2/3.     Рис. 2. Arp2/3 (контроль). 

                            Масш. отрезок – 10 нм. 

Сравнивая проекционные изображения, 

можно определить место присоединения 

GMF. Длинный отросток, образованный Arp3 

и p18, имеет утолщение в соответствующем 

месте (рис. 2 б, стрелка), образованное до-

полнительной электронной плотностью свя-

занного GMF. При связывании GMF с Arp3 

субъединицей, наблюдается конформацион-

ное изменение, поворачивающее Arp3 и от-

даляющее ее от Arp2. Это изменение приво-

дит к инактивации Arp2/3-комплекса, что 

подтверждается отсутствием промежуточной 

конформации. Наличие дополнительного 

класса изображений (в) по сравнению с кон-

тролем объясняется тем, что конформация 

комплекса меняется, и молекулы могут оса-

ждаться на подложку в дополнительной ори-

ентации. 

 

 

Рис. 3. Arp2/3-GMF-комплекс. Масштабный 

отрезок – 10 нм. 
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Современные косметические средства, пар-

фюмерия, продукция бытовой химии, дезин-

фекционные средства могут содержать нано-

эмульсии и микровизикулы, а также разнооб-

разные наночастицы (НЧ), например, серебро 

(Ag), оксид титана (TiO2), оксид цинка 

(ZnO).В наноразмерном состоянии многие 

вещества приобретают новые свойства и ста-

новятся в биологическом отношении весьма 

активными. Это, с одной стороны, открывает 

новые возможности использования нанома-

териалов в области биоимедицины, фармако-

логии. С другой стороны, высокая биологи-

ческая активность наночастиц несет в себе и 

потенциальные риски возникновения неже-

лательных токсических эффектов. Изучение 

и детекция наночастиц, находящихся в пар-

фюмерии и бытовой химии представляет 

особый интерес в связи с тем, что их проник-

новение в организм может происходить не 

только через кожу, но и через легкие, путем 

вдыхания аэрозоля. 

Одним из важнейших инструментов 

детекции и исследования различных характе-

ристик НЧ является электронная микроско-

пия. Разрешающая способность современных 

методов электронной микроскопии позволяет 

детектировать и визуализировать многие ти-

пы НЧ и характеризовать такие их парамет-

ры, как форма, размер, ультраструктура, дис-

персность, агрегированность, массовая кон-

центрация, а также осуществлять элементный 

анализ образца. 

В данной работе были разработаны 

электронно-микроскопические методы для 

детекции и исследования НЧ Ag, TiO2 и ZnO. 

Характеристика размеров и формы НЧ осу-

ществлялась методом просвечивающей элек-

тронной микроскопии. Идентификация кри-

сталлической структуры НЧ проводилась ме-

тодом дифракции электронов, а регистрация 

химического состава и оценка концентрации 

проводилась методом рентгеноспектрального 

микроанализа (РМА). Методом просвечи-

вающей электронной микроскопии (ПЭМ) 

были проведена охарактеризованы размер и 

форма различных НЧ коллоидного серебра 

(«Арговит» (концентрация 8-10 мг/мл), 

«Agбион» (концентрация 2 мг/мл)) (рис.1), а 

также НЧ оксида титана и цинка, находящих-

ся в креме (рис. 1). 

 

 

 

Рис. 1. ПЭМ-изображение наночастиц се-

ребра (А), диоксида титана (Б) и оксида цин-

ка (В). 

Б 

В 
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Рис. 2. Дифракционная картина НЧ Ag 

(Арговита) (показана желтым), наложенная 

на эталонную дифракционную картину Au 

(зеленый). Снизу приведено место, с которо-

го была снята дифракция. 

Было показано, что с помощью метода 

ПЭМ можно проводить качественный анализ 

НЧ в пробе – характеризовать их размер и 

форму. При этом сходимость определения 

размеров НЧ серебра составляет не менее 

76,4 %, воспроизводимость определения 

размеров – не менее 73%, максимальная 

погрешность определения размеров НЧ 

серебра – 4,1 - 6,1 нм. Процедура 

приготовления образцов для ПЭМ и способ 

измерения НЧ на ПЗС-камере обеспечивает 

относительный разброс в значениях размеров 

частиц не более 28%. Сходимость измерения 

размеров НЧ диоксида титана и оксида цинка 

не менее 72 % и 88 %, воспроизводимость 

измерения размеров НЧ диоксида титана – 

99 %, воспроизводимость измерения 

размеров НЧ оксида цинка – не менее 81 %. 

 

Рис. 3. Элементный спектр TiO2 в креме. 

Идентификация образцов проводи-

лась путем прямого сопоставления дифрак-

ционной картины от исследуемого образца с 

эталонной дифракционной картиной. Сопос-

тавление проводилось с помощью програм-

мы ImageJ (рис. 2). 

Форма НЧ диоксида титана зависит 

от типа кристаллической решетки. Диоксид 

титана существует в двух кристаллических 

структурах: анатазной и рутильной. Метод 

электронной дифракции позволяет не только 

определить диоксид титана в образце, но и 

выявить тип его кристаллической структуры. 

Для подтверждения того, что наблю-

даемые НЧ являются оксидами цинка (тита-

на), а также для определения концентрации 

НЧ в пробе, использовали СЭМ в режиме 

РМА (рис. 3). 

Для оценки концентрации НЧ мето-

дом РМА были построены калибровочные 

кривые для диоксида титана и оксида цинка. 

Минимальная концентрация, достоверно оп-

ределяемая методом РМА в образцах пар-

фюмерии – 0,01 - 0,02%. Как правило, в об-

разцах парфюмерии оксиды цинка и титана 

добавляются в количествах, примерно в 10 

раз больших, следовательно, чувствитель-

ность метода РМА достаточна для определе-

ния оксидов цинка и титана в образцах пар-

фюмерно-косметической продукции. 

В результате проделанной работы 

была произведена разработка ЭМ методов 

для детекции и исследования наночастиц се-

ребра, диоксида титана и оксида цинка в со-

ставе продукции бытовой химии, дезин-

фекционных средств и парфюмерно-

косметических изделий, а также изучены 

их метрологические характеристики. 
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ТРАНСФОРМАЦИЯ СТРУКТУРЫ ФИБРОНЕКТИНОВОЙ СЕТИ ПРИ 

ИЗМЕНЕНИИ МЕХАНИЧЕСКОГО НАПРЯЖЕНИЯ В 

ЭМБРИОНАЛЬНЫХ ТКАНЯХ XENOPUS LAEVIS 

E.А. Пухлякова 
Биологический факультет МГУ им. М.В. Ломоносова, лаборатория биофизики развития 
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В процессе развития Xenopus laevis на внут-

ренней поверхности крыши бластоцеля  за-

родыша образуется внеклеточный фибронек-

тиновый матрикс. Фибронектиновая сеть яв-

ляется субстратом для миграции мезодер-

мальных клеток в процессе гаструляции за-

родыша. Полимеризация фибронектина - ак-

тивный клеточный процесс, в котором участ-

вует целый комплекс белков цитоскелета и 

клеточных контактов. Сборку внеклеточного 

матрикса в фибриллы связывают с актин-

миозиновым сокращением [1]. ВКМ, как и 

цитоскелет, очень лабильная и динамичная  

структура. Изменения в структуре цитоске-

лета передаются на ВКМ и вызывают его пе-

рестройку. Однако существует недостаточно 

экспериментальных доказательств, подтвер-

ждающих существование обратной связи 

между механическими силами и распределе-

нием ВКМ. 

В работе исследовали влияние внешних 

механических воздействий (снятие напряже-

ния – релаксация и растяжение) на динамику 

распределения фибронектиновой сети. В 

первой серии экспериментов у зародышей 

Xenopus laevis на стадии ранней гаструлы 

проводили снятие механического напряже-

ния на эпиэктодерме [2]. Зародышей фикси-

ровали через 5 – 60 мин после операции. Во 

второй серии экспериментов у зародышей на 

стадии ранней гаструлы вырезали крышу 

бластоцеля и растягивали полученные экс-

плантаты с помощью стеклянных игл про-

дольно (в переднезаднем направлении) или 

поперечно и фиксировали образцы через те  

же временные интервалы. Окраску на фибро-

нектин производили путем двойной окраски 

антителами и с помощью конфокального 

микроскопа визуализировали результаты. 

Результаты показали, что фибронектино-

вый матрикс чрезвычайно механочувствите-

лен. Уже через 15 минут после растяжения 

эмбриональной ткани мы наблюдали ориен-

тацию фибрилл фибронектина по оси растя-

жения (рис. 1).При проведении операций в 

растворе, содержащем блокатор миозина-II 

блеббистатин, происходила практически 

полная разборка внеклеточного матрикса. 

После снятия напряжения эмбриональ-

ной ткани также наблюдали снижение плот-

ности фибронектиновой сети. 

Гиперэкспрессия белков G13, LARG, ре-

гулирующих состояние цитоскелета и жест-

кость эмбриональной ткани, вызывала значи-

тельное увеличение плотности внеклеточно-

го матрикса и кластеризацию фибрилл фиб-

ронектина. 

Таким образом, получены первые экспе-

риментальные доказательства чрезвычайной 

механочувствительности фибронектинового 

ВКМ зародышей амфибий. Мы показали, что 

уже через несколько минут после изменения 

механического напряжения тканей структура 

и ориентация фибронектиновой сети сильно 

изменяется. 

 

Рис. 1. Ориентация фибрилл фибронекти-

на через 15 мин после растяжения эмбрио-

нальной ткани. Стрелка показывает направ-

ление растяжения. Масштабный отрезок 20 

мкм. 
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Развитие новых технологий требует решения 

различных задач, связанных с конструирова-

нием наноразмерных устройств. Молекула 

ДНК может быть использована в этой связи в 

качестве удобного материала для создания 

различных структур благодаря уникальной 

способности  к самосборке конструкций на 

основе принципа комплементарности азоти-

стых оснований.  Высокая жесткость макро-

молекулы и ее уникальные зарядовые свой-

ства дают возможность расширить круг про-

блем, возможное решение которых связано с  

использованием ДНК.  В частности,  она яв-

ляется удобным материалом для создания 

нанопроволок. Низкая проводимость ДНК 

при ее иммобилизации на подложке с после-

дующим высушиванием образцов требует 

металлизации полимера  для использования в 

электронных схемах.  

Предложен способ металлизации ДНК 

восстановленным серебром на подложке по-

сле ее фиксации из раствора в присутствии 

ионов магния. Проводили сравнение процес-

са металлизации ДНК на свежесколотой 

слюде и поверхности монокристалллов 

кремния n- и p-типа. Восстановление серебра 

после его связывания с ДНК осуществляли в 

присутствии гидрохинона и без него. Осуще-

ствляли проверку состояния вторичной 

структуры ДНК в растворе в присутствии 

серебра и гидрохинона методами УФ спек-

трофотометрии и кругового дихроизма.  

Контроль фиксации ДНК на подложках и 

определение размеров кластеров восстанов-

ленного серебра на ДНК осуществляли мето-

дами атомно-силовой микроскопии 

(NanoScope 4a, Veeco, США), сканирующей 

электронной микроскопии (Zeiss SUPRA 

40VP)  и при помощи ионного гелиевого 

микроскопа (Zeiss ORION). В результате бы-

ли получены вытянутые нанопроволоки дли-

ной до нескольких микрометров, состоящие 

из однородных кластеров Ag0 с диаметром 

около 30 нм.   

Так как завершающий этап металлизации 

ДНК проводится после ее фиксации на под-

ложке, встает вопрос о прочности закрепле-

ния макромолекулы на поверхности и воз-

можности дальнейших манипуляций с ней. 

Из экспериментов с конденсирующими аген-

тами получены данные о возможности изме-

нения конформации уже закрепленной на 

подложке ДНК. 

 
 

 

 

Рис. 1. Изображения серебряных нанопро-

волок, полученные методами атомно-силовой 

(a), сканирующей электронной (б) и ионной 

гелиевой (в) микроскопии. Изображения (б) и 

(в) получены  к. ф.-м. н. Петровым Ю.В. и 

аспирантом физического факультета СПбГУ 

Бондаренко А.С. 

a 

б 

в 
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Зондовая микроскопия является одним из 

наиболее востребованных и развивающихся 

методов исследования. Современный много-

функциональный сканирующий микроскоп 

предоставляет богатую информацию о мор-

фологии и свойствах поверхности различных 

биологических образцов. В качестве примера 

приведено изображение бактерии E.coli, по-

лученное с помощью сканирующего зондо-

вого микроскопа (рис. 1). 

 

Рис. 1. Изображение бактерии E.coli, по-

лученное с помощью СЗМ ФемтоСкан. 

Однако на сегодняшний день остается це-

лый ряд нерешенных вопросов, препятст-

вующих широкому применению методов 

СЗМ для исследования биообъектов и прове-

дению студенческих практикумов по биона-

носкопии. 

До сих пор открытым остается вопрос о 

закреплении образцов на подложке. Многие 

биообъекты, например белки, очень сложно 

закрепить на имеющихся подложках, и в свя-

зи с этим их исследование с помощью мето-

дов зондовой микроскопии существенно за-

труднено. Очевидна необходимость разра-

ботки специальной химической модифика-

ции современных подложек для быстрого и 

удобного анализа конкретных биообъектов, а 

так же методик их закрепления. 

Исследования биологических объектов 

зачастую необходимо проводить в специфи-

ческих средах, буферах или насыщенных 

растворах. Однако имеющиеся на сегодняш-

ний день зонды не приспособлены для такого 

рода исследований. Необходима разработка 

химической модификации поверхности кан-

тилевера для проведения измерений в специ-

фических условиях.  

Разрешение современных микроскопов 

зачастую недостаточно для детального ис-

следования биообъектов с малыми линейны-

ми размерами.  

Программное обеспечение для обработки 

изображений зондовой микроскопии имеет 

недостаточно функций для анализа свойств 

биологических образцов.  

Таким образом, появляется необходи-

мость адаптации известных методов для био-

логических исследований, а так же разработ-

ки новых аксессуаров, режимов измерений и 

функций имеющихся на данный момент мик-

роскопов для быстрого и технологически 

доступного анализа биообъектов. 
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При кристаллизации в растворе боль-

шинство кристаллов растет по дислокации-

онному механизму, и на растущей поверх-

ности формируются полигонизированные 

спиральные холмики роста. Прямые ступени, 

ограничивающие ростовые слои, содержат 

изломы, к которым присоединяются строи-

тельные единицы. Кинетика роста определя-

ется плотностью изломов ( , шт/см) и часто-

тами присоединения к излому и отрыва от 

него строительных единиц (
+
 и 

-
, с

-1
). 

Зафиксировать изломы в растворе можно 

лишь для больших строительных единиц. На 

рис. 1 показаны ступени на гранях кристалла 

лизоцима. Изломы видны, но определить  

трудно. Измерить  невозможно из-за малого 

временного и пространственного разрешения 

атомно-силового микроскопа (АСМ). 

Теория дает возможность для определения 

этих величин путем определения корреляци-

онных функций положения участков ступе-

ни. Для этого нужно знать координаты всех 

участков ступени, что позволяет сделать про-

грамма ФемтоСкан. При заданном положе-

нии (y) на ступени, отключив вертикальную 

развертку сканера, можно вычислить вре-

менную корреляционную функцию: 

W
2
( t) = <[x(t) – x(t+ t)]

2
> = ( t)

1/2
, 

 = 2a
6 -

/ , 

Здесь х – координата участка в направле-

нии роста ступени, усреднение ведется для 

всех t при постоянном значении t, а – раз-

мер строительной единицы (параметра эле-

ментарной ячейки кристалла в случае куби-

ческой решетки). 

Пространственная корреляционная функ-

ция при t = const 

W
2
( y) = <[x(y) – x(y+ y]

2
> = ya

2
 

также может быть вычислена по координатам 

ступени, если известны , частота сканиро-

вания и размер кадра. Построив зависимости 

W
2
( t) и W

2
( y), можно определить искомые 

 и 
-
. 

Однако практика показывает, что игла 

АСМ сильно воздействует на ступень и ис-

тинные координаты получить в большинстве 

случаев невозможно, что хорошо видно на 

рис. 1б. Интересно отметить, что игла силь-

нее вырывает молекулы из ступени, когда 

соскальзывает с нее, по сравнению с движе-

нием навстречу ступени. В режиме прерыви-

стого контакта воздействие иглы столь же 

сильно, как и в контактном режиме. 

Рост кристаллов происходит путем проб и 

ошибок (Р.Фейнман, 1964) и интенсивность 

флуктуаций определяет различие в кристал-

лизации разных веществ. На рис. 2 показан 

первый сегмент спирали. Его длина не дос-

тигла критической, он не начал продвигаться 

вперед. Изломы отсутствуют, и угол сегмен-

та не размыт, а именно в угле отрыв частиц 

наиболее вероятен. Это означает, что частота 

отрыва 
-
 сравнима с частотой сканирования. 

Таким путем можно определить верхнюю 

границу частоты флуктуаций, нижние грани-

цы энергии образования излома и теплоты 

растворения. 

Рис. 1. Ступени на гранях ромбического 

(а) и моноклинного лизоцима (б). 

Рис. 2. Сегменты 

спирали без изло-

мов. Размер кадра 

120×120 нм
2
. 

Стрелкой отмече-

но место выхода 

дислокации. 

 

а б 
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В гистологии и клеточной биологии микро-

скопические методы являются основопола-

гающими для исследования клеточных 

структур. Главными из них являются оптиче-

ская микроскопия и просвечивающая элек-

тронная микроскопии (ПЭМ) для получения 

высокого разрешения. Атомно-силовая мик-

роскопия (АСМ) применяется для исследова-

ния гистологических препаратов чрезвычай-

но редко: стандартные способы подготовки 

образцов для АСМ позволяют исследовать 

поверхность образца, но не его внутреннюю 

структуру. 

Цель данной работы состоит в развитии 

экспериментальных методик, которые позво-

лили бы проводить сканирование срезов тка-

ней на АСМ. В основе этих методик лежит 

сочетание различных режимов АСМ с прото-

колами иммобилизации исследуемого мате-

риала в твердой среде и приготовления сре-

зов, которые применяются для ПЭМ. При 

этом если для ПЭМ требуется приготовление 

ультратонкого среза, проницаемого для элек-

тронного пучка, то для АСМ значение имеет 

только сохранность поверхности после резки. 

В работе показано, что на поверхности 

ультратонких срезов и блоков эпоксидной 

смолы обнаруживаются рельеф и неоднород-

ность свойств, которые соответствуют струк-

туре биологического материала. 

Предлагаемые методики визуализации 

были опробованы на образцах тканей живот-

ных (препараты печени и селезенки крыс) и 

растений (меристема корешка риса), а также 

на культуре (А549). Исследуемые объекты 

фиксировались, проходили процедуру обез-

воживания, заливки в смолу и приготовления 

ультратонких срезов. После этого осуществ-

лялось сканирование блоков или срезов на 

АСМ. На полученных изображениях видна 

структура клеток: ядерная оболочка и хрома-

тин ядер, плазматическая  мембрана, мем-

браны вакуолярной системы (аппарат Голь-

джи, везикулы), митохондрии (рис. 1) и дру-

гие органеллы. Было показано, что при ис-

пользовании алмазного ножа поверхность 

для исследования получается более ровной, а 

рельеф – более информативным, чем при 

резке стеклянным ножом. 

 

 

Рис. 1. Изображение митохондрии в препарате 

культуры клеток. Видны кристы, расстояние ме-

жду ними ~100 нм. 

 
Исследования срезов на АСМ дают воз-

можность получать изображения, сопостави-

мые с малым увеличением просвечивающего 

электронного микроскопа (менее ~25000). 

Дальнейшее развитие методик позволит ис-

пользовать АСМ как дополнительный метод 

для исследования тканей в сочетании с дру-

гими видами микроскопии. 
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ИЗУЧЕНИЕ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ АНТИТЕЛ С ВИРУСОМ ШАРКИ 

СЛИВЫ МЕТОДОМ АТОМНО-СИЛОВОЙ МИКРОСКОПИИ 

И.В. Сафенкова, А.В. Жердев, Б.Б. Дзантиев 
Институт биохимии им. А.Н. Баха РАН 

irina.safenkova@gmail.ru 

Возможности атомно-силовой микроскопии 

(АСМ) позволяют проводить измерения в 

водных растворах и получать информацию о 

межмолекулярных силах взаимодействия на 

уровне единичных молекул. Лиганд-

рецепторные взаимодействия были впервые 

изучены методом АСМ J.H. Hoh и J.P. Cleve-

land в 1993 г. [1]. Поливалентные системы 

пока мало исследованы. 

Сложности при описании поливалентных 

взаимодействий и определении констант 

обусловлены стехиометрией реакции. Обра-

зование комплексов лиганд-рецептор разного 

состава может приводить к ошибочным ре-

зультатам при вычислении констант реакции, 

протекающей в растворе. В связи с этим 

важное значение имеет разработка подходов 

к определению силы единичного взаимодей-

ствия между поливалентными биомолекула-

ми. Цель работы состояла в количественной 

характеристике единичных межмолекуляр-

ных взаимодействий бивалентного антитела с 

поливалентным вирусным антигеном. 

В качестве поливалентных реагентов были 

выбраны вирус шарки сливы (ВШС) (предос-

тавлен д.б.н. С.Н. Чирковым, Биологический 

факультет МГУ им. М.В. Ломоносова) и мо-

ноклональные антитела, специфичные к нему 

(получены в ЦНИИ туберкулеза РАМН). Ви-

рионы ВШС представляют собой нитевидные 

частицы длиной 750 нм и диаметром 15 нм, 

состоящие из одной молекулы РНК и белка 

оболочки с молекулярной массой 36-38 кДа 

[2]. 

Измерения проводили на атомно-силовом 

микроскопе «SmartSPM» («АИСТ-НТ», Рос-

сия) в жидкостной ячейке в 50 мМ К-

фосфатном буфере, рН 7,4, с 0,1 М NaCl 

(ФБС) с использованием нитрид-кремниевых 

кантилеверов PNP-DB («NanoWord AG», 

Швейцария). 

Поверхность кантилевера модифицирова-

ли последовательно 2%-ным раствором 

APTES (3-аминопропилтриэтоксисилан) в 

метаноле и SPDP (N-сукцинимидил 3-(2-

пиридилдитио) пропионат) согласно [3]. По-

сле этого добавляли антитела, модифициро-

ванные малеимидометилциклогексан-1-

карбокси гидроксисукцинимидным эфиром 

[3]. На части кантилеверов иммобилизовали 

антитела, не реагирующие с ВШС, для про-

верки специфичности изучаемого взаимодей-

ствия. 

На поверхность свежесколотой слюды 

(«SPI Supplies, Structure Probe», США) нано-

сили ВШС (100 мкг/мл, в ФБС) и сорбирова-

ли в течение 15 мин. Прежде чем перейти к 

измерениям сил взаимодействия в буфере, 

проверяли способность адсорбированного 

вируса взаимодействовать с антителами. Для 

этого на поверхность слюды с вирусом нано-

сили препарат антител, конъюгированных с 

наночастицами коллоидного золота со сред-

ним диаметром (23,4 ± 4,5) нм. Конъюгат с 

частицами коллоидного золота использовали 

для лучшей визуализации. На рис. 1 пред-

ставлено изображение комплексов, образо-

ванных ВШС и частицами конъюгата, полу-

ченное на воздухе с использованием канти-

левера с радиусом кривизны 1 нм fpN01HR 

(«Нанотюнинг», Россия). Для аннализа ре-

зультатов применяли программы «Aist» 

(«АИСТ-НТ», Россия) и «Gwiddion» (Czech 

Metrology Institute, Чехия). 

 

Рис. 1. Изображение комплексов, образован-

ных ВШС и конъюгатами моноклональных 

антител с коллоидным золотом. 

Измерение констант проводили следую-

щим образом: в жидкостной ячейке сканиро-

вали образец с иммобилизованным ВШС в 

полуконтактном режиме нитрид кремниевым 

кантилевером с немодифицированной анти-

телами поверхностью, получали изображение 

поверхности, меняли кантилевер на модифи-

цированный, переходили в контактный ре-
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жим, выбирали точку, в которой снимали за-

висимость силы по координате Z от расстоя-

ния зонд-поверхность. Точность позициони-

рования прибора позволяла использовать 

данные о местоположении вируса на поверх-

ности, полученные в полуконтактном режи-

ме. 

В каждой точке снимали силовую кривую 

как минимум в пяти повторах. Типичный вид 

кривой, полученной при подводе к поверхно-

сти вируса кантилеверов со специфичными и 

неспецифичными антителами, представлен 

на рис. 2. Красными стрелками на рисунке 

обозначены значения сил на кривых отвода, 

которые необходимо приложить для разрыва 

комплекса вирус – антитело. 

 

Рис. 2. Зависимость силы по координате Z от 

расстояния зонд-поверхность для кантилеве-

ра, модифицированного специфичными (А) и 

неспецифичными (Б) антителами. 

Для специфичного и неспецифичного ан-

титела было получено не менее 100 силовых 

кривых. Установлено, что сила отрыва для 

моноклональных антител, специфичных к 

ВШС, составляет (229 ± 90) пН. Этот резуль-

тат соответствует значениям, указанным в 

работе [4], где отмечается, что для комплек-

сов антиген-антитело с аффинностью от 10
2
 

до 10
10

 М
-1

 характерны силы отрыва в диапа-

зоне 35-135 пН. Для данной пары реагентов 

нами была получена равновесная константа 

диссоциации на приборе Biacore X («Biacore 

AB», Швеция) – 1,46·10
-8

 M [5]. Большее зна-

чение силы отрыва, полученное в экспери-

менте, может интерпретироваться как след-

ствие участия во взаимодействии двух сайтов 

связывания антитела. 

Предложенная методика для характери-

стики поливалентных взаимодействий с ис-

пользованием метода АСМ может найти 

применение для оценки свойств конюгатов 

антител, в частности – для сравнения конъю-

гатов разного состава. 

Работа выполнена при поддержке гранта 

РФФИ 09-03-90412-Укр_ф_а и ФЦП «Науч-

ные и научно-педагогические кадры иннова-

ционной России» на 2009-2013 гг. (государ-

ственный контракт № П975). 
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В работе с помощью атомно-силовой микро-

скопии получали изображение поверхностей 

мембран эритроцитов при воздействии на 

клетки физико-химических факторов, в част-

ности, при воздействии ионизирующими из-

лучениями, фармхимпрепаратами, импульс-

ным электрическим полем.  

С помощью центрифуги DiffSpin 2 (USA) 

получали монослои эритроцитов крови чело-

века. Мазки высушивали при комнатной 

температуре. Для получения изображений 

поверхности мембраны применяли атомно-

силовой микроскоп FemtoScan и использова-

ли его программное обеспечение. Сканиро-

вание проводили в контактном режиме стан-

дартными кантилеверами. Сканировали по-

верхности в поле 10х10 мкм
2
, 1х1 мкм

2
, 

200х200 нм
2
. 

Профиль поверхности мембраны пред-

ставляет собой сложную кривую, представ-

ленную на рис. 1. При различных действиях 

на клетку, например, при разных дозах иони-

зирующих излучений, характер профиля по-

верхности меняется. 

Однако выработка объективных критери-

ев для сравнения профилей поверхностей 

представляет собой сложную задачу. Оценка 

шероховатостей стандартными методами 

существенно зависит от выбора поверхности 

отсчета, что вносит в исследование сущест-

венную зависимость от индивидуального 

подхода. 
Мы предложили использовать для анализа 

поверхности преобразование Фурье, разло-

жение на 3 порядка в зависимости от про-

странственного периода [1, 2]. 

Первый порядок в диапазоне T1 600-

1000 нм, второй порядок в диапазоне T2 200-

400 нм, третий порядок в диапазоне T3 80-

120 нм. 

Рис. 1. Поверхность мембраны эритроци-

тов и ее профиль: а) плоское изображеине; б) 

профиль мембраны; в) объемное изображе-

ние мембраны. 

Характерные периоды и высоты каждого 

из порядков являлись объективными крите-

риями оценки воздействия на мембраны 

эритроцитов. 

Первый порядок соответствует макро-

структуре объекта и определяет возможности 

ионного обмена. Второй порядок соответст-

вует размерам спектринового матрикса клет-

ки. Третий порядок соответствует характер-

ным размерам между каналообразующими 

белками типа band 3 и band 4. Поверхности 

соответствующих порядков и их профили 

представлены на рис. 2. Такой подход позво-

лил достоверно оценить величину воздейст-

вия на мембрану гамма-излучения, пучков 

электронов в широком диапазоне доз, дейст-

вия фиксатора глутарового альдегида на 

мембрану, действия миореалаксантов при 

различных их концентрациях и ряда других 

факторов. 

.
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Рис. 2. Поверхности 1, 2, 3 порядков и их 

профили. 
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Углеродные материалы, графит, графен, уг-

леродные нанотрубки, привлекают значи-

тельное внимание исследователей, так как 

обладают уникальными физическими и хи-

мическими свойствами. Потенциал углерод-

ных материалов раскрывается в различных 

направлениях, среди которых наиболее важ-

ным является наноэлектроника. Для развития 

углеродной наноэлектроники требуется ре-

шить ряд важных задач: подбор диэлектриче-

ских материалов и разработка методов нано-

литографии для реализации электронных 

схем, контроль структуры и локальных 

свойств используемых в производстве мате-

риалов. 

Указанные задачи могут быть успешно 

решены с использованием методов зондовой 

микроскопии и литографии. Данные методы 

позволяют исследовать топографию поверх-

ности и локальные свойства материалов с 

высоким пространственным разрешением. 

Нами предложен метод локального анодного 

окисления (ЛАО) углеродных материалов, 

позволяющий с помощью зондового микро-

скопа создавать диэлектрические нанострук-

туры на поверхности углеродных материа-

лов. Для осуществления ЛАО предложена 

новая конструкция зонда [1, 2]. 

В докладе представлены результаты ис-

следования процесса ЛАО поверхности вы-

сокоориентированного пиролитического 

графита производства ООО «Атомграф-

Кристалл». Литография выполнялась на 

мультифункциональном сканирующем зон-

довом микроскопе «ФемтоСкан» производ-

ства «Центр перспективных технологий». 

Установлено, что процесс ЛАО поверхно-

сти графита протекает в два этапа. На первом 

этапе высота поверхности практически не 

изменяется, но значительно возрастает коэф-

фициент трения между модифицированной 

поверхностью графита и зондом. На втором 

этапе наблюдается увеличение высоты по-

верхности. Высота формируемых структур 

зависит линейно от величины приложенного 

напряжения (рис. 1) и от времени воздейст-

вия зонда на поверхность. По нашему пред-

положению, на первой стадии происходит 

частичное окисление поверхностного слоя 

графита, что объясняет резкий рост коэффи-

циента трения, затем начинается процесс ин-

теркаляции адсорбированной на поверхности 

воды в межслоевое пространство, что приво-

дит к росту высоты поверхности. 

 

Рис. 1. Серия линий, полученных методом 

локального анодного окисления поверхности 

графита при различных напряжениях. 
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РАЗРАБОТКА СПОСОБА ФИКСАЦИИ ДНК 

НА ПОДЛОЖКУ ИЗ МОНОКРИСТАЛЛА КРЕМНИЯ n-ТИПА 

И ИССЛЕДОВАНИЕ ЭЛЕКТРОФИЗИЧЕСКИХ СВОЙСТВ 

СФОРМИРОВННОЙ ПОВЕРХНОСТИ 

Н.В. Базлов, П.А. Соколов, А.О. Пучкова, И.Л. Волков, Н.А. Касьяненко 
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В связи с развитием новых технологий кон-

струирование и исследование наноструктур 

на основе биополимеров представляет боль-

шой интерес. Одним из наиболее перспек-

тивных объектов для подобного манипули-

рования является молекула ДНК. Компле-

ментарность цепочек, допускающая управ-

ляемую самосборку, и изученное в достаточ-

ной мере взаимодействие с лигандами, по-

вышающими проводимость ДНК, позволяют 

использовать ее для решения ряда задач на-

нобиотехнологий, актуальных для создания 

электронных устройств нового поколения. В 

связи с этим существует проблема сопряже-

ния макромолекул с элементами твердотель-

ной электроники. 

Предложен способ фиксации ДНК и  дру-

гих полиионов на поверхность монокристал-

ла кремния. Рассмотрены условия подготов-

ки поверхности и проведен анализ влияния 

состава растворителя на процесс иммобили-

зации полимеров. Изучены вольт-амперные 

(ВАХ), вольт-фарадные (ВФХ) характери-

стики шоттки-диодов, полученных термиче-

ским напылением на поверхности приготов-

ленных образцов Au-контактов. Обсуждается 

роль полупроводника в процессе металлиза-

ции серебром зафиксированной на его по-

верхности молекулы ДНК. 

Использовали высокомолекулярную ти-

мусную ДНК (Sigma), монокристаллы  крем-

ния n-типа. Фиксацию полимеров на поверх-

ности кремния проверяли методом атомно-

силовой (NanoScope 4a, Veeco), сканирую-

щей электронной (Zeiss Supra 40VP) и ион-

ной гелевой (Zeiss ORION) микроскопии. В 

зависимости от способа фиксации были по-

лучены образцы с одиночными макромоле-

кулами на поверхности и с собранными в 

«жгуты» спиралями, образующими вытяну-

тые протяженные структуры длиной порядка 

нескольких микрометров и толщиной до 

20 нм, которые могут быть использованы, 

например, для создания нанопроволок (см. 

рис. 1). 

Рис. 1. АСМ-изображение ДНК на по-

верхности кремния. 

Измерения ВАХ показали, что фиксация 

молекул ДНК на свету приводит к уменьше-

нию тока насыщения диода и уменьшению 

коэффициента неидеальности до величин, 

характерных для идеального диода . 

Напротив, образцы, приготовленные в тем-

ноте, характеризовались возросшей величи-

ной тока насыщения и увеличением коэффи-

циента неидеальности до . ВФХ об-

разцов, приготовленных при освещении, сла-

бо отличались от ВФХ референсных диодов. 

При фиксации молекул в темноте наблюда-

лось уменьшение высокочастотной емкости 

диода, свидетельствующее о присутствии на 

поверхности дополнительного отрицательно-

го заряда. Величина поверхностной плотно-

сти интерфейсных состояний при фиксации 

молекул в темноте, определенная из ВАХ и 

величин низкочастотной емкости, составляла 

порядка , что соответст-

вовало оценке, полученной из поверхностной 

плотности молекул на АСМ-изображениях. 
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Одним из приоритетных направлений разви-

тия науки и техники в настоящее время явля-

ется разработка и внедрение достижений в 

области нанотехнологий. Использование по-

добных разработок в областях биологии, ме-

дицины, микроэлектроники, материаловеде-

ния, создания конструкционных и других 

функциональных наноструктурированных 

материалов требует создания средств изме-

рений, позволяющих контролировать рабо-

чие параметры объектов на всех стадиях их 

жизненного цикла. 

Повышение точности и достоверности ре-

зультатов, получаемых с помощью вновь 

создаваемого оборудования, требует созда-

ния метрологических комплексов и норма-

тивно-методической базы для обеспечения 

единства измерений в сфере наноиндустрии. 

Развитие приборной составляющей нано-

индустрии невозможно без: 

 разработки, аттестации и производства 

приборов, работающих на принципах скани-

рующей зондовой микроскопии и наноин-

дентирования; 

 разработки, изготовления и аттестации 

стандартных образцов для калибровки разра-

батываемого оборудования и контроля по-

грешности выполняемых на нем измерений; 

 разработки и аттестации методик выпол-

нения измерений свойств наноструктуриро-

ванных материалов, а так же методик калиб-

ровки средств измерений геометрических и 

механических параметров наноматериалов; 

 разработки нормативных документов, 

регламентирующих проведение измерений 

параметров и испытаний наноматериалов; 

 подготовки документации, в том числе 

проектов национальных стандартов, на мето-

дики выполнения измерений и методики ка-

либровки средств измерений свойств наност-

руктурированных материалов и параметров 

продукции наноиндустрии. 

Переход к наноразмерным структурам от-

крывает новые возможности для биологии, 

медицины, электроники, материаловедения и 

других сфер научной деятельности, это свя-

зано с тем, что в основе создания и исследо-

вания наноструктур лежит так называемый 

«размерный эффект». 

Целью работы являлось проведение ис-

следований для создания основ метрологиче-

ского обеспечения приборов, представляю-

щих из себя СЗМ с возможностью измерения 

геометрических и механических свойств в 

нанометровом диапазоне линейных размеров 

на примере метрологического СЗМ «НаноС-

кан-3Д», а также, аттестация и реализация 

новых методик измерений для определения 

свойств поверхности с использованием по-

добного оборудования. Рассмотрены особен-

ности обеспечения единства измерений гео-

метрических и механических свойств по-

верхности в нанометровом диапазоне при 

применении метрологического СЗМ “НаноС-

кан-3Д». Предложен ряд стандартных образ-

цов предприятия (рабочих эталонов) для 

осуществления юстировки режима измери-

тельного динамического индентирования при 

измерениях механических свойств в нано-

метровом диапазоне. Приведены результаты 

межлабораторного эксперимента с примене-

нием средств измерений нанометрового диа-

пазона различных типов. 

С целью повышения точности измерения 

геометрических параметров исследуемых 

объектов на базе СЗМ «НаноСкан-3Д» был 

создан прибор с интерферометрической при-

ставкой (метрологический СЗМ). Такая мо-

дификация прибора позволяет определять 

геометрические параметры исследуемых 

объектов с точностью до 1 Å, а так же обес-

печить прослеживаемость результатов к эта-

лону единицы длины. Полученные характе-

ристики делают возможным создание на базе 

разработанной модификации СЗМ «НаноС-

кан-3Д» эталона в области измерений гео-

метрических параметров, кроме того особен-

ности конструкции используемого оборудо-

вания способствуют дальнейшему улучше-

нию его метрологических характеристик. 
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ОПЫТ ПРИМЕНЕНИЯ АТОМНО-СИЛОВОЙ МИКРОСКОПИИ 
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С.С. Сухарев, И.В. Решетов, Е.Н. Славнова 
Кафедра Онкологии ФГОУ ИПК ФМБА России 

voimega@mail.ru  

Известно, что процессы малигнизации про-

ходят на субклеточном субмикронном уров-

не, поэтому с применением атомно-силовой 

микроскопии (АСМ) связаны надежды полу-

чения новой, полезной для понимания этих 

процессов информации. В наших исследова-

ниях АСМ нашла применение в трех аспек-

тах. 

Мы подвергали сканированию рутинные 

препараты, которые в массовом порядке изу-

чаются во всех цитологических лаборатори-

ях. Оказалось, что АСМ позволяет получить 

из указанных образцов важную дополни-

тельную информацию. В частности, диагно-

стическую ценность имеют следующие на-

блюдения: 

1. Измерение интрануклеарных включений 

цитоплазмы при раке щитовидной желе-

зы (рис. 1); 

2. Обнаружение и измерение перинуклеар-

ной борозды койлоцитов при вирусном 

поражении шейки матки; 

3. Объективизация результатов иммуноци-

тохимической реакции при определении 

продукции маркерных протеинов. 

 

Рис. 1. Интрануклеарное включение цито-

плазмы при раке щитовидной железы. 

АСМ является адекватным инструментом 

при изучении лекарственных форм, вклю-

чающих в свой состав наночастицы или на-

ноконструкции (рис. 2). В частности, этот 

метод исследований позволяет определить 

размеры наночастиц, их концентрацию и 

среднее расстояние между частицами, отве-

тить на вопрос образуют ли они конгломера-

ты в данном конкретном геле. 

 

Рис. 2. Терапевтические наночастицы, 

диспергированные в геле. 

Мы изучали динамику изменения пара-

метров поверхностей электродов для индук-

ции гипертермии переменным электромаг-

нитным полем. Контроль на субмикронном 

уровне за изменением характеристик поверх-

ности электрода в ходе многократных циклов 

«применение – стерилизация» позволяет дать 

рекомендации по многократному примене-

нию дорогостоящих расходных материалов и 

существенно снизить стоимость лечения. В 

Таблице 1 приведены типовые значения па-

раметров шероховатости поверхности элек-

трода на трех этапах: после вскрытия упа-

ковки (столбец 1), после первого применения 

(столбец 2) и после стерилизации (столбец 3). 

 1 2 3 

Rq 66,99 123,91 67,29 

Ra 51,3 91,81 46,80 

Rz 948,25 2057,79 599,05 

Таблица 1. Изменение свойств поверхно-

сти электрода. 

Параметры шероховатости возросли после 

первого применения электрода, но практиче-

ски вернулись к исходным значениям после 

стерилизации. 

АСМ дает дополнительную важную для 

диагностики информацию, его результаты 

могут быть использованы для изучения по-

верхностей применяемых в медицине инст-

рументов и лекарственных форм, включаю-

щих в свой состав наночастицы. 
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МИКРОСКОПИИ БИОПОЛИМЕРОВ 
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С развитием современных методов молеку-

лярной биологии стало возможным разре-

шать трехмерную структуру биополимеров (в 

частности белков) с высоким качеством. Ос-

новные методы – рентгеноструктурный ана-

лиз (РСА) и метод ядерно-магнитного резо-

нанса позволили создать внушительную базу 

данных структур биополимеров в растворах 

и кристаллах. Однако эти методы не позво-

ляют получать структуры адсорбированных 

биополимеров в нативных условиях, тем са-

мым существенно ограничивая развитие этой 

области молекулярной биологии.   

Атомно-силовая микроскопия (АСМ) об-

ладает рядом важнейших качеств, подходя-

щих для решения указанной проблемы, одна-

ко все преимущества нивелируются недоста-

точным для данной задачи разрешением ме-

тода и большим количеством возникающих в 

процессе сканирования артефактов[1, 2, 3]. 

Описанная проблема может быть решена 

единственно привлечением других экспери-

ментальных или теоретических методов для 

совместной трактовки данных. Наиболее 

перспективным с этой точки зрения пред-

ставляется компьютерное моделирование, на 

основе которого становится возможным соз-

дать новый метод анализа и обработки дан-

ных атомно-силовой микроскопии.  

Его суть заключается в построении мо-

дельного АСМ-изображения и включает в 

себя 2 стадии: 

1. Проведение компьютерного моделирова-

ния процесса адсорбции исследуемого био-

полимера при тех же параметрах окружаю-

щей среды, что и в АСМ-эксперименте; 

2. Построение компьютерной модели про-

цесса зондового сканирования. 

Для апробации метода был выбран ком-

мерчески доступный белок лизоцим компа-

нии Seikagaku Corporation. Сканируемый об-

разец представлял собой мономеры лизоцима 

иммобилизованные на поверхности свеже-

сколотой слюды из водного раствора (рис. 1). 

Методами силового поля в среде NAMD 

была проведена симуляция адсорбции моле-

кулы лизоцима. Слюда моделировалась ок-

сидом кремния. Адсорбция происходила в 

водной среде, моделировавшейся дискрет-

ными молекулами. Исходная структура лизо-

цима, полученая методом РСА, была взята из 

Брукхевенского банка данных. Конечная 

конформация (рис. 2) участвовала в модели 

зондового сканирования. Моделировался 

процесс регистрации поверхности зондом: 

выбиралась горизонтальная сетка, в каждом 

узле которой фиксировалась точка с макси-

мальной координатой по оси z, в которой 

происходило перекрывание радиуса Ван-дер-

Ваальса атомов образца и атомов пробного 

зонда. Пробный зонд представлял собой 8 

атомов кремния, упакованных в куб. 

 

Рис. 1. Лизоцим на слюде, концентрация 

0,05 мкг/мл и время сорбции 20 мин. 

 

Рис. 2. Модель адсорбции лизоцима. 

В результате получалась двумерная се-

точная функция Z(x,y), представляющая со-
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бой рельеф поверхности (рис. 3). Это идеаль-

ное АСМ-изображение. 

 

Рис. 3. модель АСМ-изображения. 

АСМ-изображение также представляет 

собой двумерную сеточную функцию Z(x,y), 

поэтому появляется возможность провести 

корреляционный анализ. 

В результате оказалось, что данные реаль-

ного и компьютерного эксперимента отли-

чаются в несколько раз. Это различие вызва-

но в первую очередь высыханием белка в 

экспериментах с АСМ, а также зашумленно-

стью АСМ изображения и сильной деформа-

цией белка в процессе сканирования: в рабо-

те [4] показано, что белки массой меньше 

30 кДа не могут быть адекватно визуализи-

рованы в зондовой микроскопии. Вдобавок, 

по данным атомно-силовой микроскопии [5], 

лизоцим при агрегации на отрицательно за-

ряженную поверхность медленно располза-

ется по поверхности, чтобы увеличить пло-

щадь контакта. Этот процесс не описывается 

в рамках молекулярной динамики. Также, по 

сильному различию реальных и ожидаемых 

экспериментальных данных, следует предпо-

ложить, что на поверхности образца содер-

жалась тонкая пленка конденсированной во-

ды, скапливающейся между молекулами бел-

ка и уменьшающая тем самым максимальную 

высоту объектов.  

Для решения возникшей проблемы плани-

руется улучшить модель зондового сканиро-

вания, в которой предполагается учесть 

инерционность кантилевера в процессе коле-

баний [6], а также учесть процесс испарения 

и конденсации воды. Ожидается, что в такой 

модели белок будет взаимодействовать с 

подложкой большей площадью, что снизит 

его вертикальные размеры. В такой модели в 

каждом узле решетки пробный зонд будет 

совершать колебания с частотой резонанса и 

амплитудой, полученными из эксперимента, 

регистрация сигнала будет проводиться при 

изменении амплитуды колебаний на порядок, 

указанный в эксперименте. Поскольку наи-

более вероятно, что вклад высыхания и кон-

денсации в разницу форм и размеров экспе-

риментального и модельного белков макси-

мальный, требуется отдельное детальное рас-

смотрение вопросов, связанных с моделиро-

ванием этих процессов. 

В перспективе предложенный метод мо-

жет открыть следующие возможности:  

1. получение дополнительных данных о 

структуре исследуемого биополимера: соот-

ношение и природа сил, действующих на 

зонд; определение аминокислот, связанных с 

подложкой и силы связи биополимера с под-

ложкой; 

2. определение свойств биополимера в рас-

творе: размеры, заряд, функциональная ак-

тивность; 

3. проведение исследований конформацион-

ных преобразований биополимеров in vitro; 

4. существенное улучшение точности зондо-

вой микроскопии. 

К недостаткам метода следует отнести ог-

раниченность области исследуемых объектов 

качеством и количеством структур в банках 

данных. 

Проблема зондовой микроскопии состоит 

в необъективности получаемых данных. 

Проблема компьютерных моделей – в ото-

рванности от реальности, в их ограниченно-

сти и неточности. Соединение этих двух ме-

тодов даст уверенное, не иллюзорное пони-

мание молекулярных процессов, происходя-

щих в биополимерах. 
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Acholeplasma laidlawii – «вездесущая» мико-

плазма (класс Mollicutes), встречается в почве 

и компосте, способна инфицировать расте-

ния, беспозвоночных и позвоночных живот-

ных, и в том числе человека; основной кон-

таминант клеточных культур, в том числе 

использующихся для производства вирусных 

вакцин. Разработку методов эффективного 

контроля инфекций, вызываемых A. laidlawii, 

связывают с изучением адаптации микоплаз-

мы к разным условиям среды. 

Ранее в наших исследованиях было уста-

новлено, что в неблагоприятных условиях 

среды (НУС) изменяется морфология, ульт-

раструктура, пролиферация, экспрессия ге-

нов и вирулентность клеток микоплазм [1, 2]. 

Результаты анализа трансмиссионных микро-

графий клеток A. laidlawii позволяют пред-

положить, что в НУС в популяции мико-

плазмы образуются клетки с размером, близ-

ким к теоретическому минимуму для клеток, 

способных к самостоятельному самовоспро-

изведению. Для проверки этого предположе-

ния необходимы дополнительные исследова-

ния, связанные с морфологическим анализом. 

Задачу настоящей работы составило про-

ведение сравнительного анализа морфологии 

и размеров клеток A. laidlawii, образующихся 

в разных условиях среды, с помощью атом-

но-силовой микроскопии (АСМ). Исследова-

ние образцов проводили на атомно-силовом 

микроскопе Solver P47H (ЗАО «НТ-МДТ», 

Россия). В работе использовали кантилеверы 

fpN 11S (НИИФП, Россия) радиусом 10 нм. 

Визуализацию проводили в полуконтактном 

режиме, для обработки данных использовали 

программу Nova 1.0.26 RC1 (НТ-МДТ, Рос-

сия). В качестве подложки использовали 

слюду, клетки высушивались на воздухе. Бы-

ли проанализированы форма, высота, диа-

метр и объем клеток. 

В результате анализа полученных данных 

было установлено, что в популяциях клеток 

контрольной и опытной культур присутст-

вуют как «типичные», так и мелкие клетки 

микоплазмы – ультрамикроформы (УМФ). 

Количественное соотношение этих клеток в 

разных культурах микоплазмы различается. 

В случае контрольной культуры большая 

часть популяции представлена «типичными» 

клетками микоплазмы, а в случае опытной – 

наоборот. При длительном культивировании 

микоплазмы в НУС наблюдается более чем 

двукратное увеличение количества клеток, 

объем которых меньше объема минимальной 

клетки с диаметром 150 нм. 

Таким образом, впервые в результате ана-

лиза клеток A. laidlawii с помощью метода 

АСМ было показано, что адаптация мико-

плазм к НУС связана с активной трансфор-

мацией клеток в УМФ, объем которых мень-

ше теоретически рассчитанного для мини-

мальной клетки. 

а)

б) 

Рис. 1. Топографическое изображение 

клеток A. laidlawii PG8, культивирован-

ных на полноценной (а) и дефицитной 

среде (б). Размер кадра 3×3 мкм
2
. 

Список литературы: 

1. Чернов В.М., Мухаметшина Н.Е., Го-

голев Ю.В., Абдрахимов Ф.А., Чернова О.А., 

Микробиология, 74 (4), 498-504 (2005). 

2. Chernov V.M., Moukhametshina N.E., 

Gogolev Y.V., Nesterova T.N., Trushin M.V., 

Chernova O.A., The Scientific World Journal, 7, 

1-6 (2007). 



75 

 

ОСОБЕННОСТИ КРИСТАЛЛИЗАЦИИ РАСПЛАВА УГЛЕРОДА НА 

РАЗЛИЧНЫХ ГРАНЯХ ВЫСОКООРИЕНТИРОВАННОГО ГРАФИТА 

А.Ю. Башарин, М.А. Турчанинов  
Объединенный институт высоких температур, РАН 

turchaninoff@mail.ru 

Прогресс науки в большой степени связан с 

новыми веществами и материалами, а также 

с разработкой новых методов получения уже 

известных веществ. Применительно к угле-

родным материалам  наибольший фундамен-

тальный и практический интерес представ-

ляют полученные в последние десятилетия 

метастабильные при нормальных условиях 

твердые структуры, такие как фуллерены, в 

том числе полимеризованные, нанотрубки, 

карбин, алмаз, в том числе наноалмазы, 

онионы  и некоторые другие. Жидкий угле-

род – один из самых малоизученных распла-

вов элементов периодической системы, 

имеющий не только экстремально высокую 

температуру, но и повышенное давление в 

тройной точке графит–жидкость–пар, соот-

ветственно на уровне 5000 К и 10 МПа [1]. 

Поэтому неудивительно, что среди методов 

получения новых форм углерода практически 

отсутствуют методы кристаллизации распла-

ва углерода и углеродного пара при участии 

жидкой фазы. По сути, отсутствует целый 

пласт технологий, широко применяющихся 

для получения металлов и сплавов, полупро-

водников и полимеров. Следует, правда, 

упомянуть о методах получения нанотрубок 

по механизму пар-жидкость-кристалл, но в 

этом случае рост идет из жидкого карбида, а 

не  из однокомпанентного жидкого углерода. 

В то же время углерод, имея столь высо-

кое давление в тройной точке, предоставляет 

уникальную возможность для синтеза мета-

стабильных фаз. Действительно, выдерживая 

строго изобарные условия плавления графи-

та, в непосредственной близости к тройной 

точке,  можно получать сколь угодно малые 

количества жидкости. Импульсные методы 

плавления графита, применяемые для полу-

чения жидкого состояния, обеспечивают в 

этом случае и сверхвысокие скорости закал-

ки. Как известно, скорости закалки жидкости 

более 10
6
 К/с приводят к образованию мета-

стабильных твердых фаз, в том числе  мета-

стабильных фаз высокого давления в области 

стабильности фазы низкого давления. 

В настоящий момент известна всего одна 

стабильная фаза высокого давления, линия 

плавления которой имеет безусловное место 

на фазовой диаграмме углерода – это алмаз. 

Достаточно точно экспериментально опреде-

лено давление в тройной точке алмаз–

графит–жидкость величиной около 12 ГПа. 

Метастабильные состояния веществ, имею-

щих области стабильности на фазовой диа-

грамме являются неотъемлемой частью фа-

зовых диаграмм. Им соответствуют области 

сосуществования метастабильной фазы с пе-

реохлажденной (метастабильной) жидко-

стью, в которых они находятся в состоянии 

квазиравновесия, отделенном от состояния 

глобального равновесия энергетическим 

барьером. Такая область для алмаза грубо 

очерчена на фазовой диаграмме углерода 

Банди [1] до давления 5 ГПа.  

Дискутируется вопрос о месте на фазовой 

диаграмме еще двух форм углерода – поли-

мерной формы карбина и металлического 

углерода. Предполагается, что при темпера-

туре выше 2600 К и давлении в районе 

0,1 МПа происходит твердофазный переход 

графит–карбин. Однако на сегодняшний мо-

мент собранных данных явно недостаточно 

для однозначных выводов, поэтому область 

существования карбина представлена на фа-

зовой диаграмме углерода в версии Банди 

лишь условно. Аналогичная ситуация скла-

дывается и с металлическим углеродом, об-

ласть существования которого располагается 

в области давлений выше 200 ГПа. 

Именно алмаз и карбин, и возможно ме-

таллический углерод (фаза ВС8), наряду с 

графитом, скорее всего, должны образовы-

ваться в процессах неравновесной кристал-

лизации жидкого углерода. Можно предпо-

ложить, что другие метастабильные фазы, 

имеют слишком высокие значения энергии 

Гиббса и для них условия квазиравновесия с 

переохлажденным, а тем более стабильным 

жидким углеродом выполнены быть не мо-

гут. Вопросы формо– и структуро– образова-

ния фактически не исследованы ни для рав-

новесных, ни для неравновесных условий 

кристаллизации жидкого углерода. Парадок-

сально, но указанная область тройной точки 

менее изучена, чем область давлений в рай-

оне единиц и десятков гигапаскалей и уме-
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ренных температур не превышающих 2000 К, 

традиционных для синтеза алмаза. 

В настоящей работе показано, что при 

плавлении базисной  грани HOPG лазерным 

импульсом длительностью 1 мс в твердой 

подложке возникают значительные механи-

ческие напряжения. Сжимающие напряжения 

приводят к появлению после эксперимента 

выпуклой сетки прямолинейных элементов, 

показанных на рис. 1. 

 

Рис. 1. Линейные элементы, возникающие 

в результате механиченских напряжений на 

(001) HOPG. 

Другим последствием возникновения на-

пряжений является появление винтовых дис-

локаций из-за смещения графеновых слоев в 

направлении, перпендикулярном базисному. 

Это в свою очередь приводит к слоисто-

спиральному росту эшелонов элементарных 

ступеней графита с шагом около 20 нм при 

кристаллизации слоя жидкого углерода тол-

щиной около 3 мкм. Один из таких эшелонов 

показан на рис. 2. 

 

Рис. 2. Эшелон элементарных ступеней 

роста на поверхности расплава, закристалли-

зованного на грани (001) HOPG. Скан 

500 х 500 нм
2
. 

Таким образом, при плавлении базисной 

грани HOPG, всегда имеются готовые ступе-

ни роста, которые приводят к тому, что кри-

сталлизация жидкого углерода идет практи-

чески без переохлаждения. 

Совершенно другая картина наблюдается 

при кристаллизации жидкого углерода на 

призматической грани HOPG. В этом случае 

связи чрезвычайно слабы, а расстояния меж-

ду графеновыми слоями велики, что демпфи-

рует расширение графита при нагреве и гото-

вых ступеней роста не образуется. Жидкость 

на такой грани в состоянии переохлаждаться 

ниже температуры плавления метастабиль-

ной фазы [2], что наблюдалось нами по обра-

зованию ряда метастабильных фаз  при ее 

кристаллизации. Формировались алмаз, кар-

бин и сверхплотная фаза С8, что зафиксиро-

вано методами просвечивающей электронной 

микроскопии [3]. Высокая вязкость переох-

лажденной жидкости приводила к тому, что 

волны, специфичные для лазерных жидко-

стей, не рассасывались и затвердевали в виде 

поверхностных периодических структур с 

периодом 700 нм и глубиной около 100 нм, 

показанных на рис. 3. 

 

Рис. 3. Вид ППС в атомно-силовом мик-

роскопе. Скан 2 х 2 мкм
2
. 
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The study on changes in the structure of blood 

cell membranes under the action of stress, ten-

sion, various substances and environmental con-

ditions by atomic force microscopy (AFM), is 

the subject of growing interest [1]. It is due to 

the fact that blood cells respond to the adverse 

operating conditions in the first instance.  

The plasma membrane of the cell is one of 

the main targets for heavy metals, in that way 

alteration of membrane surface structure 

represents an important sign of the interaction 

between blood cell and heavy metal ions. How-

ever, membrane mechanisms of toxic action of 

heavy metals are not entirely clear.  

In our previous study, it was revealed that 

zinc and lead ions at subhemolytic concentra-

tions increase heat vesiculation of erythrocytes, 

which is caused by oxidation of SH-groups of 

membrane proteins, and also reduce the activity 

of acetylcholinesterase and methemoglobinre-

ductase as well as produce changes in the mi-

croviscosity of membrane lipids [2, 3]. By 

means of AFM it was found that surface rough-

ness of erythrocytes membrane increased with 

concentration of metal as a result of clustering of 

the protein band 3, separation of vesicles from 

membrane surface and increase in microviscosi-

ty of the membrane lipid bilayer. 

The aim of this research was  to find depen-

dence between fine structure of lymphocyte 

membranes subjected to action of zinc ions (us-

ing AFM) and functional state of some compo-

nents of membrane composition (polarization 

measurements using fluorescent marker). 

The experiments were performed on venous 

blood lymphocytes obtained from healthy do-

nors in the Republican Theoretical and Practical 

Center of Hematology and Blood Transfusion, 

(Minsk, Belarus). Lymphocytes were isolated 

from glugicirum-anti-coagulated human venous 

blood according to the Histopaque -1077 (Sig-

ma-Aldrich) density gradient centrifugation me-

thods (400 g for 30 min at room temperature) 

[4]. They were suspended in 25 mM Tris HCl 

buffer containing 140 mM NaCl; 5 mM KCl; 

pH 7.4 (buffer A) and then cells were washed 

twice in buffer A. 

For AFM analysis, samples of a suspensions 

of lymphocytes under the action of ZnSO4 

(0.25 mM, 0.5 mM, 1 mM) along with a sample 

of the initial suspension were placed on a cover-

slip, incubated for 40 min at room temperature 

for spontaneous cell adhesion, fixed with two-

percent solution of glutaraldehyde, washed once 

in buffer A and twice in distilled water and final-

ly air dried.  

Measuring was conducted in contact mode by 

AFM NT206 (ODO Mikrotestmashiny, Belarus) 

in a small imaging region, using standard silicon 

tips (from MikroMash) in the static (CSC21 tips) 

and dynamic (NSC21 tips) regimes. The lateral 

resolution of the microscope is 20-30 nm, and 

the vertical resolution is 0.5 nm. 

The study of changes in the physical state of 

lipids in the membranes of human lymphocytes 

exposed to zinc ions, using fluorescent probes 

TMA-DPH and laurdan displayed that after 

lymphocytes exposure to Zn2+ ions at concentra-

tions of 0.1 mM - 1.0 mM the degree of polari-

zation of the lipophilic fluorescence probe 

TMA- DPH decreases (Fig. 1), while there is 

more substantial increase in fluorescence inten-

sity of bound probe (Fig. 2). 

Fig. 1. ZnSO4 effect on fluorescence polari-

zation of TMA-DPH incorporated into the lym-

phocyte membranes. Excitation wavelength 

ex = 365 nm, emission wavelength 

reg = 428 nm. 

                                                                

1 - Control sample 

2 – 0.5 mM ZnSO4 

3 - 1 mM ZnSO4 

4 - 2 mM ZnSO4 
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Fig. 2. The intensity of the lipophilic fluores-

cence probe TMA-DPH, incorporated into the 

lymphocyte membranes treated with various 

concentrations of ZnSO4 (excitation wavelength 

ex = 365 nm; emission wavelength 

reg = 428 nm). 

It is known that TMA- DPH is localized near 

the surface of the lipid bilayer [5], therefore we 

can assume that the action of Zn ions decreases 

microviscosity of lipids in the polar heads of 

outer lipid monolayer of lymphocytes mem-

brane.  

While studying on the physical state of more 

hydrophobic parts of lipid bilayer with the lipo-

philic probe laurdan we didn’t found significant 

changes of generalized polarization (GP) of 

laurdan at the same concentrations of Zn ions 

which may indicate that there weren't any altera-

tion in lipid microviscosity of the hydrophobic 

part of lipid bilayer . This confirms the previous-

ly found fact that zinc ions are usually weakly 

penetrate deep into the lipid bilayer [6]. Thus, 

the results of the study of lipids physical state 

using the fluorescent lipophilic probes TMA-

DFG and laurdan showed us that zinc ions influ-

ence the microviscosity of the outer monolayer 

of lymphocyte membranes lipid bilayer. 

The indicated above change in physical-

chemical properties of lymphocytes membrane 

components allow us to suggest that toxic action 

of zinc ions affects the topography of the surface 

of cells. Therefore we investigated the metal 

induced changes of lymphocytes membrane ex-

posed to subhemolytic concentrations of zinc 

using an AFM. Two-dimensional image allow us 

to reveal more clearly that the typical structure 

of lymphocyte surface consists of large number 

of nanosized particles (from several to tens na-

nometers). 

Since the profile of an lymphocyte membrane 

represents a typical random process, we chose 

correlation lengths of the normalized autocorre-

lation functions K0(r) of irregularity profiles as 

the most informative and deterministic parame-

ter in order to estimate the merely topographic 

effect of metal doping  on lymphocytes surface 

[7]. It turned out that zinc treatment produce cor-

relation length reduction with increasing of met-

al concentration (Fig. 3). 
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Fig. 3. Normalized autocorrelation functions 

of unmodified lymphocyte surface profiles along 

with surface profiles of lymphocyte modified 

with zinc and lead ions of different concentra-

tions. 

Taken as a whole, the presented results dem-

onstrate that correlation length of the normalized 

autocorrelation functions as an informative pa-

rameter could be helpful in diagnostics of dis-

eases linked to disbalance of microelements in 

human organism. 

Observable metal induced changes on AFM 

images of lymphocytes membranes modified by 

zinc allows us to propose an approach of early 

disease detection using preclinical manifestation 

of toxic metal action on lymphocytes and also to 

pursue research into the action of different fac-

tors on hemocytes and other biological cells. 
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РЕАЛИЗАЦИЯ ИНТЕРНЕТ-ПРАКТИКУМА 

ПО ЗОНДОВОЙ МИКРОСКОПИИ 

А.С. Филонов 
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filonov@femtoscanonline.com
 

На физическом факультете МГУ им. М.В. 

Ломоносова запущен современный интернет-

практикум по сканирующей зондовой микро-

скопии. В практикуме реализовано несколько 

задач, от простейших до более сложных, вы-

полнение которых позволяет студентам ов-

ладеть современными методами изучения 

нанообъектов. 

Компоненты Интернет-лаборатории: 

прибор – СЗМ ФемтоСкан [1]; 

система удаленного доступа к прибору – про-

граммное обеспечение ФемтоСкан Сервер, 

ФемтоСкан Онлайн [2]; 

система администрирования пользователей, 

задач, учебных материалов – Moodle [3]; 

инфраструктура – сеть TCP/IP, Веб-серверы, 

базы данных. 

 

Рис. 1. Система организации процесса 

дистанционного образования Moodle. 

Комплекс оборудования и программного 

обеспечения базируется на СЗМ ФемтоСкан, 

отличительной особенностью которого явля-

ется функция удаленного управления по сети 

Интернет. Для выполнения административ-

ных функций практикума используется сис-

тема Moodle. Часть заданий выполняется с 

использованием стандартного браузера [4], 

часть – с использованием специализирован-

ного программного обеспечения «ФемтоСкан 

Онлайн». 

 

Рис. 2. Настройка обратной связи через 

программу-клиент. 

 

Рис. 3. Сдача результатов практикума. 

На настоящее время задания практикума 

выполнили или выполняют 15 человек, об-

щее время работы прибора в режиме удален-

ного сканирования составило 40 часов. 
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АТОМНО-СИЛОВАЯ МИКРОСКОПИЯ ТРОМБОЦИТОВ В 

ПРЕПАРАТАХ ЦИТАФЕРЕЗНОГО ТРОМБОКОНЦЕНТРАТА 

С.В. Ходырев, С.А. Орлов 
Югорский центр нанотехнологий Югорского НИИ информационных технологий.  

г. Ханты-Мансийск 
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Концентрат тромбоцитов входит в стандарт-

ные протоколы лечения тромбоцитопений 

различного генеза, в первую очередь, в онко-

логической и гематологической клинике. Под 

протекцией донорских тромбоцитов прово-

дится трансплантация аллогенного или род-

ственного костного мозга, высокодозная хи-

миотерапия, лучевая терапия. На станциях 

переливания крови для хранения тромбокон-

центрата применяются специальные термо-

статы с интегрированными линейными тром-

бомиксерами. Срок хранения препарата ог-

раничен 5 сутками из-за естественной гибели 

тромбоцитов. На основании Закона РФ «О 

донорстве крови и ее компонентов», кровь, ее 

компоненты, препараты из донорской крови, 

выпускаемые учреждениями службы крови, 

подлежат обязательному контролю. 

В современных условиях качество заго-

товленного донорского тромбоконцентрата 

оценивается в основном по концентрации 

тромбоцитов в единице объема. Однако, про-

гноз течения заболевания и его исход зачас-

тую зависит от функциональной полноцен-

ности кровяных пластинок и их потенциаль-

ной возможности запускать каскад реакций 

свертывания крови. 

Высокая степень различия донорских ци-

таферезных тромбоцитов по морфологиче-

ским признакам, а также возможность потери 

их естественных функциональных свойств в 

период хранения, затрудняет проведение ди-

агностики и прогнозирование лечебного эф-

фекта при применении тромбоконцентрата. 

Количественное определение степени разли-

чия в морфологии клеток в первую очередь 

основываются на морфологических исследо-

ваниях in vitro с применением микроскопии. 

В настоящее время количественная и качест-

венная оценка степени различия цитаферез-

ных тромбоцитов по морфологическим при-

знакам основывается на применении свето-

вой микроскопии. Возможности световой 

микроскопии позволяют различать клетки по 

морфологическим признакам, но уровень 

дифференцировки при этом не высок и в ко-

нечном итоге результаты исследования, по 

мнению специалистов, носят субъективный 

характер [1]. 

В работе клинических лабораторий давно 

назрела необходимость перехода от обычно-

го визуального анализа микроскопических 

изображений к применению методов количе-

ственной морфометрии с применением ана-

лизаторов изображений клеток полученных 

методами атомно-силовой микроскопии 

(АСМ). В данной работе экспериментально 

показана возможность применения атомно-

силовой микроскопии для исследования 

морфологии тромбоцитов в препаратах ци-

таферезного тромбоконцентрата. 

Пробы для анализа с помощью атомно-

силового микроскопа Solver P47 получали по 

стандартной методике из тромбоконцентрата, 

полученного методом цитафереза от здоро-

вого донора. Концентрация тромбоцитов в 

препарате составляла 132 × 10
9
 л

-1
. Способ 

приготовления проб для атомно-силовой 

микроскопии описан в работах [2, 3]. Фикса-

ция клеток на стекле осуществлялась мета-

нолом. Сканирование поверхности образцов 

проводили в бесконтактном режиме на воз-

духе, что позволяло минимизировать влияние 

острия зонда на клетки. Использовались спе-

циальные кремниевые зонды серии NSG-11 

(NT-MTD) жесткостью 11.5 Н/м и частотой 

255 кГц.  

На рис. 1 представлено АСМ-изображение 

тромбоцитов, фиксированных на стекле ме-

танолом. Образец получен из тромбоконцен-

трата в первые сутки его хранения. Всего 

было отсканировано десять полей с 50 – 60 

клетками в каждом поле. Для отображения 

тонкой структуры морфологии клеток ис-

пользовались АСМ-методы фазового контра-

ста и рассогласования сигнала. Как оказа-

лось, большая часть клеток наблюдается в 

обратимо активированном состоянии, на что 

указывает наличие коротких псевдоподий. 

Длина псевдоподий различна – от 0,5 до 3,0 

мкм, а толщина – 0,05 мкм. Такая детализа-

ция полезна для точного определения отно-

сительного числа тромбоцитов с различными 

морфологическими признаками. 
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На функциональную активность тромбо-

цитов указывает большое число активиро-

ванных клеток, способных к адгезии и агре-

гации. 

 

Рис. 1. АСМ-изображение тромбоцитов, 

фиксированных на стекле метанолом. Для 

приготовления образца использовался тром-

боконцентрат первых суток хранения. 

Наблюдаемые на АСМ-изображениях 

клетки были классифицированы по пяти 

морфологическим типам. I тип – неактивиро-

ванные тромбоциты, II – обратимо активиро-

ванные, III – необратимо активированные, IV 

– в стадии адгезии к подложке и V – в стадии 

дегрануляции или «тени» (распавшиеся 

тромбоциты). Агрегаты из двух, трех и более 

тромбоцитов при счете клеток не учитыва-

лись. Для изучения агрегативной способно-

сти тромбоцитов используется другая, специ-

альная методика [1]. 

Рис. 2. АСМ-изображение обратимо акти-

вированного тромбоцита. 

Распределение тромбоцитов в препарате 

по морфологическим типам соответствовало 

логарифмически нормальному распределе-

нию. В распределении доминирует тип II. По 

мере увеличения срока хранения относитель-

ное число клеток этого типа не остается по-

стоянным, а монотонно уменьшается. При 

этом число клеток типа III, IV и V увеличи-

вается. При обследовании двух образцов 

тромбоконцентрата установлено, что в тече-

ние 5 суток (стандартный период хранения 

препарата) происходит монотонное умень-

шение качественных клеток II морфологиче-

ского типа. Это изменение состояния клеток 

происходит в силу естественных причин и 

является закономерностью. В виде аналити-

ческой формулы эта закономерность может 

быть выражена так:  tkPP
tIIII )0(

, где 

PII – процент обратимо активированных 

тромбоцитов (II морфологического типа) в 

препарате цитаферезного тромбоконцентра-

та, PII(t=0) – процент обратимо активирован-

ных тромбоцитов в начале срока хранения, k 

– коэффициент, характеризующий естествен-

ную убыль обратимо активированных тром-

боцитов за сутки хранения в препарате, t – 

время хранения тромбоконцентрата, изме-

ряемое в сутках. Сравнение значения коэф-

фициента k для двух образцов тромбокон-

центрата полученных от здоровых доноров и 

хранящихся в одинаковых условиях, не вы-

явило отличий. 

Данная формула применима только при 

подсчете цитаферезных тромбоцитов in vitro 

с использованием АСМ-изображений. 

Предложенная в работе классификация 

клеток по пяти морфологическим типам от-

личается от традиционной методики подсче-

та клеток в камере Горяева и окрашенных 

мазках. Однако, на ее основе можно полу-

чить статистически достоверные и объектив-

ные данные об изменении морфологии кле-

ток в тромбоконцентрате в период хранения. 
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Эмбрионы млекопитающих первых дней раз-

вития – от оплодотворения и до начала им-

плантации могут быть подвергнуты микро-

хирургическим процедурам, что находит ши-

рокое применение, как в экспериментальных 

исследованиях, так и в клинической практи-

ке. Во время преимплантационного развития 

эмбрион проходит следующие стадии: дроб-

ление, морула, компактизированная морула, 

бластоциста. К моменту имплантации в эм-

брионе насчитывают порядка 100-150 клеток. 

В настоящее время микрохирургические опе-

рации на эмбрионах в целях преимплантаци-

онной генетической диагностики (биопсия 

редукционного тельца (РТ) или бластомера) 

и вспомогательного хэтчинга (иссечение zona 

pellucid (ZP)) проводят во многих клиниках 

вспомогательных репродуктивных техноло-

гий. В экспериментальной эмбриологии при 

помощи микрохирургических методов полу-

чают трансгенных животных путем введения 

генетических конструкций (инъекция ДНК в 

пронуклеус зиготы или трансплантация ген-

номодифицированных клеток в полость бла-

стоцисты). В клиниках и лабораториях для 

осуществления этих процедур используют 

микроманипуляторы (по одному для правой 

и левой рук оператора) и микроинъекторы. 

Эмбрион удерживается стеклянной присос-

кой, укрепленной на одном манипуляторе, а в 

другом устанавливаются стеклянные иглы 

или пипетки, которыми и проводят микро-

операцию. В последнее время активно разви-

вающиеся лазерные технологии находят все 

большее применение в эмбриологии. Так, 

например, в клинической практике уже ши-

роко используются лазерные установки для 

иссечения ZP, однако все остальные проце-

дуры до сих пор проводятся при помощи 

стеклянного микроинструмента. 

Нами была разработана новая методика 

проведения микрохирургических манипуля-

ций с преимплантационными эмбрионами 

млекопитающих при помощи системы «оп-

тический скальпель – оптический пинцет». В 

работе была использована установка на ос-

нове фемтосекундного хром-форстеритового 

лазера (оптический скальпель), непрерывно-

го иттербиевого волоконного лазера (оптиче-

ский пинцет) и инвертированного микроско-

па, разработанная в отделе лазерной плазмы 

Объединенного института высоких темпера-

тур РАН. Работы проводили на эмбрионах 

мышей линий DBA и C57Bl/CBA; эмбрионы 

после полутора суток развития вымывали из 

яйцеводов по стандартному протоколу [1]. 

Все манипуляции производили в каплях сре-

ды для манипуляций М2 (Millipore, MR-

015P-5D), покрытых минеральным маслом. 

После лазерного воздействия эмбрионы 

культивировали in vitro в среде М16 (Milli-

pore, MR-010P-5D) в инкубаторе (37 ºС, 

5 % СО2) до стадии бластоцисты. 

Мы успешно провели два типа микрохи-

рургических лазерных операций: слияние 

бластомеров эмбрионов на стадии двух кле-

ток с помощью оптического скальпеля (1) и 

биопсия редукционного тельца (РТ) с помо-

щью системы «оптический скальпель – опти-

ческий пинцет» (2). В результате проведен-

ных экспериментов были подобраны пара-

метры установки для проведения слияния 

бластомеров; наилучший результат был по-

лучен при низких энергиях импульсов и при 

смещении оптического фокуса по оси Z. 

Процесс слияния бластомеров представлен 

на рис. 1.  

На рис. 2 представлен процесс биопсии 

РТ. При проведении этой процедуры сначала 

оптическим скальпелем делали отверстие в 

ZP, а затем с помощью оптического пинцета 

через это отверстие извлекали РТ, контроли-

руя процесс его перемещения на мониторе 

компьютера. 

Также было проведено исследование 

влияния лазерного воздействия на жизнеспо-

собность эмбрионов. Оптическим скальпелем 

делали небольшой надрез в ZP 25-ти эмбрио-

нов на стадии 2-х бластомеров, которые за-

тем культивировали in vitro. 
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Рис. 1. Слияние бластомеров двухклеточного 

эмбриона: до выстрела (А); сразу после вы-

стрела (В); через 30 мин. после выстрела (С); 

после второго выстрела (D); после заверше-

ния слияния бластомеров (Е); окрашивание 

поверхностной мембраны  флуоресцентным 

маркером FM4-64 (F34653, Invitrogen) под-

тверждает слияние бластомеров (F). 

В результате получили 23 бластоцисты с 

хэтчингом (бластоциста, которая выходит из 

оболочки), 1 бластоцисту без хэтчинга и 1 

морулу. Для выявления живых и мертвых 

клеток эмбрионы окрашивали Hoechst (B-

2261, Sigma) и propidium iodide (P1304MP, 

Invitrogen). Во всех бластоцистах после ла-

зерного воздействия не было обнаружено 

погибших (PI-положительных) клеток 

(рис. 3).Таким образом, можно сделать вывод 

о том, что лазерное воздействие не влияет на 

жизненные показатели преимплантационного 

эмбриона и не нарушает процесс нормально-

го развития. 

Таким образом, мы разработали новый 

бесконтактный метод микрохирургии эм-

брионов с помощью системы «оптический 

скальпель – оптически пинцет», который по-

зволит повысить эффективность эмбриохи-

рургических процедур. 

 

Рис. 2. Биопсия РТ: ориентация эмбриона и 

выбор места иссечения ZP (А), отверстие в 

оболочке, полученное с помощью лазера (В), 

извлечение РТ с помощью оптического пин-

цета через полученное отверстие (С). 

 
Рис. 3. Бластоциста выходит из ZP через над-

рез, сделанный оптическим скальпелем (А); 

Все клетки бластоцисты не имеют поврежде-

ний (“+” Хехст-окрашивание,  “-“ йодид про-

пидия) (В). 

Список литературы: 

1. Манк, (1990). 
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ИССЛЕДОВАНИЕ ПРОВОДИМОСТИ МОЛЕКУЛ ДНК 

Т.И. Шарипов, С.С. Гоц, Р.З. Бахтизин 
1
Башкирский государственный университет 

Sha-T@yandex.ru 

В последние годы значительно возрос 

интерес к процессам переноса заряда в 

молекулах ДНК, есть перспективы их 

использования в наноэлектронных 

устройствах. Попытки измерить 

электрическое сопротивление ДНК дают 

противоречивые результаты: молекула может 

быть диэлектриком [1], полупроводником [2], 

металлом [3] и даже сверхпроводником [4]. 

Результаты неоднозначны из-за сложности 

структуры ДНК и экспериментальной 

неопределенности. 

Для исследования проводимости 

молекулы ДНК наиболее часто используется 

два подхода. В первом случае изолированная 

молекула ДНК располагается между двумя 

электрическими контактами. Расстояние 

между электродами должно быть небольшим, 

порядка 1-10 нм, но достаточным, чтобы 

препятствовать туннелированию зарядов. 

Такой эксперимент достаточно сложно 

реализовать и особенно трудно 

контролировать. 

Второй подход к измерению 

проводимости индивидуальных молекул 

основан на использовании сканирующего 

туннельного микроскопа (СТМ) [5]. Уже 

первые эксперименты с использованием 

СТМ показали, что это подходящий 

инструмент для исследований как одиночных 

молекул ДНК, так и молекул в монослойных 

пленках, однако, выполнение качественных и 

достоверных экспериментов по измерению 

переноса заряда через отдельную молекулу с 

помощью СТМ чрезвычайно затруднительно, 

а интерпретация полученных результатов 

оказывается еще более сложной. 

 
Рис. 1. СТМ-изображение молекул ДНК 

на поверхности золота. 

СТМ-исследование поверхности золота с 

иммобилизованными молекулами ДНК 

проводилось в режиме постоянного 

туннельного тока. На СТМ-изображении 

(Рис. 1) наблюдаются темные области малого 

диаметра - молекулы ДНК. Их латеральные 

размеры сходятся с размерами ДНК на АСМ-

изображениях.  

После получения ряда СТМ-изображений 

и идентификации молекул ДНК на них мы 

приступили к снятию вольтамперных 

характеристик (ВАХ) (Рис. 2) в темных 

точках, где предположительно и 

располагаются молекулы ДНК. 

 
Рис. 2. Вольт-амперная характеристика 

молекул ДНК. 

Кривая ВАХ имеет симметричный вид 

относительно нулевых значений как тока, так 

и напряжения. Вид кривой зависимости тока 

от напряжения нелинейный. Интересно 

отметить, что на участках ВАХ с 

выраженным проявлением нелинейности (U 

больше 1 В) заметен рост дисперсии 

флуктуаций мгновенных значений 

туннельного тока. 
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РЕКОНСТРУКЦИЯ 3D-СТРУКТУРЫ АКТИН-СВЯЗЫВАЮЩЕГО 

С-ДОМЕНА РЕКОМБИНАНТНОГО САР-БЕЛКА 

ПО ДАННЫМ ЭЛЕКТРОННОЙ МИКРОСКОПИИ 

Г.Г. Шаров, F.A. Chaudhry, B.L. Goode, О.С. Соколова 
Биологический факультет МГУ им. М.В. Ломоносова 

sharov.grigory@gmail.com 

Многие жизненно важные процессы в клетке 

обеспечиваются регулируемой динамикой 

актиновых филаментов. Детальное изучение 

данной проблемы невозможно без привлече-

ния структурных данных, позволяющих вы-

явить взаимодействия филаментов с разными 

биомолекулами посредством актин-

связывающих белков. Привлечение таких 

данных необходимо для того, чтобы прибли-

зится к пониманию механизма тонкой регу-

лируемой работы этой системы живой клет-

ки. Процессы сборки и разборки актиновых 

филаментов, а также направление и скорость 

роста регулируются не только концентрацией 

мономерного актина в определенных частях 

клетки, но и большим комплексом актин-

связывающих белков (АСБ). В настоящее 

время известно более 160 АСБ [1]. Большин-

ство из них взаимодействует с фибрилляр-

ным F-актином и только некоторые с моно-

мерным G-актином (в том числе CAP). 

Белок CAP обнаружен в большинстве эу-

кариотических клеток [2]. Он представляет 

собой молекулярную машину – высокомоле-

кулярный комплекс с актином, имеющий 

множество сайтов связывания с другими 

АСБ. Участвуя в процессе обновления акти-

новых филаментов, N- и C-фрагменты ком-

плекса работают последовательно, освобож-

дая молекулы актина и кофилина [3]. Полу-

чение пространственной структуры этого 

комплекса и объяснение механизма его рабо-

ты является необходимой задачей для пони-

мания функционирования актинового цито-

скелета. 

Для мономера CAP известны [4, 5] кри-

сталлические структуры отдельных доменов: 

N- (1S0P) и С-концов (1K4Z), но нет данных 

о пространственной структуре в целом. Ре-

зультаты аналитического ультрацентрифуги-

рования позволяют предположить, что ком-

плекс является додекамером с молекулярной 

массой около 600 кДа и состоит из 12 моле-

кул САР и актина в соотношении 1:1. 

Целью данной работы является получение 

3D-реконструкции С-концевого фрагмента 

САР. Известно, что именно он ответственен 

за связывание мономерного актина. 

С-САР домен представлен бета-

спиральными участками. Известная кристал-

лическая структура фрагмента представляет 

собой димер (рис. 1), каждый мономер кото-

рого включает 6 правозакрученных бета-

структур, фланкированных антипараллель-

ными бета-листами. 

Рис. 1. Димер С-САР с тремя сайтами свя-

зывания актина (обведены зеленым). 

Рис. 2. Микрофотография с частицами С-

САР в комплексе с актином. Красными 

кружками выделены одиночные частицы С-

концевых доменов с актином, собираемые в 

процессе скрининга. Масштабный отрезок 50 

нм. 

Для изучения методом электронной мик-

роскопии структуры С-САР (в комплексе с 

актином), полноразмерный комплекс САР с 

мономерным актином выделяли из дрожжей 

и наносили на сетки с углеродной подлож-

кой. Негативно окрашенные сетки исследо-

вали на микроскопе FEI Tecnai G2 Spirit в 
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условиях низкой дозы (120 кВ, увеличение 

х 52000). Отбор удачных изображений от-

дельных молекул С-САР (рис. 2) для после-

дующего построения 3D-структуры прово-

дился вручную с помощью программы 

Signature. На основе этих изображений после 

коррекции частотно-контрастной характери-

стики с помощью программы IMAGIC 

(рис.3) была получена объѐмная структура С-

концевого домена САР с разрешением 24 Å. 

 

Рис. 3. Процесс реконструкции в IMAGIC: 

А – выбранные изображения, отфильтрован-

ные от шума, Б – некоторые классы, исполь-

зованные при реконструкции, В – репроек-

ции трехмерной структуры, Г – трехмерная 

структура. 

 

Рис. 4. Докинг кристаллических структур 

актина и С-САР в электронную плотность 

трехмерной модели. А – вид сбоку, Б – вид 

сверху, В – вид сбоку (повернуто на 90 гра-

дусов относительно А). Синим цветом обо-

значен димер С-САР, два мономера актина – 

зеленым и голубым. 

3D-структура С-САР имеет форму подко-

вы с линейными размерами 12 х 9 нм (рис. 4). 

Для интерпретации результатов проводили 

докинг кристаллических структур С-

концевого домена САР и мономерного акти-

на в полученную электронную плотность.  

Было показано, что 3D-структура может 

вместить два мономера С-концевого домена, 

каждый из которых связан с одной молеку-

лой актина. Молекулярная масса димерного 

комплекса С-САР с учетом двух молекул ак-

тина составляет около 150 кДа, и соответст-

вует рассчитанной массе 3D-реконструкции. 

Полученные результаты свидетельствуют о 

том, что в полноразмерном комплексе САР с 

актином С-концевые домены организованы в 

димеры, стабилизированные N-концевыми 

двойными спиралями. 

В дальнейшем планируется получение 

трехмерной модели С-САР без актина для 

более точного определения связывания мо-

номеров актина, а также модели N-концевого 

домена и в перспективе реконструкция пол-

ного САР-комплекса. 

Работа поддержана грантами CRDF 

(№ 2918) и РФФИ (№ 08-04-91125). 
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В весах для измерения массы хорошо работа-

ет геометрический принцип. Чем миниатюр-

нее весы, тем меньшие массы можно взвеши-

вать. Технологии последних лет показали, 

что если идти этим путем, то можно опреде-

лить массу одной бактерии [1], белка [2] и 

даже отдельного атома [3]. 

Ключевой деталью большинства весов яв-

ляется упругий элемент. В весах для опреде-

ления массы наночастиц размеры самого уп-

ругого элемента должны лежать в области 

нано. 

Атомные весы с чувствительностью на 

уровне 10
-12

 – 10
-16

 г традиционно использу-

ют кремниевую микроконсоль (кантилевер) и 

оптическую систему регистрации положения 

кантилевера. В этом приборе, по сути дела, и 

кантилевер, и система регистрации заимство-

ваны у атомно-силового микроскопа. У 

атомных весов этой конструкции есть огра-

ничение на минимальную величину измеряе-

мой массы. Происходит это по следующей 

причине. Оптическая система регистрация 

требует, чтобы размеры кантилевера были 

больше длины источника света – диодного 

лазера. В реальных экспериментах исполь-

зуют кантилеверы, длина и ширина которых 

более 5 мкм. Масса такого кантилевера при 

толщине в 1 мкм около 10
-10

 г. Минимально 

достижимая погрешность измерений нахо-

дится на уровне 10
-16

 г.  

Для повышения чувствительности весов 

необходимо использовать кантилеверы суб-

микронного размера. Такие размеры канти-

левера требуют отказа от использования оп-

тической системы регистрации со свойствен-

ным ей дифракционным ограничением. 

Измерение массы величиной в 10
-18

 г было 

достигнуто с помощью кремниевого канти-

левера, на поверхности которого имелась 

проводящая золотая дорожка [4]. В тонкой 

пленке золота наблюдался пьезорезистивный 

эффект: при изгибе кантилевера происходило 

изменение электрического сопротивления 

пленки золота. Природа пьезоэрезистивного 

эффекта в полной мере не понята, однако, 

сами весы продемонстрировали рекордную 

на то время чувствительность: была измерена 

масса в 10
-18

 г. 

Этот рекорд продержался недолго. Спустя 

один год он был улучшен в 10
6
 раз [3]. Для 

достижения этого рекорда была взята угле-

родная нанотрубка длиной в 254 нм и диа-

метром в 2,09 нм. Масса такой трубки – 

2,33 10
-18

 г. В результате удалось зарегистри-

ровать массу одного атома золота. Для реги-

страции положения упругого элемента – уг-

леродной нанотрубки – авторы статьи при-

думали остроумную схему измерений. Была 

собрана электрическая цепь, в которую вхо-

дили источник тока, нанотрубка и металли-

ческий электрод. Электрод подносили к на-

нотрубке до возникновения тока эмиссии че-

рез зазор. При колебаниях нанотрубки ме-

нялся зазор нанотрубка-электрод и, соответ-

ственно, происходила модуляция тока эмис-

сии. Зазор начинал излучать радиоволны. 

Частота радиоволн, которую регистрировал 

радиоприемник, совпадала с частотой коле-

баний нанотрубки. При попадании атомов 

золота на поверхности нанотрубки частота еѐ 

колебаний менялась дискретно. Минималь-

ный размер дискрета соответствовал присое-

динению одного атома. 

Приведенные выше примеры продемонст-

рировали, что атомные весы являются уни-

кальным прибором для измерения массы на-

ночастиц. Они могут служить основой для 

создания сверхчувствительных сенсоров на 

химические и биологические вещества. Од-

нако на пути их прямого использования в 

качестве сенсоров есть определенные нере-

шенные задачи. Сенсор на определенное ве-

щества должен уметь отличать именно это 

вещество от всех остальных. Здесь возникает 

задача оптимального формирования на по-

верхности чувствительного элемента сенсора 

рецепторного слоя, который должен избира-

тельным образом реагировать только на ис-

комое вещество. В биологии наибольший 

интерес представляют сенсоры, которые мо-

гут работать в жидкости. В работе [1] описа-

на конструкция, в которой кантилевер колеб-

лется в вакууме, но в теле кантилевера име-

ется микроканал, через который проходит 

исследуемая жидкость. Если использовать 

эти атомные весы в качестве сенсора, то воз-

никают определенные технологические 

трудности в модификации поверхности внут-

реннего миниатюрного канала. 

Реальные сенсоры в настоящее время ра-

ботают с кантилеверами микронного разме-
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ра, что позволяет не только наносить надеж-

ным образом рецепторные слои, но и уверен-

но регистрировать изгиб кантилевера. При-

мер массива кантилеверов с пьезоэлектриче-

ской системой регистрацией приведен в [5]. 

Представленные выше случаи описывают 

применения атомных весов для измерений на 

воздухе и в вакууме. В этих случаях атомные 

весы регистрируют изменение резонансной 

частоты колебаний кантилевера. Проводить 

таким образом измерения в жидкостях стано-

вится неэффективно. Жидкие среды демпфи-

руют колебания кантилевера, и чувствитель-

ность прибора существенно падает. В жидко-

стях, как правило, измеряют статический из-

гиб кантилевера. Статический изгиб кантиле-

вера в жидких средах играет ключевую роль 

в сенсорном приборе, и это явление требует 

детального и внимательного разъяснения. 

Может показаться, что основной вклад в из-

гиб кантилевера вносит вес измеряемого ве-

щества. Однако простой анализ показывает, 

что хотя этот вклад и есть, но он на много 

порядков меньше наблюдаемого эффекта. 

Основная причина в другом. В жидкости од-

ну (только одну) из поверхностей покрывают 

рецепторным слоем (рис. 1). Присоединение 

к поверхности рецепторного слоя регистри-

руемого вещества – аналита – приводит к из-

менению поверхностного натяжения на од-

ной из сторон кантилевера, и как следствие к 

изгибу всего кантилевера в целом. В зависи-

мости от баланса сил в слое рецептор-аналит 

кантилевер может изгибаться как в сторону 

слоя, так и в обратную [6]. Это дает дополни-

тельную информацию о характере межмоле-

кулярных сил в слое. 

Кантилеверные сенсоры делают первые, 

но достаточно уверенные шаги. Следует 

упомянуть новые достижения в химии по-

верхностных реакций: создание сенсора на 

ионы металлов в растворе [7], сенсора на 

тиоловые соединения [8]. С помощью атом-

ных весов удалось получить новые данные о 

формировании фибрилл в монослоях лизо-

цима [9]. Последняя работа имеет важное 

значение для понимания молекулярной при-

роды ряда нейродегенеративных заболеваний 

человека. 

У атомных весов есть и другие области 

эффективного применения, в частности, для 

термогравиметрического анализа наноча-

стиц, для измерения вязкости и плотности 

жидкостей и относительной влажности па-

ров. Их можно использовать в качестве мик-

роминиатюрного датчика температуры и ИК-

излучения,   определителя   динамики  усадки 

 

Рис. 1. Массив кантилеверов, имеющих 

индивидуальные рецепторные слои. Откло-

нения фиксируют с помощью оптической 

системы аналогично тому, как это осуществ-

ляется в атомно-силовом микроскопе. 

тонких пленок с течением времени: защит-

ных, лакокрасочных и других покрытий. 
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При исследовании с помощью атомно-

силовой микроскопии (АСМ) биомолекул и 

их комплексов часто встает вопрос о влиянии 

поверхности подложки на образец. Посколь-

ку АСМ зачастую изучает процессы молеку-

лярного взаимодействия в режиме реального 

времени прямо на подложке, то влияние под-

ложки может приводить к искажению кине-

тики такого взаимодействия по сравнению с 

такой же реакцией в растворе. Это может 

происходить, например, из-за полной или 

частичной потери активности связывающих 

центров адсорбированной к твердому суб-

страту молекулы, которая участвует во взаи-

модействии.  

Целью данной работы было изучить влия-

ние фермента на адсорбированный на твер-

дую подложку биополимер на примере мо-

дельной системы, где в качестве биополиме-

ра используется ДНК, а в качестве фермента 

– ДНКаза. Особенность задачи состоит в том, 

что молекулы ДНК прикреплены к поверхно-

сти за счет физической адсорбции и не могут 

свободно находиться в объеме. 

В работе использовалась коммерческая 

ДНК Fermentas pBR322. Нанесение ДНК на 

слюду производили стандартным способом 

из раствора ДНК, содержащем одно- и двух-

валентные катионы, после чего образец про-

мывали в дистиллированной воде [1]. 

АСМ-изображение молекул ДНК pBR322  

приведено на рисунке 1. Средняя длина мо-

лекулы по данным АСМ составляет 1270 нм. 

Обработку поверхности слюды с адсорби-

рованной ДНК проводили нанесением рас-

твора ДНКазы на подложку и его экспониро-

ванием в течение нескольких минут, после 

чего поверхность промывалась дистиллиро-

ванной водой и высушивалась. 

После ДНКазной обработки поверхности 

на АСМ-изображениях молекулы ДНК не 

наблюдаются (см. рис. 2), вместо чего по-

верхность равномерно покрыта большим ко-

личеством относительно низких (2-3 нм) час-

тиц, которые, вероятно, являются результа-

том взаимодействия ДНК с ДНКазой. Таким 

образом, молекулы ДНК, адсорбированные 

на поверхность слюды, являются легко дос-

тупными для ДНКазы. 

 
Рис. 1. АСМ-изображение ДНК pBR322, на-

несенной на слюду. 

 

Рис. 2. АСМ-изображение адсорбирован-

ной ДНК после эскпонирования в раствор 

ДНКазы. 
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Одно из приоритетных направлений нано- и 

биотехнологий – разработка новых прецизи-

онных наномеханических кантилеверных 

систем. Такие устройства используются для 

изучения процессов формирования моно-

слойных пленок на твердых поверхностях, 

исследования комплиментарного связывания 

биомолекул (белки и нуклеиновые кислоты), 

создания наноструктур на различных по-

верхностях. 

 
 

Рис. 1. Фотография наномеханической 

кантилеверной системы – БиоСкан. 

Учеными МГУ им. М.В. Ломоносова был 

разработан для дальнейшей коммерциализа-

ции прототип прибора БиоСкан (рис. 1) для 

прецизионного измерения сил в тонких плен-

ках. Устройство сопровождается специаль-

ным программным обеспечением, позво-

ляющим проводить удаленный сбор и обра-

ботку информации через современные про-

токолы соединений с несколькими прибора-

ми. 

Устройство БиоСкан можно использовать 

в исследовательских целях для изучения по-

верхностных явлений в физике, химии и био-

логии для прецизионного измерения массы и 

поверхностного натяжения в тонких пленках. 

На основе данного прибора может быть соз-

дан практикум для дистанционного обучения 

студентов работе с микроэлектронными ме-

ханическими системами. 

Рис. 2. Массив нанокантилеверных сенсо-

ров. 

Прибор пригоден для проведения много-

факторного анализа жидкостей и газов и 

имеет перспективу быть использованным в 

качестве основы для создания высокочувст-

вительных и селективных многофакторных 

биосенсоров. 
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BioImage 
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Биологический факультет МГУ им. М.В. Ломоносова 

Микроскоп: атомно-силовой микроскоп Solver Pro-M (НТ–МДТ, Россия) 

Булавы. Изображение бактериофагов 

EL Pseudomonas Aeruginosa на слюде. 

Изображение получено на приборе Solver 

PRO-M в полуконтактном режиме на воз-

духе, кантилевер NSG11S. Размер кадра 

1,2х1,2 мкм. Образец предоставлен 

О.В. Шабуровой (ГНЦ РФ "ГосНИИГене-

тика").

Лабиринт. Изображение надмолекулярных 

агрегатов рекомбинантного белка паутины 

на слюде. Изображение получено на при-

боре Solver PRO-M в полуконтактном ре-

жиме на воздухе, кантилевер NSG11S. 

Размер кадра 1х1 мкм. Образец предостав-

лен В.Г. Богушем (ГНЦ РФ "ГосНИИГене-

тика"). 
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МГУ им. М.В. Ломоносова 

Микроскоп: атомно-силовой микроскоп Solver Pro-M (НТ–МДТ, Россия) 

 

Изображения DPPC липидного бислоя на воздухе. 

На подложке наблюдается дефектный липидный бислой, причем в некоторых местах в нем 

видны более тонкие домены. Возможно, они сформировались из-за попадания некоторой примеси. 

Иногда два или три бислоя накладываются друг на друга. 
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Solver Bio Olympus (НТ–МДТ, Россия) 

 

Изображения живых фибробластов в среде 

культивирования на подложке: верхнее – фиб-

ронектин, остальные – желатин. Контактный 

режим, сигнал рассогласования обратной связи. 
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