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СКАНИРУЮЩАЯ ЗОНДОВАЯ МИКРОСКОПИЯ 
БАКТЕРИАЛЬНЫХ КЛЕТОК 

А.В. Большакова
Химический факультет МГУ им. М.В. Ломоносова 

bolshakova@genebee.msu.ru

Сканирующая зондовая микроскопия 
(СЗМ) − быстроразвивающийся аналитиче-
ский метод, который может быть применен 
для нужд медицины, биологии и косметоло-
гии. In vitro исследования бактериальных 
клеток данным методом можно проводить в 
самых различных условиях, в том числе в 
питательной среде или в буферном растворе. 
Полученные трехмерные изображения клеток 
и уникальные данные о физических свойст-
вах оболочки, могут быть использованы для 
нужд бактериологии. Исследование реакции 
бактерий на различные вещества, непосред-
ственно вводимые в жидкостную ячейку 
прибора, может быть использовано в клини-
ческой практике для ранней диагностики 
бактериальных инфекций и развития эффек-
тивной методики лечения заболеваний. 

В докладе будут рассмотрены основные 
возможности метода сканирующей зондовой 
микроскопии применительно к исследованию 
бактериальных клеток, в том числе преиму-
щества и недостатки по сравнению с другими 
микроскопическими методиками. 

Также будут изложены особенности при-
готовления образцов для исследования кле-
ток на воздухе и в жидкой среде. При изуче-
нии клеток в условиях, приближенных к на-
тивным (в питательной среде), существует 
проблема закрепления клетки на поверхности 
подложки. Поэтому необходима дополни-
тельная неразрушающая фиксация клетки к 
стандартной подложке (слюда, стекло) или 
применение новых материалов в качестве 
подложки (к примеру, миллипоровские 
фильтры), чтобы предотвратить смещение 
бактерии сканирующей иглой. 

Будет рассказано о разнице в отображении 
(с помощью метода СЗМ) грамположитель-
ных и грамотрицательных бактерий в жидкой 
среде. Это различие связано, прежде всего, с 
наличием у грамотрицательных бактерий ли-
пополисахаридного слоя. 

На примере генетически модифицирован-
ных штаммов бактерии E. coli будет проде-
монстрирована простота и наглядность мето-
да СЗМ для контроля полученных для нужд 
медицины живых векторных вакцин. 

На примере почвенных бактерий Arthro-
bacter будут показаны возможности метода 
СЗМ для определения физических парамет-
ров оболочки клетки. Изучение локальных 
физических свойств оболочек клеток можно 
проводить, используя такие методики СЗМ 
как режим модуляции силы или запись сило-
вых кривых. Из данных силовых кривых оп-
ределяют локальный модуль упругости обо-
лочки и адгезию между зондом и поверхно-
стью клетки. Теоретически, модифицировав 
зонд биоспецифическими реагентами, можно 
проводить исследования по идентификации 
того или иного штамма. 

Рис. 1. Проращивание бактериальных спор 
бактерии Bacillus sp.: 

(а) споры, контрольное изображение, сня-
тое на воздухе (t=0) 

(b) вегетативные клетки в питательной 
среде, (t=4ч 45 мин). 

Будет рассказано об интересных экспери-
ментах по исследованию бактериальных кле-
ток в жидкой среде: проращивание вегета-
тивных клеток из спор (рис.1), влияние лизо-
цима на бактерии и прочее. 

Список литературы: 
1. Bolshakova A.V., Kiselyova O.I., 
Yaminsky I.V., Biotechnology progress, 20, 6, 
1615-1622 (2004) 
2. Bolshakova A.V. et al, Ultramicroscopy, 
86 (1-2), 121-128 (2001) 
3. A-Hassan, E. et al, Biophys. J., 74, 
1564-1578 (1998) 
4. Arnoldi, M. et al, Appl. Phys. A, 66, 
S613-S618 (1997) 
5. Dufrene, Y. F. et al, J. Bacteriol., 181, 
5350-5354 (1999). 
6. Braga, P. C.; Ricci, D. Antimicrob. 
Agents Chemother., 42, 18-22 (1998)
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ФИЗИЧЕСКИЕ ПОДХОДЫ К ИССЛЕДОВАНИЮ ПОЛИМЕРОВ 
М.О. Галлямов, А.Р. Хохлов

Физический факультет МГУ им. М.В. Ломоносова 
glm@spm.phys.msu.ru, khokhlov@polly.phys.msu.ru  

Важным достоинством сканирующей си-
ловой микроскопии (ССМ) применительно к 
исследованиям полимерных объектов являет-
ся возможность прямой визуализации дина-
мики отклика полимерной системы на внеш-
нее воздействие в режиме реального време-
ни. Причем таким внешним воздействием, 
вызывающим детектируемый отклик воспри-
имчивой системы, может являться либо из-
менение температуры образца, либо смена 
его окружения (жидкого растворителя или 
паровой фазы), либо воздействие излучени-
ем. Это открывает перспективы исследования 
в реальном времени на уровне индивидуаль-
ных молекул таких процессов, как, например, 
взаимодействие и комплексообразование 
биополимеров с различными лигандами, са-
моорганизация органических структур, изме-
нения морфологии тонких пленок (набуха-
ние, растекание / коллапс, плавление / кри-
сталлизация и т.п.), индуцированные кон-
формационные переходы отдельных поли-
мерных цепей и т.п. 

В качестве примера в докладе будут про-
демонстрированы наблюдения за поведением 
индивидуальных полимерных молекул, ад-
сорбированных на подложке, при их экспо-
зиции в парах различной природы [1]. Будет 
показано, что соадсорбция молекул из паро-
вой фазы воздействует на конформацию ад-
сорбированных полимерных цепей. Оказыва-
ется возможным, проводя экспозицию в па-
рах, например, спиртов или иных амфифиль-
ных растворителей, переводить макромоле-
кулы в компактное состояние. Напротив, 
экспозиция, например, в парах воды или 
иных веществ с высоким поверхностным на-
тяжением, переводит амфифильные поли-
мерные цепи на подложке в расправленное 
состояние, см. рис. 1. Наблюдаемые законо-
мерности обсуждаются с позиции вариации 
коэффициента растекания адсорбированных 
полимерных объектов в присутствие соад-
сорбированных молекул паровой фазы [2]. 
Будет уделено внимание анализу влияния 
поверхностной анизотропии подложки на 
направленность индуцированных смещений 
макромолекул [3]. 

 
Рис.1 Индивидуальные макромолекулы 

поли-2-винилпиридина, изображение ССМ. 
Вверху: после осаждения из раствора в хло-
роформе на подложку из слюды. Внизу: по-
сле экспозиции в парах воды в течение 4 ча-
сов. Размер реперной черты 100 нм. Отдель-
ные макромолекулы выделены цветом. 

Список литературы: 
1.  Gallyamov M.O. et al. // J. Polym. Sci. B: 
Polym. Phys., in press (2007). 
2. Gallyamov M.O. et al. // Chem. Europ. J., v. 
10, pp 4599-4605 (2004). 
3. Gallyamov M.O. et al. // Phys. Chem. Chem. 
Phys., v. 9, pp. 346-352 (2007).
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ АТОМНО-СИЛОВОЙ МИКРОСКОПИИ ДЛЯ 
ИССЛЕДОВАНИЯ ВИРУСОВ 

Е.В. Дубровин1, Ю.Ф. Дрыгин , В.К. Новиков , И.В. Яминский2 3 1

1Физический факультет МГУ им М.В. Ломоносова 

2НИИФХБ им. А.Н.Белозерского МГУ им М.В. Ломоносова 
3Биологический факультет МГУ им М.В. Ломоносова 

dubrovin@polly.phys.msu.ru 

Использование атомно-силовой микро-
скопии (АСМ) значительно расширило круг 
задач, решаемых в биологических и меди-
цинских исследованиях. Наиболее важная 
особенность АСМ – высокое разрешение на 
мягких и живых объектах – позволяет иссле-
довать единичные вирусные частицы. 

Атомно-силовая микроскопия открывает 
новые перспективы на пути создания новых 
методов экспресс-анализа. Одной из проблем 
при решении этой важной задачи является 
создание библиотеки АСМ-изображений ви-
русов. В качестве примера мы представляем 
здесь АСМ-изображения нескольких расти-
тельных вирусов (рис. 1): вируса табачной 
мозаики (TMV), бромовируса мозаики костра 
(BMV), полувалентного вируса мятлика 
(PSLV), вируса штриховатой мозаики ячменя 
(BSMV), вируса мозаики люцерны (AMV). 

Различные формы и размеры вирусов по-
зволяют отличать различные виды вирусов 
друг от друга на АСМ-изображениях. В каче-
стве примера на рис. 2 приведено распреде-
ление длин вирусов TMV и BSMV. Макси-
мумы распределения приходятся на 300 нм 
для TMV и на 135 для BSMV.  Присутствие 
вирусных частиц, чья длина меньше наибо-
лее вероятной, означает частичное разруше-
ние вирусов, а наличие более длинных час-
тиц говорит о возможности вирионов состы-
ковываться «торец в торец». 

Интересно, что, как правило, вирусы име-
ют фиксированные размеры, которые оста-
ются неизменными для всех частиц (в отли-
чие, например, от бактерий). В этой связи 
вирусы могут использоваться как биологиче-
ские наношаблоны для калибровки [1]. Дли-
на, высота и диаметр вирусных частиц могут 
служить их идентификационными парамет-
рами. 

Топографические черты являются глав-
ным, но не единственным критерием для 
идентификации вирусов с помощью АСМ. 
Их можно также различать по их специфиче-
ским свойствам, таким как сила и степень 

адгезии на поверхность подложки, эластич-
ные и вязкие свойства внешних поверхностей 
и взаимодействием вирусных частиц друг с 
другом. 

Создание библиотеки АСМ-изображений 
вирусов совместно с исследованием их 
свойств на нанометровой шкале является 
важным шагом для их дальнейшей АСМ-
идентификации. 

ва б

д е г

Рис. 1. АСМ-изображения: а – полува-
лентного вируса мятлика (PSLV), б – вируса 
штриховатой мозаики ячменя, в – вируса та-
бачной мозаики (TMV), г-д – бромовируса 
мозаики костра (BMV), е – вируса мозаики 
люцерны (AMV). 
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Рис. 2. Распределение по длинам вирус-
ных частиц TMV и BSMV, построенное из 
АСМ-изображений. 

Список литературы: 
1. Дубровин Е.В., Кирикова М.Н., Но-
виков В.К., Дрыгин Ю.Ф., Яминский И.В. 
Коллоидный журнал, 66 750-755 (2004).
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ВИРУСЫ РАСТЕНИЙ И СУБВИРУСНЫЕ 
ИНФЕКЦИОННЫЕ АГЕНТЫ 
О.В. Карпова, И.Г. Атабеков 

Биологический факультет МГУ имени М.В. Ломоносова, кафедра вирусологии. 
okar@genebee.msu.su 

Вирусы растений могут иметь в качестве 
генетической информации двуцепочечную 
РНК (вирус раневой опухоли), одноцепочеч-
ную ДНК (геминивирусы) и двуцепочечную 
ДНК (вирус мозаики цветной капусты), од-
нако у большинства фитовирусов геном – это 
одноцепочечная РНК. По форме большинст-
во частиц фитовирусов являются либо па-
лочкообоазными (rod-shaped), либо икосаэд-
рическими. 

Наиболее изученным и излюбленным 
объектом растительной вирусологии являет-
ся вирус табачной мозаики (ВТМ), палочко-
видный вирус со спиральной симметрией 
(длина 300 нм, диаметр 18 нм). Геном ВТМ – 
это одноцепочечная +РНК, кодирующая че-
тыре вирусспецифических белка, в том числе 
белок оболочки вируса. 

Рис. 1. Вирус табачной мозаики. Элек-
тронная микрофотография вирусной частицы 
и растение табака, зараженное ВТМ. 

Многие растительные вирусы − ВТМ, Х-
вирус картофеля и некоторые другие, при 
заражении растения размножаются в боль-
ших количествах, а уровень продукции белка 
оболочки вирусов, например, у ВТМ дости-
гает 70 % суммарного количества раствори-
мых белков, продуцируемых инфицирован-
ной растительной клеткой. Если заменить ген 
структурного белка геном целевого белка, то 
при репликации такого вируса-вектора в рас-
тении будет продуцироваться целевой белок. 
Предлагаемый подход позволяет разработать 
новый метод суперпродукции в растениях 
рекомбинантных белков медицинского на-
значения. Уровень продукции целевого белка 
при использовании данной технологии может 
составлять более 1 г белка на 1 кг раститель-
ной биомассы. 

В настоящее время известно, что, по 
крайней мере, 15 заболеваний растений вы-
зываются вироидами. Вироиды представляют 
собой маленькие (240-400 нуклеотидов) 
кольцевые РНК, с выраженной вторичной 
структурой, не кодирующие белки и репли-
цирующиеся самостоятельно. Первый вироид 
был открыт в 1971 году. Под электронным 
микроскопом вироиды выглядят как палочки, 
поскольку 70% нуклеотидной последова-
тельности вовлечено в сложную вторичную 
структуру, которая устойчива к рибонуклеа-
зам. К настоящему времени определена нук-
леотидная последовательность 27 вироидов, 
которые разделены на два семейства. Наибо-
лее известным и хорошо изученным является 
вироид веретеновидности клубней картофе-
ля, относящийся к семейству Pospiviroidae. 
Выделены два вироида. не вызывающие чет-
ких симптомов (латентные формы). Возмож-
но, вокруг нас существует множество еще 
неизвестных науке вироидов. 

Сателлитные нуклеиновые кислоты (от 
400 нт до 1500 нт) − субвирусные агенты, 
неспособные заражать хозяйские клетки без 
вируса-помощника. Нуклеотидная последо-
вательность сателлитов (одноцепочечная ли-
нейная ДНК, двуцепочечная или одноцепо-
чечная линейная РНК и кольцевая одноцепо-
чеченая РНК) значительно отличается от та-
ковой вируса-помощника. Классические са-
теллиты являются конкурентами вируса–
помощника и могут нивелировать проявле-
ние его симптомов путем конкуренции за 
РНК-полимеразу. 

Сателлитные одноцепочеченые кольцевые 
рибонуклеиновые кислоты называют виру-
соидами (вирусоид кратковременной штри-
ховатости люцерны). Вирусоиды были от-
крыты в Австралии в начале 80-х годов и 
большинство из них обнаружены в Океании, 
Канаде и Африке. Вирусоиды не нужны ви-
русу-помощнику, одеваются в его белок, пе-
редаются вегетативным путем, семенами или 
путем прямой инокуляции (насекомые, чело-
век).
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МИКРОМЕХАНИЧЕСКИЕ БИОСЕНСОРЫ НА ОСНОВЕ АТОМНО-
СИЛОВОЙ МИКРОСКОПИИ 

Г.А. Киселев
Институт физической химии и электрохимии РАН, A.Н. Фрумкина 

ООО «Академия биосенсоров» 
kiselev@biosensoracademy.com

За последнее десятилетие произошел кри-
тический прорыв в разработке микромехани-
ческих сенсорных систем, обладающих ре-
кордными показателями чувствительности по 
массе или количеству связавшегося вещества 
[1]. Данные системы используют принципи-
ально новый метод преобразования биохи-
мических реакций в аналитический сигнал 
через статические деформации, возникающие 
в результате тепловых, стерических электро-
статических, и множества других эффектов 
рецептного слоя сенсора. 

Такими системами являются микроканти-
леверы. Имея широкий спектр операционных 
режимов: статический, динамический, кон-
троль добротности и амплитуды аналитиче-
ского сигнала, кантилеверы служат полно-
ценным дополнением их хорошо известных 
аналогов: электрохимических, оптических и 
акустических датчиков. 

Появление кантилеверов во многом обу-
словлено интенсивным развитием атомно-
силовой микроскопии. Устройства с микро-
механическими преобразователями зареко-
мендовали себя в качестве полноценного на-
учного инструмента, применяемого в иссле-
дованиях межмолекулярных взаимодействий 
в монослойных пленках низкомолекулярных 
веществ, биополимерных объектов, а также в 
областях химии поверхностных реакций, 
биологии и медицине. Существенной осо-
бенностью кантилевера, не имеющей альтер-
нативных аналогов, является способность 
прямого измерения натяжения в пленках, по-
мещенных на одну из его сторон. Благодаря 
этому информация о состоянии исследуемых 
объектов, получаемая с помощью микроме-
ханических систем, оказывается уникальной 
и, вообще говоря, отличается от той, которую 
дают распространенные методы анализа мас-
сы, а также оптических, и электрических 
свойств пленок. Уникальность информации 
состоит в том, что она непосредственно ха-
рактеризует энергию межмолекулярных 
взаимодействий внутри пленки, преобра-
зующуюся в статический изгиб кантилевера 
(энергию аналитического сигнала). 

Комбинации различных схем регистрации 
аналитического сигнала в микроэлектроме-
ханических системах (МЭМС) позволяют 
оптимизировать их для работы практически в 
любой среде; вакууме, газовых и жидких фа-
зах вещества. Микроскопические размеры 
механических датчиков позволяют понизить 
предел их чувствительности до размеров от-
дельных бактерий и даже вирусных частиц, а 
также осуществлять измерение интенсивно-
сти экзотермических (эндотермических) по-
верхностных реакций с высоким разрешени-
ем. МЭМС, совмещенные с интегральными 
микросхемами в одном чипе по своим разме-
рам не превосходят 1 мм, такие размеры сен-
сорных единиц позволяют интегрировать их 
в 1D и 2D массивы высокопроизводительных 
селективных датчиков (рис. 1), 

Рис.1 Линейный массив микрокантиле-
верных датчиков с лазерной системой кон-
троля их наноперемещений [2] 
функционирующих по принципу электронно-
го носа, потребность в которых неуклонно 
возрастает. 

Авторы статьи выражают благодарность 
Фонду содействия развитию малых предпри-
ятий в научно-технической сфере (проект 
№4994) за финансовую поддержку. 

Список литературы: 
1. I. Yaminsky, P. Gorelkin, G. Kiselev. 
Japanese Journal of Applied Physics, 45, (3B), 
2316 ,(2006). 
2. http://www.biosensoracademy.com
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ЗОНДОВАЯ МИКРОСКОПИЯ ДНК И ДНК−БЕЛКОВЫХ 
КОМПЛЕКСОВ 
Д.В. Клинов 

Институт Биоорганической Химии им. Шемякина и Овчинникова РАН 
klinov@ibch.ru

Структурная организация ДНК имеет 
важнейшее значение для реализации генети-
ческой информации и регуляции основных 
клеточных процессов. Мощным инструмен-
том в исследованиях ДНК, ДНК-белковых 
комплексов является сканирующая зондовая 
микроскопия (СЗМ). 

Уникальность СЗМ состоит в том, что она 
позволяет видеть индивидуальные молекулы 
ДНК и локализовать участки специфического 
связывания в составе протяженных молекул 
ДНК длиной до нескольких сотен тысяч пар 
оснований. Тем самым становится возмож-
ным получение уникальной информации о 
структуре ДНК в комплексе с белками или 
олигонуклеотидами (рис. 1). 

Нами была разработана методологическая 
база для изучения структуры ДНК и ком-
плексов ДНК с различными лигандами при 
помощи СЗМ. Одним из важнейших резуль-
татов наших исследований стала разработка 
высокоточного картирования молекул ДНК 
методами сканирующей зондовой микроско-

Ри

пии. 

с. 1. СЗМ-изображение ДНК-белковых 
ко

ами были изобретены сверхост-
ры

мплексов. 
Недавно н
е СЗМ-зонды (с радиусом острия 1 нм, 

рис. 2), позволяющие значительно повысить 
разрешение этого метода. Так, впервые, при 
исследовании одиночных молекул ДНК при 
помощи сверхострых СЗМ-зондов было по-
лучено разрешение периода двойной спирали 

(рис. 3). В ближайшем будущем мы надеемся 
существенно повысить точность картирова-
ния ДНК с использованием таких зондов. 

Рис. 2. ЭМ-изображение сверхострого зонда 

Рис. 3. СЗМ-изображение ДНК высокого 
разрешения (виден спиральный период ДНК) 

Список литературы: 
1. D.V.Klinov, I.V.Lagutina, V.V.Prokhorov, 
T.Neretina, P.P.Khil, Y.B.Lebedev, D.I.Cherny, 
V.V.Demin and E.D.Sverdlov, Nucleic Acids 
Research, Vol.26, № 20, 4603-4610 (1998); 
2. D. Klinov and S. Magonov, Applied physics 
letters, 84 (14), 2697-2699 (2004) 
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ПОЛУПРОВОДНИКОВЫЕ НАНОКРИСТАЛЛЫ КАК ДОНОРЫ 
ЭНЕРГИИ ДЛЯ БИОМЕДИЦИНСКИХ ПРИМЕНЕНИЙ 

П. К. Кашкаров, В. Ю. Тимошенко
Физический факультет МГУ им. М.В. Ломоносова

timoshen@phys.msu.ruу

Важнейшей тенденцией развития нано-
технологий является ориентация на решение 
социально значимых задач в сфере экологии 
и биомедицины. В этой связи актуальной яв-
ляется задача исследования нанокристаллов 
кремния (nc-Si) и полупроводниковых соеди-
нений, которые могут быть использованы в 
медицине и, в частности, при диагностике и 
лечении онкологических заболеваний. Осо-
бый интерес при этом представляет случай фо-
товозбуждения nc-Si в окружении молекул ки-
слорода, в результате чего возможна эффектив-
ная фотосенсибилизация генерации активного 
(синглетного) кислорода. Эффект действия 
синглетного кислорода на биологические 
объекты заключается в его исключительно 
высокой окислительной способности, кото-
рая более чем в 1000 раз превосходит анало-
гичные значения для обычного (триплетного) 
кислорода. Это свойство используется в са-
мых прогрессивных методах фотодинамиче-
ской терапии опухолей [1]. 

С использованием методов электрохими-
ческого и химического травления монокри-
сталлических пластин кремния и микрокри-
сталлических кремниевых порошков были 
изготовлены порошки и водные суспензии, 
содержащие кремниевые nc-Si с характерны-
ми минимальными размерами 1-5 нм. Экспе-
рименты показали, что фотовозбужденные 
nc-Si обладали свойством фотосенсибилиза-
ции процесса генерации синглетного кисло-
рода. Спектры ФЛ водных суспензий nc-Si 
представлены на рис.1. Спектры представля-
ли собой широкие полосы с максимумом в 
области 1.5-1.6 эВ, которые типичны для nc-
Si с характерными средними размерами 2-4 
нм [2]. Наблюдаемая ФЛ обычно связывается 
с излучательной рекомбинацией экситонов в 
nc-Si. После насыщения суспензий кислоро-
дом происходило гашение ФЛ, степень кото-
рого монотонно увеличивалась с ростом дав-
ления О2. Спектральная зависимость степени 
гашения ФЛ, определяемая как отношение 
интенсивности ФЛ суспензии без растворен-
ного газа к аналогичному значению после ее 
насыщения О2, приведена на врезке рис.1. 
Видно, что максимум подавления ФЛ nc-Si 
располагается в области 1.6 эВ, что близко к 

энергии перехода 3Σ→1Σ в молекуле О2 [1]. 
Анализ разности интегральных по спектру 
интенсивностей ФЛ nc-Si в суспензиях с рас-
творенным кислородом и после его откачки 
свидетельствует о том, что на возбуждение 
молекул О2 передается около 40% энергии 
экситонов. In vitro эксперименты на раковых 
клетках фибробластов мыши продемонстри-
ровали значительное (до 80%) уменьшение 
их числа при контакте с фотовозбужденными 
nc-Si [3]. 

 Полученные результаты свидетельствуют 
о перспективности использования nc-Si в 
биомедицинских целях, в частности для фо-
тодинамической терапии рака. 
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Рис. 1. Спектры ФЛ суспензий nc-Si в во-

де без растворенного кислорода (кривая 1) и 
после ее насыщения кислородом при давле-
нии 760 Торр (кривая 2). Врезка показывает 
степень гашения ФЛ после насыщения сус-
пензии кислородом. 

Список литературы: 
1. Moser J.G. Photodinamic Tumor 
Therapy: 2nd and 3rd Generation. Harwood 
Academic Publ., Amsterdam (1998). 
2. Kovalev D., Gross E., Künzner N., Koch 
F., Timoshenko V.Yu., Fujii M. Phys. Rev. Lett. 
89, 137401 (2002). 
3. Тимошенко В.Ю., Кудрявцев A.A., 
Осминкина Л.А., Воронцов A.С., Рябчиков 
Ю.В., Белогорохов И.А., Ковалев Д., Кашка-
ров П.К. Письма ЖЭТФ 83, 492 (2006).
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СКАНИРУЮЩАЯ РЕЗИСТИВНАЯ МИКРОСКОПИЯ 
Г.Б. Мешков, Е.А. Образцова, И.В. Яминский
Физический факультет МГУ им. М.В.Ломоносова 

meshkov@polly.phys.msu.ru

Исследование структуры биополимеров, 
таких как белковые молекулы, РНК и ДНК, 
является одной из основных задач молеку-
лярной биологии и представляет интерес для 
различных прикладных задач. Иногда зондо-
вая микроскопия является единственным ме-
тодом изучения структуры объектов не раз-
рушающим или модифицирующим иссле-
дуемый материал, например измерения на 
нанометровых масштабах при размерах час-
тиц, не регистрируемых другими методами, к 
примеру, светорассеянием. 

Изучение проводящих свойств белковых 
молекул и молекул ДНК открывает возмож-
ность их использования в качестве чувстви-
тельных элементов для различных сенсоров и 
датчиков. В связи с этим перспективным 
также является изучение люминесцентных 
свойств, а также изменение проводимости 
отдельных молекул биополимеров под дей-
ствием внешнего излучения. 

Для ДНК и РНК актуальной является за-
дача быстрого секвенирования, наличие свя-
зи проводящих свойств со структурой моле-
кулы позволила бы определять её код с по-
мощью туннельной или резистивной микро-
скопии. 

Все методы сканирующей зондовой мик-
роскопии исследуют свойства объектов, на-
ходящихся на поверхности, поэтому важной 
частью образца является подложка, в некото-
рых случаях правильный выбор подложки 
оказывает решающее влияние на результат 
эксперимента. В частности, для исследования 
свойств отдельных молекул требуется атом-
но-гладкая подложка, а для измерения про-
водящих свойств она должна быть к тому же 
и равномерно проводящей, то есть собствен-
ные изменения проводимости по поверхно-
сти должны быть много меньше значений, 
соответствующих нанесенным образцам. 

Основной подложкой для туннельной 
микроскопии и различных методик, изучаю-
щих проводящие свойства объектов, является 
графит. Он обладает рядом преимуществ: он 
является достаточно дешевым – на одном 
образце можно провести до нескольких сот 
измерений, на нем легко получить участки 
поверхности атомной гладкости размерами 
до 10х10 мкм2. 

Однако при использовании графита 
встречается ряд трудностей: гидрофобность 
поверхности мешает равномерному нанесе-
нию биополимеров, обычно адсорбируемых 
из водного раствора, присутствие собствен-
ного контраста проводимости, иногда пере-
крывающего вклад от нанесенных объектов.  

Обычно нанесенные биополимеры обла-
дают низкой проводимостью по сравнению с 
графитом, что требует приложения высоких 
напряжений для регистрации тока. При таких 
напряжениях может происходить модифика-
ция чистой поверхности графита рядом с на-
несенными объектами, а иногда протекающе-
го при таких условиях тока достаточно даже 
для разрушения зонда. 

Ниже на рис. 1 приведено распределение 
проводимости в пленке RC-белка, нанесенно-
го на поверхность графита. Огромная разни-
ца между проводящими свойствами белка и 
графита мешает детальному изучению осо-
бенностей проводимости белка. 

Рис. 1. Изображение поверхности пленки 
RC-белка, нанесенного на свежий скол по-
верхности графита. Приведено распределе-
ние тока, протекающего через пленку. Рав-
номерно светлые области соответствуют по-
верхности графита, ток в этих местах превы-
шал значения в 1 нА. 

В докладе представлены различные осо-
бенности проводимости поверхности графи-
та. Рассмотрен вопрос использования графи-
та в качестве подложки для измерения про-
водящих свойств биополимеров, обсуждают-
ся возможности графита как подложки для 
нанесения биополимеров из водных раство-
ров. Приводятся экспериментальные данные 
о проводящих свойствах поверхностей раз-
личных полимерных, биополимерных и не-
органических материалов. 
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ЛОКАЛИЗОВАННЫЕ СОСТОЯНИЯ И ЭФФЕКТЫ ЛОКАЛИЗАЦИИ 
ЭЛЕКТРОМАГНИТНОГО ПОЛЯ В СКАНИРУЮЩЕЙ ЗОНДОВОЙ 

МИКРОСКОПИИ 
В.И. Панов, А.А. Ежов

Физический факультет МГУ им. М.В. Ломоносова 
panov@spmlab.phys.msu.ru

В последние годы основное направление 
работ в сканирующей зондовой микроскопии 
перенесено в область изучения фундамен-
тальных процессов в молекулярных объек-
тах, наноструктурах и системах пониженной 
размерности, которые определяют локальный 
отклик системы на внешнее воздействие. 
Особое внимание в этих исследованиях уде-
ляется учету влияния локализованных со-
стояний и эффектов локализации электро-
магнитного поля на анализируемые парамет-
ры изучаемых наносистем. Вызвано это не-
сколькими причинами. В теории интенсивно 
развиваются методы, которые дают возмож-
ность адекватно описывать локальные про-
цессы, происходящие в рассматриваемых 
системах при наличии внешнего (в том числе 
сильного) воздействия. В эксперименте это 
вызвано дальнейшим развитием различных 
локальных методов диагностики поверхности 
и наноструктур таких, как сканирующая зон-
довая микроскопия (СЗМ), включающая ска-
нирующую туннельную (СТМ), атомную си-
ловую (АСМ), магнитную силовую (МСМ) 
микроскопии, оптическую линейную и нели-
нейную микроскопию ближнего поля 
(СОМБП) и др., что позволило осуществлять 
локальные исследования объектов с про-
странственным разрешением вплоть до атом-
ного. С другой стороны, уменьшение разме-
ров или размерности изучаемых структур, а 
также проявление в них новых эффектов тре-
бует изучения процессов, которые часто не 
укладываются в рамки известных представ-
лений о фундаментальных физических свой-
ствах наносистем и локального отклика сре-
ды на внешнее воздействие. К такого рода 
процессам можно отнести, например: тунне-
лирование в наноструктурах с локализован-
ными состояниями при наличии сильных 
корреляционных эффектов, изменение ло-
кальной плотности состояний многоуровне-
вых центров и молекулярных систем на по-
верхности твердого тела, а также проявление 
особенностей локального отклика наноси-
стем при воздействии внешнего электромаг-
нитного поля и др. На решение этих проблем 
направлены современные усилия ведущих 
научных коллективов, которые специализи-

руются в области физики наносистем. Вместе 
с тем к настоящему времени многие из этих 
задач недостаточно изучены как из-за труд-
ностей применения существующих методик 
экспериментальных исследований, так и в 
силу недостаточно развитого теоретического 
описания наблюдаемых эффектов и процес-
сов. 

В настоящем сообщении рассматриваются 
влияние локализованных состояний и их 
взаимодействие на СТМ изображения и спек-
тры туннельной проводимости поверхност-
ных наносистем и молекулярных структур (в 
сканирующей туннельной микроскопии), а 
также влияние локализации электромагнит-
ного поля на формирование изображения на-
ностуктур с различным типом симметрии в 
ближней оптической зоне (для сканирующей 
оптической микроскопии и поляриметрии 
ближнего поля). В СТМ особую роль играют 
резонансные эффекты и изменение энергии 
уровней локализованных состояний при из-
менении приложенного потенциала. Такие 
изменения могут приводить к искажениям 
СТМ изображений и локальной плотности 
состояний по сравнению с параметрами не-
возмущенной туннельным током системы 
(например, молекулярных систем и биологи-
ческих объектов). 

Кроме этого, рассматриваются примеры 
локализации электромагнитного поля опти-
ческой частоты, возникающие при взаимо-
действии оптического излучения с нанообъ-
ектами. С одной стороны, подобная локали-
зация дает возможность исследовать взаимо-
действие образца с оптическим излучением 
на масштабах, значительно меньших, чем 
длина волны света, что представляется весь-
ма важным при изучении, в частности, био-
логических объектов. С другой стороны, де-
тальное изучение особенностей локальных 
характеристик электромагнитного поля оп-
тической частоты вблизи микро- и нанообъ-
ектов позволит создавать новые материалы с 
оптическими свойствами, отличающимися от 
свойств традиционных оптических материа-
лов. Это открывает новые возможности при 
изучении молекулярных и биологических 
систем и объектов. 
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СКАНИРУЮЩАЯ ТУННЕЛЬНАЯ МИКРОСКОПИЯ 
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sinitsyna@gmail.com

Сканирующий туннельный микроскоп 
(СТМ) был изобретён в 1981 году Гердом 
Биннигом и Генрихом Рорером, сотрудника-
ми швейцарского отделения фирмы IBM. С 
помощью нового микроскопа учёными было 
продемонстрировано атомное разрешение на 
поверхности золота и кремния. Многочис-
ленные изображения частично разупорядо-
ченных областей подтверждали локальность 
метода [1]. В 1986 году изобретателям СТМ 
была присуждена Нобелевская премия по 
физике. 

На сегодняшний день СТМ наряду с дру-
гими зондовыми микроскопами является 
мощным  инструментом исследования физи-
ки и химии поверхности, а также различных 
микро- и нанометровых объектов, которые 
могут быть размещены на проводящей под-
ложке. 

В настоящем докладе освещены принци-
пы работы, конструкционные особенности и 
режимы сканирования СТМ. Значительная 
часть доклада посвящена вопросам интер-
претации СТМ-изображений. 

В основе работы СТМ лежит явление ва-
куумного туннелирования электронов между 
кончиком иглы и образцом. При приближе-
нии острия к поверхности туннельный ток 
экспоненциально возрастает: уменьшение 
вакуумного зазора на 1 Å приводит к увели-
чению тока в несколько раз. 

При сканировании значение туннельного 
тока поддерживается постоянным с помощью 
системы обратной связи, для этого игла пе-
ремещается по вертикали, сохраняя величину 
вакуумного зазора. Перемещения зонда по 
вертикали в каждой точке поверхности запи-
сываются в двухмерную матрицу. Так созда-
ётся СТМ-изображение топографии образца. 

Уже в первые годы после изобретения 
СТМ было отмечено, что в ряде случаев дан-
ные СТМ не согласуются с результатами, 
полученными другими методами. Например, 
на СТМ-изображении поверхности графита 
виден только каждый второй атом углеро-
да [2]. Наблюдаемые расхождения связаны с 
тем, что туннельный ток зависит от локаль-
ной плотности состояний, которая может 
варьироваться вдоль изучаемой поверхности. 
С одной стороны, такая зависимость приво-
дит к затруднениям в интерпретации СТМ-

изображений. С другой стороны, появляется 
новая возможность исследования электрон-
ных свойств образца. Например, на поверх-
ности графита с помощью СТМ могут на-
блюдаться муары, возникающие при разори-
ентации графитовых слоёв, различные дис-
локационные структуры, лежащие в базисной 
плоскости. 

На процесс туннелирования влияют и дру-
гие факторы: особенности строения острия, 
наличие адсорбата на поверхности иглы и 
образца, механическое воздействие зонда на 
поверхность. 

Дополнительная информация об изучае-
мом объекте может быть получена при сня-
тии зависимостей тока от расстояния и 
вольтамперных характеристик (туннельных 
спектров) в различных точках образца. 

Для неоднородных образцов по зависимо-
стям тока от расстояний рассчитывают рабо-
ту выхода на разных участках поверхности. 
Исследование локальных туннельных спек-
тров позволяет  определить положение краёв 
зоны проводимости и валентной зоны, при-
месные состояния внутри запрещённой зоны 
полупроводников [3]. 

СТМ зарекомендовал себя не только как 
инструмент для визуализации поверхности и 
исследования её электронных свойств. С по-
мощью СТМ возможна модификация по-
верхности, в том числе манипулирование от-
дельными атомами [4]. При подаче больших 
напряжений возможно протекание процессов 
локального окисления образца, разрушения 
связей между атомами на поверхности, а 
также миграция атомов с острия иглы. Эти 
процессы лежат в основе СТМ-литографии. 

После обсуждения принципов работы 
СТМ и основных возможностей данного ме-
тода, в конце доклада рассматривается во-
прос о применении СТМ в бионаноскопии. 

Список литературы: 
1. Бинниг Г., Рорер Г., Успехи физиче-
ских наук, 154, 261-278 (1988). 
2. Синицына О.В., Яминский И.В., Ус-
пехи химии, 75, 27 - 35 (2006). 
3. Миронов В.Л., Основы сканирующей 
зондовой микроскопии, Москва, Техносфера, 
2004. 
4. Неволин В.К., Зондовые технологии в 
наноэлектронике, Москва, Техносфера 
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Доклад посвящен функциям обработки 
изображений, реализованным в программе 
ФемтоСкан Онлайн. 

Первая версия программного обеспечения 
ФемтоСкан Онлайн увидела свет в 1999 году. 
С тех пор произошло множество изменений в 
структуре программы, ее интерфейсе, реали-
зованы новые функции и алгоритмы. 

В докладе описываются последние ново-
введения в программе, многие из которых 
появились буквально в последние дни, и не 
известны пользователям программного обес-
печения. В частности, это функции опреде-
ления шероховатости поверхности, функции 
анализа силовых кривых. 

Рис. 1. Определение шероховатости по-
верхности. Поверхность с набором сечений и 
угловая диаграмма количества пересечений 
со средней линией. 

Определение параметров шероховатости 
поверхности – один из основных методов 
характеризации поверхности в материалове-
дении. Проблема состоит в том, что стандар-
ты, определяющие методологию вычисления 
этих параметров, разрабатывались многие 
годы, даже десятилетия назад, и значительно 
устарели. Зондовая микроскопия предостав-
ляет гораздо больше информации, чем могут 
«переварить» старые ГОСТы. Нами была 
произведена адаптация методов определения 
шероховатости различных поверхностей, в 
частности, пластинчатых перлитов. 

Были проанализированы балльные этало-
ны ГОСТа 8233, и на его базе сформированы 
таблицы соответствия баллов и основных 
параметров шероховатости, определяемых 
программой ФемтоСкан. Разработанная ме-
тодика позволяет с высокой достоверностью 
в автоматическом режиме определять балль-
ные характеристики поверхности. 

Рис. 2. Обработка силовых кривых. Вы-
равнивание областей контакта. 

Для обработки массивов силовых кривых 
реализован новый метод открытия файлов – 
со слиянием. При использовании этого мето-
да, кривые из разных файлов объединяются в 
одном изображении, что позволяет удобно 
отсортировать их, выровнять положение нуля 
и области наклона (рис. 2), и провести даль-
нейший анализ – выделение участков отрыва 
кантилевера (событий), построение гисто-
граммы распределения частоты событий, по-
иск параметров персистентной модели. 

Так же в докладе идет речь о других но-
вых (и неизвестных старых) возможностях 
программы – точная настройка цветовой па-
литры, выделение сложных областей обра-
ботки, использование различных режимов 
выделения для выравнивания поверхности, 
использование арифметических операций для 
удаления неровностей фона сложных изо-
бражений. 

Непрерывное совершенствование прибор-
ной базы влечет за собой адекватные измене-
ния в программном обеспечении. В совре-
менных реалиях чтобы быть впереди, нужно 
предвосхищать события, чтобы к моменту 
появления новых элементов незамедлительно 
начать их использовать в полной мере. Про-
граммное обеспечение ФемтоСкан Онлайн 
целиком удовлетворяет этой парадигме. 
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Хотя сканирующей зондовой микроско-
пии уже исполнилось 26 лет, она продолжает 
успешно и быстро развиваться. Современная 
зондовая микроскопия включает в себя мно-
гообразие методов, и практически все эти 
методы с большой эффективностью исполь-
зуются в биологических исследованиях. 

В последнее время наблюдаются две тен-
денции в приборостроении – увеличение ско-
рости сканирования и получение кадров вы-
сокого разрешения. И первое, и второе весь-
ма важно для наблюдения процессов в био-
логических системах. Снятие десятков кад-
ров в секунду вполне подходит для записи 
видеофильмов, а объем одного изображения 
в сотню МБ позволяет получить детальную 
информацию об объекте. В реальных экспе-
риментах приходится достигать компромисса 
между скоростью и разрешением: чем боль-
ше скорость, тем меньше разрешение и на-
оборот. В целом потоки информации в зон-
довой микроскопии возросли в десятки раз за 
последнее десятилетие. 

В связи с увеличением объема информа-
ции возросла роль программного обеспече-
ния и в особенности интеллектуальных мето-
дов анализа изображений. Так, благодаря 
применению новых методов анализа импульс 
развития получили силовое картирование 
поверхности и силовая спектроскопия био-
макромолекул. 

Техника зондовой микроскопии успешно 
применяется для разработки и создания вы-
сокочувствительных и избирательных сен-
сорных методов. Например, с помощью мик-
рокантилеверов достигнут абсолютный ре-
корд по измерению массы в вакууме на уров-
не 10-23 г и в жидкости – 10-18 г. [1]. Исполь-
зование массивов микрокантилеверов откры-
вает новые возможности в создании биохи-
мических анализаторов, которые по чувстви-
тельности и избирательности близки к обо-
нянию и вкусу человека и животных. 

Сканирующая резистивная микроскопия 
дает информацию как о профиле поверхно-
сти, так и об электрическом сопротивлении 
поверхности. Наиболее интересные достиже-
ния в резистивной микроскопии, по всей ве-
роятности, будут достигнуты при исследова-
ниях в жидкостях, но на этом пути имеются 

проблемы, которые требуют технического 
решения. В частности, отсутствуют коммер-
ческие кантилеверы для резистивной микро-
скопии в жидкости. 

 
Рис. 1. Изображение бактериальной клет-

ки Helicobacter pillory. 
Приведен обзор результатов, достигнутых 

в области визуализации биологических объ-
ектов. Особое внимание уделено наблюде-
нию бактериальных клеток различных таксо-
номических групп. 

Современная бионаноскопия развивается 
в направлении всестороннего совмещения 
методов сканирующей зондовой микроско-
пии с различными видами оптической мик-
роскопии, в том числе флуоресцентной мик-
роскопии, лазерной конфокальной микроско-
пии и рамановской спектроскопии. Приведен 
обзор ведущих производителей, активно ра-
ботающих в этой области. Представлены ос-
новные тенденции и направления новейших 
разработок в области биологической скани-
рующей зондовой микроскопии. 

Подробно изложены достижения в разви-
тии коммуникационных средств зондовой 
микроскопии по управлению приборами че-
рез Интернет, организации открытых центров 
коллективного пользования наноскопии и 
проведению Интернет-практикумов скани-
рующей зондовой микроскопии для студен-
тов высших учебных. 

Список литературы: 
1. Burg T. P., Godin M., Knudsen S. M., et 
al., Nature, 446, 1066 (2007).
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ФГУП “НИИ Прикладной Акустики”, г. Дубна 
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Атомно-силовая микроскопия (АСМ) − 
инструмент, позволяющий с высокой точно-
стью определять размеры наночастиц, нане-
сённых на подложку. При работе в контакт-
ном режиме АСМ наночастицы испытывают 
воздействие со стороны зонда в боковом на-
правлении, что может привести к их дефор-
мации или даже смещению. Поэтому при ис-
следовании биологических объектов и час-
тиц, слабозакреплённых на подложке, пред-
почтительно использовать полуконтактный 
режим АСМ. При определении размеров на-
нообъектов в АСМ используют значение 
отображаемой высоты, так как отображае-
мый латеральный размер завышен. 

В полуконтактном АСМ движение зонда 
имеет колебательный характер, что сильно 
усложняет интерпретацию результатов изме-
рений, так как настройка приборных пара-
метров (начальная амплитуда раскачки, ра-
бочая амплитуда (SetPoint), частота раскачки) 
существенно влияет на динамику зонда. По-
мимо этого, важным фактором в определении 
размеров наночастиц является степень гид-
рофобизции (или гидрофилизации) поверх-
ности подложки и исследуемого нанообъек-
та, поскольку это влияет на величину капил-
лярной силы между зондом и плёнкой жид-
кости, всегда присутствующей при исследо-
вании в воздушной среде. 

В данной работе нами экспериментально 
показано, что взаимодействие зонда с по-
верхностью разное в зависимости от того, 
находится зонд над подложкой или над нано-
частицей. Это приводит к искажению ото-
бражаемой высоты нанообъекта. В качестве 
объектов для исследования были выбраны 
коллоидные квантовые точки (КТ), которые 
наносились на подложки из слюды и графи-
та. Изучаемые КТ представляют собой полу-
проводниковые нанокристаллы (2-7 нм) тел-
лурида кадмия, покрытые гидрофильной обо-
лочкой (меркаптокарбоновая кислота). 

Добавление сильного электролита (NaCl) 
уравнивает взаимодействие зонд – подложка 
и зонд – КТ, что позволяет избежать заниже-
ния высоты КТ. Это обусловлено экраниро-
ванием сильным электролитом поверхности 

образца и уменьшением силы взаимодейст-
вия в целом (между образцом и зондом). 

В результате, нанесение КТ в солевом 
растворе на слюду приводит к увеличению 
отображаемой высоты наночастиц на 2-3 нм 
относительно высоты изображения КТ, вы-
саженных из раствора без соли. Получаемое 
значение высоты существенно ближе к ис-
тинным размерам КТ. 

0

1

2
3

4

5

6

7
8

9

10

50 100 150 200 250

нм

нм

профиль изображения КТ без соли
профиль изображения КТ с солью

Рис. 1. Изображения КТ. 
В то же время на графите наночастицы за-

крепляются недостаточно прочно, что не по-
зволяет проводить точные измерения разме-
ров КТ. 

Таким образом, нами показано, что взаи-
модействия зонда с поверхностью могут су-
щественно повлиять на отображаемую в 
АСМ высоту коллоидных КТ. Пробподго-
товкой образца можно уменьшить влияние 
капиллярных или адгезионных сил и, таким 
образом, более точно определить размер КТ. 

Список литературы: 
1. Liwei C., Chin L. C., Nanoletters, 4(9), 
1725-1731 (2004). 
2. Ebenstein Y., Banin U., Nanoletters, 
2(9), 945-950 (2002). 
3. Garcia R., San Paulo A., Phys. Rev. B, 
61(20), 13381-13384 (1999).
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ЗАКОНОМЕРНОСТИ РОСТА КРИСТАЛЛОВ ПОВАРЕННОЙ СОЛИ 
НА ПОВЕРХНОСТИ СЛЮДЫ 

Д.В.Багров, И.В. Яминский
Физический факультет МГУ им. М.В. Ломоносова 

bagrov@polly.phys.msu.ru

Поваренная соль является важным компо-
нентом многих биологических жидкостей. 
Данная работа посвящена изучению роста 
кристаллов поваренной соли на поверхности 
слюды методами атомно-силовой микроско-
пии (АСМ) и сканирующей электронной 
микроскопии (СЭМ). Были исследованы два 
способа нанесения: непосредственно из кап-
ли раствора при испарении воды и из раство-
ра, переведенного в состояние высокодис-
персного аэрозоля. При втором способе на-
несения в поток аэрозоля с диаметром капель 
менее 2 мкм вносилась пластина свежесколо-
той слюды [1]. Высушивание образца осуще-
ствлялось на воздухе без нагрева. 

Было показано, что на поверхности могут 
формироваться крупные кристаллы сложной 
формы, а также упорядоченные серии линий, 
пересекающихся под различными углами: 

Рис. 1. Упорядоченны

25º, 60º и 90º (рис. 1-2). 

е структуры, форми-
ру

-
цо

в 
стр

мальна. 

иеся при нанесении соли из капли 
рас

, 

ющиеся при нанесении соли из аэрозоля. 
Было показано, что при нанесении образ
в из аэрозоля формирование линий проис-

ходит на большей площади (до 0,75 площади 
образца), чем при нанесении непосредствен-
но из капли раствора (~ 0,3 площади образ-
ца). Обнаружено, что локальная упорядочен-
ность сохраняется на масштабах 10-50 мкм. 

Была исследована зависимость типо
уктур, возникающих на поверхности, от 

времени нанесения аэрозоля, полученного из 

0,75М раствора. При малых временах нане-
сения (1 с) соль кристаллизуется в виде от-
дельных кристаллов размером ~10 мкм, на-
поминающих по форме снежинки (рис. 3). 
Обнаружено, что при некотором времени на-
несения (~6 c) доля площади образца, зани-
маемая упорядоченными линиями, макси-

Рис. 2. Упорядоченные структуры, фор-
мирующ

твора. 

Рис. 3. Микрокристалл соли. 

Список литературы: 
1. Lomonosov A.M., Meshkov G.B., 
Yaminsky I.V., AFM study of NaCl nanocrys-
tals deposited from highly-disperse aerosol Pro-
ceedings of International Workshop "Scanning 
Probe Microscopy – 2004", Nizhny Novgorod
May 2-6, 187-188 (2004)
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ФУНКЦИОНАЛИЗАЦИЯ ПОВЕРХНОСТИ АЛМАЗА ДЛЯ 
БИОСЕНСОРНЫХ ПРИМЕНЕНИЙ 

О.П. Будник
Институт прикладной оптики НАН Украины 

oksinfo@i.com.ua

Благодаря хорошей биосовместимости, 
алмаз является прекрасным материалом для 
разработки биосенсоров для детектирования 
оптических и электрических сигналов от жи-
вых клеток [1]. С этой целью поверхность 
кристалла функционализируется, приобретая 
способность присоединять и удерживать ор-
ганические молекулы. 

Появление технологий нанесения тонкоп-
леночных алмазов и улучшения легировани-
ем, позволило получать нанокристаллические 
алмазы (НКА) большой площади [2]. По-
следние имеют такие же преимущества, как и 
монокристаллический алмаз – биосовмести-
мость, химическую инертность и хорошие 
электрохимические свойства. 

НКА обычно получают химическим осаж-
дением из газовой фазы смеси CH4/H2 на 
кремниевую подложку [3]. В зависимости от 
технологии синтеза, можно получить образ-
цы с различной ориентацией кристалличе-
ской оси и уровнем легирования. 

Такие характеристики алмаза, как низкий 
обратный ток, наличие электрического по-
тенциального окна при использовании в ка-
честве электрода открывают возможность 
реализации концепции алмаза как активной 
подложки, взаимодействующей с биомолеку-
лами, иммоблизированными на ней [4]. 

После покрытия атомарным водородом 
поверхность алмаза приобретает проводи-
мость p-типа порядка 10-4-10-5 Ом-1 при ком-
натной температуре [5]. Эта поверхностная 
проводимость уникальна для полупроводни-
ков, однако исчезает при удалении водорода 
или оксидации поверхности. Выяснение ус-
ловий возникновения слоя дырочной прово-
димости показало, что акцепторы поступают 
от молекул, поглощенных из атмосферы [6]. 

С помощью фотолитографии можно раз-
делить поверхность алмаза на области с раз-
ной проводимостью, а полученную геомет-
рию проконтролировать с помощью атомно-
силовой и кельвиновской силовой микроско-
пии. Вторая техника позволяет получить кар-
тину распределения поверхностных потен-
циалов. 

Биофункциализация поверхности алмаза 
проводиться фотохимическим способом, со- 

гласно разработанным процедурам [7]. При-
мером может служить процесс присоедине-
ния ненасыщенного амина, защищенного 
трифторацетамидом (ТФА) [8]. Он включает 
несколько этапов: фотохимическое присое-
динение группы ТФА-амин к поверхности 
алмаза, отрыв защитной группы с помощью 
гидроксида тетраметиламмония с последую-
щим прикреплением карбоксильной группы. 
Последняя выступает в качестве интерфейса 
для образования связи с энзимами и протеи-
нами. Качество функционалазицации кон-
тролируется рентгеноструктурным анализом 
и спектроскопией комбинационного рассея-
ния. Техника циклической вольтаметрии по-
зволяет построить вольт-амперные характе-
ристики систем на их основе. 

Одной из перспективных областей приме-
нения фунционализированного алмаза явля-
ется нейрология. Так, имеется сообщение [9] 
о положительном опыте селективного по-
верхностного выращивания биологических 
клеток на алмазе с помощью микроконтакт-
ной печати ламинина. 

Уникальные особенности алмаза откры-
вают широкое поле применения его в меди-
цине как в качестве детектора, так и устрой-
ства сопряжения традиционной кремниевой 
электроники и биологических систем. 

Список литературы: 
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НОВЫЕ МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ МОРФОЛОГИИ НАНОСЛОЕВ 
ДЛЯ ПОВЫШЕНИЯ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ ДНК-БИОСЕНСОРОВ 

Д.З. Галимуллин, М.Э. Сибгатуллин, О.А. Коновалова, М.Х. Салахов 
Казанский государственный университет им. В.И.Ульянова-Ленина

galimullin_d.z@mail.ru

Одним из перспективных направлений в 
развитии нанотехнологий является создание 
наносенсоров для диагностики наследствен-
ных и инфекционных заболеваний человека, 
животных и растений, определения и мони-
торинга широкого круга продуктов в окру-
жающей среде, контроля чистоты и качества 
фармацевтических препаратов, пищевых 
продуктов, установления соответствия в су-
дебной практике. Наносенсоры [1] относятся 
к аналитическим устройствам нового поко-
ления, которые характеризуются высокой 
избирательностью, чувствительностью и экс-
прессивностью. 

Важной задачей является количественный 
анализ физических и морфологических 
свойств ДНК-содержащей пленки. Это по-
зволяет контролировать качество структуры 
формирующихся на мембране нанослоев, 
строить важные диагностические признаки. 
Свойства пленки (толщина, тип, морфология 
поверхности, природа вещества, упругие ха-
рактеристики) вносят вклад в эффективную 
толщину кристалла и тем самым приводят к 
сдвигу резонансной частоты кварцевого ре-
зонатора. Даже в том случае, когда в биосен-
соре воплощается реальная стандартная ме-
тодика, предполагающая взаимодействие в 
гомогенных условиях, строгая специфич-
ность связывания на поверхности пьезоквар-
цевого резонатора отнюдь не гарантирована. 
Эти причины могут приводить к неоднород-
ному распределению специфически связан-
ных нуклеиновых кислот и антител в поверх-
ностном слое датчика, что приводит к возбу-
ждению в пьезокварцевой пластине набора 
дополнительных резонансных мод. Не имея 
методики оценки топографических свойств 
поверхности и ее геометрических характери-
стик, адекватно отражающей реальные про-
цессы формирования поверхностного релье-
фа, невозможно с удовлетворительной досто-
верностью предсказать поведение в процессе 
эксплуатации такого сенсора. 

Необходим подход, позволяющий описать 
структуру нанослоев, что дает возможность 
оценки однородности распределения нуклеи-
новых кислот, исследования свойств обра-
зующихся кластеров. 

В данной работе предложено использо-
вать теорию фракталов [2] для разработки 
новых подходов в оценке шероховатости и 
морфологии наноструктур, образованных 
иммобилизованными на полилизиновом на-
нослое молекулами ДНК, способными спе-
цифически взаимодействовать с соответст-
вующими антителами. В качестве оценочно-
го количественного параметра была исполь-
зована размерность Хаусдорфа-Безиковича и 
другие размерности [3, 4]. Существование 
фрактальных областей для разных сечений 
обработанных поверхностей подтверждает 
возможность кластерного механизма форми-
рования поверхности. Шероховатость по-
верхности и поверхностный рельеф можно 
рассматривать как единую фрактальную 
структуру, что позволяет провести классифи-
кацию различных нанослоев, образующих 
ДНК-биосенсор. 

Данная работа поддержана грантом "Фун-
даментальные исследования и высшее обра-
зование" ("Basic Research and Higher 
Education (BRHE), REC-007")  выполнена на 
оборудовании Федерального центра коллек-
тивного пользования “Физико-химические 
исследования веществ и материалов”. 
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АНАЛИЗ ПОРОВОГО СОСТАВА ГРАНУЛ ИОНООБМЕННИКА 
МЕТОДОМ СКАНИРУЮЩЕЙ ЗОНДОВОЙ МИКРОСКОПИИ 
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Воронежский государственный университет 

uzhnaya_sanosil@mail.ru

Ионообменники – это пористые материа-
лы, причем соотношение макро-, мезо- и 
микропор в каждом ионообменном материа-
ле разное. Использование ионитов в химиче-
ском и микробиологическом производстве 
зачастую сводится к сорбции биологически 
активных веществ на них. При подборе ио-
нообменника для данного типа производства 
следует учитывать его физико-химические 
свойства и, что не мало важно, количествен-
ное соотношение всех типов пор. 

В исследованиях применяли сканирую-
щий силовой микроскоп, реализованный на 
установке ФемтоСкан-001. 

Для получения пространственного изо-
бражения поверхности ионообменников, ис-
следуемые гранулы закрепляли в держателе, 
установленном на предметном столике при-
бора, что позволило избежать дрейфа образца 
во время сканирования. Эксперименты про-
водили на воздухе при температуре 25°С±1°. 
Сканирование осуществляли зондом фирмы 
MikroMasch модели CSC-12 длиной 300±5 
µm, жесткостью 0.05 Н/м. Зонд подводили в 
крайнюю верхнюю точку гранул ионообмен-
ников. Размер площадки сканирования 
3000×3000 нм. 

Обработку изображений проводили с по-
мощью базовой компьютерной программы 
микроскопа ФемтоСкан-001. 

 
Рис. 1. Анионообменник АН-31 в основ-

ной форме. 
С учетом выбранных условий радиусом 

кривизны гранулы можно пренебречь. 

Как видно из рис. 1 и 2 ионообменник 
имеет неоднородную структуру. Он содер-
жит мезо- и макропоры. Красным цветом на 
рисунках выделены глобулы, агрегаты на по-
верхности гранулы. Они могут быть образо-
ваны минимальными элементами структуры 
сетки полимера или сорбированными моле-
кулами. 

Для анионообменника АН-31 при перехо-
де от ОН-формы к аминокислотной происхо-
дит уменьшение пор и, следовательно, уве-
личивается количество и размер глобул. Из 
полученных изображений видно, что проис-
ходит перестройка структуры анионообмен-
ника. 

 
Рис. 2. Анионообменник АН-31 в амино-

кислотной форме. 
В основе многих методов исследования 

лежит модель цилиндрических пор. Однако 
реальные системы значительно отличаются 
от идеальных моделей. Для расчета радиусов 
пор нами была создана программа, в основе 
которой  лежат три алгоритма расчета радиу-
са пор произвольной формы: 
алгоритм, основанный на определении поня-
тия радиуса для круга. 
1. алгоритм, основанный на равенстве 
площадей множеств. 
2. алгоритм, основанный на понятиях 
диаметра и компактности множества. 

Для учета всех погрешностей требуются 
дальнейшие исследования и сопоставления 
полученных результатов с результатами ме-
тодов, измеряющих пористый состав образ-
цов, например, порометрии. 
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ТРЕХМЕРНЫЙ ЦВЕТНОЙ ФЛУОРЕСЦЕНТНЫЙ МИКРОСКОП С 
РАЗРЕШЕНИЕМ ЛУЧШЕ 20 НМ ДЛЯ ОБЪЕКТОВ В ТВЕРДЫХ И 

ВЛАЖНЫХ СРЕДАХ 
А.А. Климов, Д.А. Климов
Институт Общей Генетики РАН 

nanoscop@gmail.com

Разработан новый метод микроскопии, 
позволяющий получить трехмерные цветные 
изображения с разрешением 20 нм и 
лучше [1,2,3] на видимом свете. Результат 
достигается за счет использования 
«запертых» красителей (caged dye) [4], 
которые становятся флуоресцирующими 
только после активации, например, после 
облучения ультрафиолетом. Объект, 
биологиче ил наноструктурный, 
прокрашивается «запертыми» красителями и 
облучается короткой вспышкой 
ультрафиолетового света, активирующей 
лишь небольшое число молекул красителя. 
Длительность и интенсивность вспышки 
подбираются так, чтобы количество 
активированных молекул не превышало 1-2 
тысячи, и молекулы были видны разд

ский и 

ельно. 

редакции 
Science. 

Далее, с помощью микроскопа и 
установленной на нем высокочувствительной 
EMCCD-камеры, получается кадр с 
изображением отдельных молекул, 
представляющим собой разбросанные по 
кадру пятна. Диаметр пятен в силу волновых 
свойств света таков, что кажущийся размер 
источника примерно равен длине волны 
света (d~1,22λ/A, A~1,2—1,4) [5]. Однако 
положение центра пятна, соответствующее 
положению флуоресцентной молекулы, 
определяется с точностью намного лучшей, 
чем диаметр пятна, поскольку она растет с 
количеством зарегистрированных фотонов 
[6] (~2 000 штук на молекулу красителя до ее 
обесцвечивания). Когда активированный 
краситель «выгорает» [7], происходит 
активация новой порции «запертых» молекул 
и запись нового кадра. В результате, после 
съемки нескольких тысяч кадров, полученная 
информация позволяет построить 
изображение объекта с разрешением порядка 
20 нм и лучше – пропорционально корню из 
числа кадров. 

Используя две камеры, возможно 
построить трехмерное изображение объекта с 
разрешением по глубине порядка 50 нм и  

лучше. Можно также построить цветное изо-
бражение объекта для раздельного представ-
ления белков, жиров, нуклеиновых кислот 
внутри клеток, зондов к рецепторам на по-
верхности клеток (иммунологические мето-
ды) а также к мембранам (липидам, фосфо-
липидам и т.п.), зондов к ДНК, для получе-
ния подробного изображения вирусов, бакте-
рий, рибосом на полисомальных РНК и дру-
гих изображений. 

Метод запатентован нами в РФ [1], а 
спустя 5 дней он запатентован в США [8]. 
Авторы второго патента опубликовали 
статью [9], вошедшую в 10 важнейших 
достижений 2006 года по рейтингу 
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Приводятся результаты измерения спек-
тров комбинационного рассеяния на 
λ = 441,6 нм и λ = 1060 нм линиях возбужде-
ния релаксорной сегнетокерамики из цирко-
ната, титаната свинца, модифицированного 
лантаном (Pb(1-x)Lax)(Zr0,65Ti0,35)1-x/4O3 c 
молярным содержанием лантана x = 8% при 
её облучении на линейном индукционном 
ускорителе сильноточным импульсным пуч-
ком электронов с энергией Ee = 800 кэВ, то-
ком Ie = 200 А, длительностью τ = 200 нсек. 

Рис. 1. Рамановские спектры в различных 
частях образца. 

Получены трехмерные изображения необ-
лученной и облученной частей образца на 
Raman-активной моде νTO2 = 210 см-1. В об-
лученном образце обнаружены пространст-
венные области с аномально высокой интен-
сивностью A2(ТО2) моды. 
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Рис. 2 Изображение облученной поверх-
ности образца размером 100х100 мкм в рама-
новкой моде 210 см-1. 

Эти области находятся вблизи фигур Лих-
тенберга, которые, очевидно, соответствуют 
искровому пробою, за счет накопленного при 
облучении пространственного заряда (∼ 10-5 
Кулон) внутри сегнетоэлектрика. Их размер 
составляет в плоскости XY около 20 мкм, по 
глубине ∆z ≤ 20 мкм. Рассматриваются воз-
можные механизмы эффекта сильноточного 
импульсного электронного облучения на ре-
лаксор ЦТСЛ 8/65/35. 
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Для получения хороших изображений при 
помощи сканирующего зондового микроско-
па важной задачей является выбор наиболее 
подходящего к условиям сканирования кан-
тилевера. При исследовании таких образцов, 
как биологические объекты это представля-
ется особенно значимым. Чтобы решить про-
блему выбора необходимо знать параметры 
кантилевера. 

Первое, с чем необходимо определиться – 
это выбрать режим сканирования. Для биоло-
гических или других легкоразрушающихся 
образцов часто используют полуконтактный 
режим (tapping). Консоли кантилеверов для 
него имеют меньшую длину от 125 до 225 
мкм и большую толщину от 2 до 7 мкм. Од-
нозначно связаны с геометрическими разме-
рами жёсткость и резонансная частота. Для 
режима tapping они составляют обычно от 40 
до 48 Н/м и 170-525 Кгц соответственно. Для 
контактного режима кантилеверы более 
длинные и мягкие. Их длинна имеет значения 
от 225 до 450 мкм, толщина – от 0,16 для 
кантилеверов из нитрида кремния до 4 мкм, 
жёсткость – от 0,006 (нитрид кремния) до 0,9 
Н/м, резонансная частота – 12-48 Кгц. 

Помимо размеров консоли важными па-
раметрами являются геометрические размеры 
зонда. Они определяют в первую очередь 
разрешение и качество получаемого изобра-
жения. Также их выбор осуществляется ис-
ходя из предполагаемого профиля сканируе-
мой поверхности. По форме зонд может быть 
конусом, симметричной или несимметричной 
пирамидой или произвольной формы. Зонд 
характеризуется следующими геометриче-
скими параметрами: высота иглы, радиус за-
кругления острия иглы, aspect ratio, углы при 
вершине и некоторые другие. Радиус закруг-
ления является мерой остроты зонда. Чем он 
меньше, тем острее зонд и тем выше разре-
шение. Размер отдельных объектов, которые 
может отображать кантилевер, сопоставим с 
радиусом закругления его. Помимо остроты 
зонда имеется такая его характеристика, как 
aspect ratio. Оно выражает отношение длины 
зонда к его диаметру. Эта характеристика 
показывает насколько узкие и глубокие впа-
дины в рельефе кантилевер может правильно 

отображать. С aspect ratio связаны углы при 
вершине зонда. 

Важным момент, который определяет 
свойства кантилевера – это материал, из ко-
торого он сделан. Материал зонда и консоли 
обычно одинаковый, однако бывают и ис-
ключения. Наиболее общим материалом для 
производства кантилеверов служит кремний. 
Из него получаются достаточно острые кан-
тилеверы, которые подходят для сканирова-
ния большинства поверхностей. Другим, чуть 
менее часто используемым, материалом для 
кантилеверов служит нитрид кремния. Он 
более инертен и гидрофобен, чем кремний, 
что может оказаться важным для исследова-
ния биологических объектов в специфиче-
ских средах, например в жидкостях. К тому 
же из него можно получить более тонкие и 
мягкие консоли, т.е. такие кантилеверы про-
изводят меньшее разрушающее воздействие 
на образец. Это тоже может иметь значение 
для легкоразрушаемых биологических объ-
ектов. Однако кантилеверы из нитрида крем-
ния получаются более тупыми и, следова-
тельно, дают худшее разрешение. 

Указанные материалы являются наиболее 
распространёнными, но кантилеверы могут 
изготавливаться и из других материалов. Это 
металлы, полимеры, углеродные нанотрубки, 
а также кантилеверы с нанесёнными на зонд 
дополнительными остриями из вольфрама 
или алмазоподобного углерода. Последние 
являются лидерами в области получаемого 
разрешения. Радиус кривизны таких зондов 
достигает 1 нм! Однако большинство канти-
леверов из нестандартных материалов вы-
пускаются недавно или даже ещё не начали 
выпускаться на коммерческой основе. По-
этому рано говорить об их применимости для 
сканирования различных образцов, в том 
числе и биологических.  

Для некоторых приложений, кантилеверы 
покрывают дополнительными слоями. Это 
могут быть отражающие слои, магнитные 
или проводящие покрытия. Однако для ис-
следования биологических объектов магнит-
ная и электростатическая микроскопия ис-
пользуется редко. 
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ИНТЕРНЕТ РЕСУРСЫ ПО БИОНАНОСКОПИИ 
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В настоящее время наблюдается бум на-
нотехнологий, также большое развитие по-
лучает такое направление науки, как биона-
носкопия. 

Происходит постоянное обновление уже 
имеющихся тематических ресурсов и появ-
ление новых сайтов в сети Интернет, где 
можно найти в свободном доступе много об-
ширной и полной информации по бионанос-
копии. 

Очень интересной представляется воз-
можность просмотреть, не отходя от своего 
компьютера, изображения биологических 
объектов (бактерии, вирусы, ДНК, РНК и 
т.д.), полученных на сканирующих зондовых 
микроскопах. Такие галереи имеются на мно-
гих сайтах:  

http://www.nanoscopy.net/
http://www.nanoscopy.org/
http://www.spm.genebee.msu.su/
http://www.ntmdt.ru/
http://www.nanoscience.com/
http://www.if.pw.edu.pl/
http://www.nanotech-now.com/

Рис. 1. Молекулы ДНК. 

 
Рис. 2. Бактерия Klebsiella. 
Посетив такие галереи, обычный человек 

может увидеть, как выглядят те или иные 
биологические нанообъекты, что представля-
ется невозможным большинству простых 
людей. 

Фактически популярность нанотехноло-
гий сейчас такова, что потребность людей в 

новостях диктует администрации интернет-
ресурсов быстрое и оперативное обновление 
и добавление новостей. Свежие новости нау-
ки очень быстро оказываются доступными 
для всех пользователей Интернет. Существу-
ет множество сайтов, посвящённых новост-
ной тематике нанотехнологий и бионаноско-
пии. Вот лишь некоторые из них: 

http://www.microbot.ru/
http://www.nanonewsnet.ru/
http://www.nanonewsnet.com/
http://www.nanogallery.info/
http://physicsweb.org/

Рис. 3. Вид популярного новостного сай-
та. 

Также на этих сайтах пользователи Ин-
тернет могут найти интересные статьи по 
бионаноскопии, версии публикаций в ува-
жаемых научных журналах, а также большое 
количество учебно-познавательного и науч-
но-методического материала по нанотехно-
логиям. 

Всё более и более популярной становится 
возможность общения людей, интересую-
щихся бионаноскопией и наукой вообще, на 
специализированных форумах. Здесь ведётся 
обсуждение насущных проблем, интересую-
щих абсолютно разных людей: на форумах 
можно увидеть и докторов наук и простых 
зевак. 

Развитие науки сейчас идёт с огромной 
скоростью, и успеть за ней могут только те 
люди, которые черпают информацию не в 
одном определённом месте, а используют 
много источников. Бесспорно, в сети Интер-
нет можно найти полную информацию прак-
тически по любому вопросу бионаноскопии.
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Olga.Konovalova@ksul.ru

Последнее десятилетие характеризуется 
интенсивным развитием сенсорных нанотех-
нологий. Они ориентированы на создание 
аналитических устройств, позволяющих по-
лучать информацию о свойствах различных 
сред (объектов) в форме электрического сиг-
нала. Наибольшее развитие и практическое 
применение получили аналитические устрой-
ства − биосенсеры, использующие в качестве 
селектирующего элемента биомакромолеку-
лы. Принципиальным моментом в создании 
любого биосенсора является иммобилизация 
биологически активных слоев (нуклеиновые 
кислоты, антигены и т.д.) на его поверхности. 
При конструировании пьезоэлектрического 
биосенсора вопросы иммобилизации приоб-
ретают важнейшее значение, так как опреде-
ление искомого объекта происходит за счет 
присоединения его к поверхности электрода. 
Для иммобилизации любого биологического 
реагента (в частности, ДНК) необходимо 
предварительное формирование слоев-
предшественников (биологических струк-
тур), задача которых связать селективный 
слой с электродом. Для исследования про-
цессов сорбции этих слоев-
предшественников в настоящее время ис-
пользуются множество нано- и биотехноло-
гий, в том числе, методы атомно-силовой 
микроскопии. 

Целью работы являлось изучение и анализ 
биочувствительных пленок с помощью атом-
но-силовой микроскопии в процессе изготов-
ления ДНК-наносенсора. 

С использованием метода послойной ад-
сорбции нами создается новый класс молеку-
лярных пленочных систем, в состав которых 
входят поочередно расположенные слои по-
ликатиона и нуклеиновой кислоты. Пленка 
формируется на поверхности золотого элек-
трода пьезокварцевого резонатора. 

Иммобилизация нуклеиновой кислоты в 
пленке достигается за счет электростатиче-
ского взаимодействия ее с поликатионом. 
Этим разрабатываемые сенсоры принципи-
ально отличаются от существующих в на-
стоящее время, в которых иммобилизация  

происходит в результате образования кова-
лентной сшивки между нуклеиновой кисло-
той и поверхностью трансдьюсера за счет 
образования связи металл-сера-нуклеотид. 
Ковалентная связь, как известно, существен-
но нарушает как структуру ДНК в области 
сшивки, так и структуру поверхности под-
ложки. Визуализацию проводили на воздухе 
при комнатной температуре на АСМ Solver 
Pro (Москва, ЗАО «НТ-МДТ»), сканер 3 мкм. 
Использованы кремниевые кантилеверы 
NSG11 (ЗАО «НТ-МДТ»), типичный радиус 
кривизны острия которых был менее 10 нм. 
Сканирование проводили полуконтактным 
методом в трех режимах: при постоянной 
амплитуде (топография), в режиме фазового 
контраста и сигнала рассогласования с раз-
решением 1024×1024 точек. 

В качестве рецепторного чувствительного 
слоя биосенсора использовался поликатион 
полилизин, на который иммобилизовался 
слой ДНК. В качестве подложек использова-
лись атомарно-ровные поверхности слюды 
(отрицательно заряженная, гидрофильная 
поверхность) и пирографита (нейтральная, 
гидрофобная поверхность), а также непо-
средственно поверхность золота, напыленно-
го на полированный кварцевый резонатор, 
который применяется в наногравиметриче-
ском анализе в качестве физического транс-
дьюсера. 

При анализе АСМ-изображений и фено-
менологических параметров наблюдалась 
зависимость наноструктуры слоя полилизина 
от молекулярной массы (MW= 4000; 
20000÷30000; 412410), рН раствора 11.6 и 
7.4, адсорбционных поверхностей. Особое 
внимание уделяется послойному АСМ-
анализу рецепторной пленки на золотой по-
верхности, обсуждаются пути оптимизации 
ее для дальнейшего использования сенсора 
при диагностике антител к ДНК в сыворотке 
крови больных аутоиммунными заболева-
ниями. 

Данная работа выполнена на оборудова-
нии Федерального Центра коллективного 
пользования “Физико-химические исследо-
вания веществ и материалов”, г. Казань. 
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С ПОМОЩЬЮ АСМ 
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1ФГУП ГНЦ РФ ИТЭФ Росатом, г. Москва,  
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За прошедшие годы применение атомно-
силовой микроскопии (АСМ) позволило дос-
тичь уникальных научных результатов в раз-
личных областях физики, химии и биологии. 
Наиболее яркой демонстрацией возможно-
стей этого экспериментального направления 
при исследовании биологических объектов 
является возможность визуализации в есте-
ственных условиях бактериальных и вирус-
ных объектов в нанометровом диапазоне. 

Целью данной работы являлась прямая 
визуализация с помощью АСМ взаимодейст-
вия бактериофагов с бактериями. 

Прежде всего, нами был разработан про-
токол приготовления образцов для визуали-
зации взаимодействия бактерий с бактерио-
фагами. В качестве основных объектов ис-
следования использовались клетки Es-
cherichia coli (штамм 57) и бактериофаги 
v18/A157 к ним. Для осуществления перекре-
стного контроля также изучались клетки 
Salmonella enteritidis (штамм 89) с бактерио-
фагами 39/s.e. к ним. Согласно разработан-
ному протоколу, клетки смешивались со 
своими (или с чужими – для контроля) бак-
териофагами, после чего полученная смесь 
помещалась в термостат при температуре 
370С. 

Для осуществления мониторинга взаимо-
действия бактериальных клеток с бактерио-
фагами каждые 10 минут из взаимодейст-
вующей смеси извлекали 5-10 мкл и исследо-
вали с помощью атомно-силовой микроско-
пии. В качестве подложек для АСМ исполь-
зовались свежесколотые поверхности слюды 
и высокоориентированного пиролитического 
графита, а также поверхности с напыленным 
золотом. После нанесения исследуемого объ-
екта на подложку ее помещали во влажную 
атмосферу на 5 минут для адсорбции, после 
чего промывали дистиллированной водой и 
высушивали в струе азота. 

На рис. 1 проиллюстрирован один из по-
лученных результатов: АСМ-изображения 
бактериофага (рис. 1а) и клеток Escherichia 
coli, инкубированных с бактериофагом 
v18/A157 при 37 0С в течении 30 минут 
(рис. 1б). При времени инкубации от 60 ми-
нут наблюдалось сильное нарушение целост-
ности поверхности клетки. Похожие АСМ-
изображения получились также при исследо-
вании другой пары «бактериофаг»-«клетка»: 
бактериофаги 39/s.e. с Salmonella enteritidis. 
При перекрестной же инкубации изменения 
поверхностей клеток не обнаруживалось. 

а

б

Рис. 1. АСМ-изображение бактериофа-
гов v18/A157 к Escherichia coli (а), и кле-
ток Escherichia coli, инкубированных с 
бактериофагом v18/A157 при 37 0С в тече-
нии 30 минут на слюде. 
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Цель данной работы состояла в исследовании 
морфологии поверхности тромбоцитов при их 
адгезии и агрегации с помощью АСМ 
(DimensionTM 3000 и Nanoscope IIIa). 

На начальной стадии адгезии тромбоцитов к 
чужеродной поверхности визуализируется 
изменение их дисковидной формы на 
сферическую с образованием коротких и 
длинных узких филоподий. Длина филоподий 
тромбоцитов варьирует от 0.5 до 3.0 мкм, а 
толщина – от 0.05 до 0.30 мкм. При дальнейшем 
развитии процесса адгезии филоподии 
тромбоцита расширяются и превращаются в 
ламеллоподии толщиной до 70 нм, в строме 
которых формируются густые сложные сети из 
микрофиламентов. 

Рис. 1. АСМ изображение тромбоцита на 
промежуточной стадии адгезии. 
При этом периферическое кольцо 

микротрубочек перемещается в центр 
тромбоцита, увлекая за собой крупные α-
гранулы и концентрируя их в форме 
“псевдоядра” (рис.1). От 5 до 20 гранул 
размером от 250 до 400 нм визуализируется на 
АСМ изображениях тромбоцитов на этой стадии 
адгезии. На заключительном этапе адгезии 
происходит дегрануляция содержимого гранул 
тромбоцитов под действием тромбоксана А2. 
При этом гранулы сливаются с наружной 
мембраной тромбоцита, формируя “кратеры” на 
ламеллоподиях диаметром 290 нм и глубиной 16 
нм (рис. 2). 

Рис. 2. АСМ изображение тромбоцита 
на последней стадии адгезии. 

Дегрануляция содержимого 
грануломера тромбоцита стимулирует 
дальнейший этап агрегации тромбоцитов 
и формирование пластинчатого 
конгломерата. АСМ–изображение 
активированных тромбоцитов, 
взаимодействующих с эритроцитом в 
процессе образования красного тромба 
показано на рис.3. 

Рис.3. АСМ изображение 
активированных тромбоцитов, 
взаимодействующих с эритроцитом в 
процессе образования красного тромба. 

Авторы выражают благодарность 
профессору Университета г. Мюнстера 
Х.Фуксу за помощь в проведении АСМ 
эксперимента и за содержательные и 
плодотворные дискуссии. 
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Настоящее исследование посвящено при-
менению метода атомно-силовой микроско-
пии к изучению поверхности клеток (МТ-4, 
фибробластов, клеток плоского эпителия), 
инфицированных вирусом иммунодефицита 
человека (ВИЧ), альфавирусами и папилло-
мавирусами. Клетки, выращенные на пред-
метном стекле или осажденные на стекло из 
суспензионной смеси, фиксировали 2%-
глютаральдегидом и исследовали с помощью 
атомно-силового микроскопа Solver 47 Bio 
(резонансной моде). Предполагалось, что 
АСМ-метод позволит четко дифференциро-
вать инфицированные вирусом клетки от 
контрольных по признакам изменения по-
верхности. Как показывают наши данные, 
изменение поверхности клеток сильно зави-
сит от принадлежности вируса к тому или 
иному семейству: так, при инфицировании 
фибробластов альфавирусами происходит 
резкое уплощение цитоплазмы, появление 
большого числа цитоплазматических вакуо-
лей концентрирующихся вокруг ядра и про-
являющихся на внешней поверхности клетки. 
В случае папилломавирусной инфекции кле-
ток плоского эпителия –наблюдаются об-
ширные углубления в центральной части с 
небольшой по площади выпуклостью (ядер-
ная зона) и высокий, уплотненный гребень по 
периферии цитоплазмы клетки. Эти данные 
хорошо коррелируют с цитологическими на-
блюдениями таких образцов (коилоциты). 
Клетки МТ-4 инфицируются ВИЧ в суспен-
зионном состоянии и анализируются после 
того, как прикрепляются к поверхности стек-
ла с помощью цитоцентрифуги. Контрольные 
МТ-4 клетки, представляют собой сфериче-
ские объекты, несколько уплощающиеся при 
осаждении на стекло, в которых невозможно 
различить ядерную от цитоплазматической 
зоны (см. рис. 1). Клетки, инфицированные 
вирусом, проявляют склонность к значитель-
ному уплощению, с резким выделением уп-
лотненной околоядерной зоны (см. рис 2). 
При этом образуются зоны слияния несколь-
ких клеток. 

 
Рис. 1. Контрольные клетки МТ-4. 

 
Рис. 2. Клетки МТ-4 инфицированные ви-

русом иммунодефицита. 
Таким образом, можно сделать предвари-

тельное заключение, что атомно-силовая 
микроскопия улавливает характерные при-
знаки изменения поверхности клеток, отра-
жающие специфику проявления последствий 
инфицирования различными вирусми. 
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Конечная цель данной работы – посредст-
вом анализа спектра рассеянного излучения 
на крупных частицах, находящихся в жидкой 
среде, изучить влияние внешнего электро-
магнитного поля на процесс образования и 
роста крупных частиц (50-1000 нм) внутри 
раствора. Размеры частиц предполагается 
определять по спектрам рассеянного света, 
методами корреляционной спектроскопии. 

Рассеяние лазерного пучка (He-Ne лазер 
мощностью 10 мВт) происходит на флуктуа-
циях концентрации частиц одного из компо-
нент раствора. 

Рассеянное излучение наблюдается под 
разными углами по отношению к падающему 
излучению. Для этого используется ФЭУ, 
работающий в режиме счета фотонов. 

Анализ полученного сигнала производит-
ся с использованием однобитового цифрово-
го коррелятора К7023 «Malvern Instruments» 
и программного пакета PhotoCor 4.3. 

Объектами исследований были трехком-
понентные растворы: 
1. вазелиновое масло, вода, АОТ; 
2. трансформаторное масло, вода, АОТ. 

Как известно, если среда однородная, то 
рассеяние происходит лишь в одном направ-
лении − в направлении падающего луча. Для 
того чтобы возникло рассеяние в других на-
правлениях, необходимо чтобы в среде име-
лись неоднородности (флуктуации). 

Согласно теории рассеяния модулирую-
щая функция флуктуаций концентра-
ции подчиняется уравнению теплопроводно-
сти. 

( )cФ t
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Пренебрегая небольшими изменениями 
длины волнового вектора при когерентном 
рассеянии и полагая 0sk k≈ , получим: 
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где θ − угол рассеяния, n – показатель пре-
ломления. 

Электрическое поле рассеянного света: 

( ) ( )
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sc CE t E Ф t e ω δ− −
= , 

где ωs − частота рассеянного света. 
 
Рассеяние на флуктуациях концентрации 

приводит к появлению несмещенной линии с 
частотой Cω  в максимуме. Спектр рассеян-
ного света представляет собой лоренциан с 
полушириной на полувысоте, равной Cδ : 
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Таким образом, зная сдвиговую вязкость, 
коэффициент преломления жидкости и Cδ , 
мы можем определить радиус частиц воды 
входящих в раствор. 

Список литературы: 
1. Чайков Л.Л., Труды Физического 
имени Н.П. Лебедева, том 207, 84-115 (1991). 
2. Фабелинский И.Л., Молекулярное 
рассеяние света, Москва, «Наука» (1965).
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Бурное развитие нанотехнологий в 
последние годы требует использования все 
новых инструментов исследования и 
оперирования микро- и нанообъектами. В 
данной работе описан пример применения 
кантилеверов для СЗМ в качестве источников 
электронных пучков высокой плотности. Это 
открывает новые возможности и 
многочисленные области применения 
зондовой микроскопии. 

Ранее нами сообщалось о моделировании 
и экспериментальном исследовании 
автоэлектронной эмиссии из кремниевых 
микроавтокатодов [1-3]. В настоящей работе 
мы излагаем результаты экспериментальных 
исследований полевой эмиссии, в которых в 
качестве эмиттеров применялись кремниевые 
кантилеверы для СЗМ. 

В экспериментах использовались 
кантилеверы со следующими параметрами: 

 
Длина кристалла, мм……………3.6± 0,01 
Ширина кристалла, мм…………1.6± 0,01 
Высота кристалла, мм………….0,35-0,45 
Длина консоли, мкм………...(100-300) ±5 
Ширина консоли, мкм………………35±3 
Толщина консоли, мкм…...(0,7-2,3) ±15% 
Высота иглы, мкм………………….10-14 
Диаметр основания иглы, мкм……..≤ 8  
Радиус скругления острия, нм…...…≤ 10  
 
Помимо кремниевых использовались 

также кантилеверы с покрытиями Au, Pt, TiN, 
W2C, CoNi и алмазоподобными пленками 
(АПП). 

Исследования автоэмиссионных 
характеристик производились с 
использованием специально разработанной 
оснастки. Исследовались диодный и 
триодный режимы включения катода. 
Измерения производились при техническом 
вакууме с давлением остаточных газов 10-6 
мм. рт. ст. 

В диодном режиме к кристаллу 
кантилевера, установленному на проводящей 
подставке, подводился металлический анод, 
закрепленный на подвижном зонде. 
Расстояние между вершиной иглы 
кантилевера и анодом составляло 200–300 
мкм. На рис. 1 представлена типичная ВАХ 

эмиссионного тока, полученная в диодном 
режиме. Пороговое напряжение (по уровню 
регистрируемого тока ~10 нА) составляло 
1÷1,5 кВ при первом включении и снижалось 
после непродолжительной тренировки до 
напряжений менее 1 кВ. Электрическое поле 
на вершине катода E=βU при напряжениях 
U ~1÷5 кВ учетом геометрического фактора 

β  ∼
1

1 ,h
H

−ν
⎛ ⎞
⎜ ⎟ρ⎝ ⎠

    

где ν=0,5ln-1(2/θ), достигает по оценке 
порядка 10÷50 МВ/см в согласии с 
имеющимися литературными данными (см., 
например, [4]). При этом наблюдаемые 
значения тока с единичного катода 
составляют более 5 мкА, что соответствует 
плотности тока около 106 А/см2. Зависимость 
тока от напряжения имеет типичный 
экспоненциальный характер. 

Рис.1. Вольтамперная зависимость 
катодного тока. 

Рис.2. ВАХ в координатах Фаулера-
Нордгейма. 

Как подтверждение автоэмиссионной 
природы исследуемого тока на рис. 2 
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представлена вольтамперная зависимость, 
построенная в координатах Фаулера-
Нордгейма. 

Изучались также долговременные 
эмиссионные характеристики кантилевера. 
При токе на уровне ~1 мкА наблюдалась 
стабильная эмиссия в течение нескольких 
часов. Флуктуационные колебания тока не 
превышали 30 нА. Типичная временная 
зависимость катодного тока представлена на 
рис. 3. 

Рис. 3. Долговременная зависимость 
эмиссионного тока. 

Также были проведены исследования 
кантилеверов до и после получения эмиссии 
на растровом электронном микроскопе. 
РЭМ-анализ исследуемых образцов выявил 
характерную деградацию вершины иглы 
кантилевера в процессе отбора эмиссионного 
тока. На рис. 4 приведены соответствующие 
РЭМ-изображения. 

Рис. 4. РЭМ-изображение иглы 
кантилевера до (а) и после (б) эмиссии. 

Экспериментально было установлено, что 
деградация иглы в процессе эмиссии 
уменьшается при использовании 
кантилеверов с тугоплавким покрытием. Так 
наибольшую стабильность эмиссионного 
тока и наименьшую степень деградации 
показали кантилеверы с покрытием из TiN и 
АПП. 

Мы склонны считать, что наблюдаемая 
деградация иглы кантилевера обусловлена 
совокупностью факторов, приводящих к 
разогреву эмиттера при прохождении 
эмиссионного тока и его бомбардировке 
заряженными частицами. Присутствие 
многих из данных факторов определяется 
величинами электрических напряжений, 
используемых в данных опытах. В связи с 
этим, в настоящее время мы проводим опыты 
по исследованию низковольтной 
автоэлектронной миссии на сверхмалых 
зазорах, контролируемых при помощи 
пьезосканеров АСМ. 

Таким образом, нами была получена 
автоэлектронная эмиссия со стандартных 
кантилеверов для СЗМ. Были исследованы 
разнообразные эмиссионные характеристики 
и установлена возможность получения 
высоких плотностей токов с одиночных 
эмиттеров. Иглы кантилеверов 
продемонстрировали высокую эмиссионную 
эффективность и достаточную стабильность 
эмиссионного тока.  
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ОБЗОР СОВРЕМЕННЫХ СКАНИРУЮЩИХ ЗОНДОВЫХ МИКРО-
СКОПОВ, ПРЕДНАЗНАЧЕННЫХ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЙ 

В БИОЛОГИИ И МЕДИЦИНЕ 
В.Е. Мезрин

ООО «Старт инноваций» 
mezrinv@rambler.ru

Начало сканирующей зондовой микро-
скопии положили Бининг и Рорер, создав в 
начале 80-х годов прошлого столетия первый 
сканирующий туннельный микроскоп. 

Приборы оказались очень востребован-
ными в науке, а потому последние 25 лет бы-
ли отмечены быстрым развитием техники 
для сканирующей зондовой микроскопии. За 
это время произошел переход от кустарно 
сделанных микроскопов к приборам, выпус-
каемым серийно. На данный момент лидера-
ми в этой отрасли являются такие компании, 
как Veeco (США), JPK (Германия), НТ-МДТ 
(Россия), NanoSurf (Швейцария), Agilent 
(США). Компании производят различные 
микроскопы, но лучшие микроскопы для це-
лей биологии и медицины производят ком-
пании JPK, Veeco и НТ-МДТ. Рассмотрим 
производимые ими приборы. 

Прибор NanoWizard II компании JPK был 
детально проработан для проведения дли-
тельного эксперимента. Наличие или отсут-
ствие этой возможности зачастую оказывает-
ся критично. Необходимо отметить, что для 
проведения длительных экспериментов дора-
ботана лишь аппаратная часть микроскопа, 
отвечающая непосредственно за сканирова-
ние образца. При этом прибор не может по-
мочь исследователю при контроле и измене-
нии среды, в которой находится образец. 

 
Рис. 1. Прибор компании JPK. 
Приборы BioScope SZ и BioScope II ком-

пании Veeco примечательны тем, что спо-
собны сканировать большие области поверх-
ности образца. Эта возможность является 
необходимой для применения микроскопа в 
биологии и медицине, так как размеры био-

логических объектов зачастую достигают 
значительных размеров. 

  

Рис. 2. Приборы компании Veeco. 
Прибор ИНТЕГРА ВИТА компании НТ-

МДТ является качественным микроскопом, 
построенным на базе сканирующей зондовой 
лаборатории ИНТЕГРА по модульному 
принципу. Благодаря этому прибор может 
быть легко доработан и в результате полно-
стью соответствовать нуждам исследователя. 

 

Рис. 3. Прибор компании НТ-МДТ. 
Перечисленные выше приборы являются 

хорошими сканирующими зондовыми мик-
роскопами, но, как показывают опросы ис-
следователей, особенности проведения экс-
периментов в биологии и медицине создают 
необходимость в приборах, отличных от этих 
по ряду параметров. Необходимо создать 
прибор, который будет способен без вмеша-
тельства человека на протяжении длительно-
го времени контролировать ход эксперимен-
та, а также необходимо создавать приборы с 
более открытой архитектурой. Последняя 
особенность особенно критична для научных 
исследований.
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МЕТОДИКА ИЗУЧЕНИЯ СИНТЕТИЧЕСКИХ И БИОПОЛИМЕРОВ 
E.A. Меньшиков, А.В. Большакова 

Физический факультет МГУ им. М.В. Ломоносова 
emenshikov@gmail.com

Изучение биополимеров на данный мо-
мент является одной из актуальных задач 
науки. Наиболее важные биополимеры – 
ДНК и белки – являются сополимерами, мо-
лекулы которых содержат звенья мономеров 
различного химического состава. Для того, 
чтобы понять механизмы процессов, проис-
ходящих в биополимерах необходимо де-
тально изучить свойства синтетических со-
полимеров. 

Целью данной работы было создание ме-
тодики, позволяющей наиболее полно изу-
чить процессы микрофазового расслоения в 
пленках блок-сополимеров: полистирол-
полибутадиен-полистирол (СБС) и полиcти-
рол-полиметилакрилат-полистирол (СМАС), 
на основе анализа данных, полученных мето-
дами атомно-силовой (АСМ) и просвечи-
вающей электронной микроскопии (ПЭМ). 

Исследованы пленки СБС блок-
сополимера с массовым содержанием поли-
стирола 85%, 50%, 30%, а также СМАС блок-
сополимера с массовым содержанием поли-
стирола 50%, 33%, приготовленные методом 
прямой адсорбции на слюде, кремнии и гра-
фите. 

Сканирование пленок СБС блок-
сополимеров проводили в контактном режи-
ме. Ввиду того что использование контактно-
го режима приводит к изменению морфоло-
гии поверхности пленок СМАС блок-
сополимера, сканирование проводили в резо-
нансном режиме АСМ. Для обоих режимов 
АСМ получены оптимальные параметры 
сканирования, обеспечивающие максималь-
ное контрастирование фаз, обусловленное 
различием их механических характеристик. 

Для количественного описания влияния 
природы подложек на эффект микрофазового 
расслоения разработаны и реализованы алго-
ритмы расчета среднего размера доменов и 
периода ламеллярной структуры. Использо-
вание фурье-анализа позволило устранить 
макрорельеф поверхности пленок блок-
сополимеров на полученных АСМ изображе-
ниях и достичь универсальности применения 
разработанных алгоритмов. 

Таким образом, разработана комплексная 
методика, позволяющая качественно и коли-

чественно изучить механизмы микрофазово-
го расслоения. 

Рис. 1. Изображение доменной структуры 
пленки СБС (ПС 85%) 

Рис. 2. Изображения ламеллярной 
([ПС]:[ПМА]=1:1) и доменной 
([ПС]:[ПМА]=1:2) структуры пленки СМАС.
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ОБРАЗОВАНИЕ НИТЕВИДНЫХ СТРУКТУР ЖЕЛАТИНА НА 
СЛЮДЕ В ПРИСУТСТВИИ СОЛИ AgNO3 

Г.Б. Мешков2, Л.В. Сотникова , И.В. Яминский1 2 

1Кемеровский государственный университет 
2Физический факультет МГУ им. М.В.Ломоносова 

meshkov@polly.phys.msu.ru

Использование желатина в различных 
сферах человеческой деятельности насчиты-
вает более чем двухсот летнюю историю. С 
середины XIX века желатин применяют для 
создания капсул для упаковки лекарств, а 
также для получения фотоэмульсий, фото-
чувствительных слоев и фотоматериалов. 
Желатин представляет собой результат дена-
турации животного белка коллагена при на-
гревании в водной среде. 

Коллаген является одним из основных 
элементов соединительной ткани в организме 
животных. На долю коллагена приходится 
почти 30% всей массы белков во взрослом 
организме у млекопитающих. Молекула кол-
лагена обычно имеет молекулярную массу 
около 300 тыс., длину 300 нм, и ширину 1.5 
нм, и состоит из трех цепей скрученных в 
спираль. Цепи между собой связаны в основ-
ном электростатическими и гидрофобными 
связями. Поэтому при нагревании в водных 
растворах коллаген распадается на отдельные 
цепи с образованием желатина. При этом 
происходит гидролиз некоторых ковалент-
ных связей, поэтому раствор желатина пред-
ставляет собой раствор свободно плавающих 
цепей, составных частей коллагена.  

Основная биологическая роль коллагена – 
это образование фибрилл, которые выполня-
ют основные опорно-механические функции 
в различных типах соединительной ткани. 
Коллаген также является основой органиче-
ского матрикса костных тканей. Исследуют 
коллаген обычно или на молекулярном уров-
не, то есть отдельные белковые молекулы, 
или его упаковку и структуру в составе со-
единительной, костной и других типов тка-
ней. 

Получаемый из коллагена желатин широ-
ко используют в различных областях про-
мышленности, например, для изготовления 
фотоматериалов, а также в фармацевтиче-
ской и пищевой промышленности, где он ис-
пользуется в составе различных продуктов 
питания в качестве желирующего агента. В 
пищевой промышленности возможно иссле-
довать взаимосвязь микроструктуры различ-
ных типов желатина и вкусовых характери-
стик получаемого продукта. 

 
Рис. 1. Изображение фотографически 

инертного желатина, нанесенного на поверх-
ность слюды из водного раствора концентра-
цией 10-4 М (сверху) и из водного раствора 
концентрацией 10-4 М с добавлением 0.1 М 
раствора AgNO3. Изображение получено в 
резонансном режиме сканирования АСМ, 
применен фильтр боковой подсветки.  

В фармацевтике желатин широко приме-
няют в качестве оболочки капсул для лекар-
ственных препаратов. Различные модифика-
ция желатиновой оболочки обеспечивают 
возможность доставки лекарственных препа-
ратов в определенные части организма. Со-
всем недавно был предложен способ достав-
ки терапевтических генов с помощью нано-
частиц желатина по кровеносной системе до 
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раковой опухоли. Такой метод является ме-
нее токсичным по сравнению с доставкой 
генов при помощи молекул ДНК. 

При изготовлении фотоматериалов основ-
ным используемым свойством желатина яв-
ляется его способность к образованию рав-
номерных пленок, поэтому влияние окру-
жающего желатина на рост и форму свето-
чувствительных микрокристаллов. Однако 
необходимо учитывать влияние окружения 
на форму вырастающих микрокристаллов, с 
целью подбора условий для повышения их 
светочувствительности. 

На рис. 1 приведены изображения фото-
графически инертного желатина, нанесенно-
го на поверхность слюды из водного раство-
ра (сверху), и из водного раствора с добавле-
нием AgNO3 (снизу). Видно, что в первом 
случае желатин образует достаточно равно-
мерную при используемой концентрации 
пленку, тогда как при добавлении соли про-
исходит изменение структуры желатина с 
образованием нитевидных объектов, которые 
по высоте не превышают 2 нм. Мы полагаем, 
что получающиеся объекты состоят из жела-
тина, поскольку могут быть легко разрушены 
кантилевером. 

Одной из основных задач при разработке 
фотоматериалов является повышение свето-
чувствительности выращиваемых микрокри-
сталлов. Перспективными в этом направле-
нии являются простая химическая модифи-
кация получающихся кристаллов, а также 
повышение чувствительности за счет введе-
ния красителей, которые образуют J-агрегаты 
на поверхности микрокристаллов. При мо-
дификации поверхности микрокристаллов с 
помощью красителей светочувствительность 
получающихся фотослоев повышается в не-
сколько десятков раз. Для эффективной мо-
дификации фоточувствительных слоев таким 
способом необходимо научиться контроли-
ровать процесс образования J-агрегатов раз-
личных красителей на поверхности микро-
кристаллов. На наш взгляд здесь достаточно 
эффективными представляются методы ска-
нирующей зондовой микроскопии.  

В докладе представлены различные осо-
бенности структуры нанесенных из водных 
растворов на поверхность слюды тонких 
пленок желатина. Рассмотрен вопрос влия-
ния на получаемые пленки различных солей, 
в том числе, AgNO3, а также комплексных 
ионов Ag в KВr. 

На рис. 2 приведено увеличенное изобра-
жение структур, получаемых при нанесении 

желатина из водного раствора на слюду с до-
бавлением AgNO3. На верхнем кадре приве-
дена топография поверхности. Наблюдаемые 
нитевидные структуры равномерны по высо-
те и не превышают 2 нм. На нижнем кадре 
приведена фазовая картина, несущая в себе 
информацию об адгезионных свойствах по-
верхности. Видно, что вокруг интересующих 
нас структур присутствует материал, обла-
дающий иными адгезионными свойствами, 
но не выделяющийся по высоте на фоне об-
щего рельефа основной части поверхности. 

 
Рис. 2. Изображение фотографически 

инертного желатина, нанесенного на поверх-
ность слюды из водного раствора с добавле-
нием AgNO3. Изображение получено в резо-
нансном режиме сканирования АСМ, сверху 
– топография, снизу – фазовая картина. 

Все измерения проводились на скани-
рующем зондовом микроскопе ФемтоСкан 
(ООО НПП «Центр перспективных техноло-
гий», Россия). Использовались резонансные 
кантилеверы марки fpN11S (НИИФП, Рос-
сия). 

Работа выполнена при поддержке Россий-
ской академии наук и Федерального агентст-
ва по науке и инновациям. 
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ИЗМЕРЕНИЕ ПЕРСИСТЕНТНЫХ ДЛИН МОЛЕКУЛ ДНК 
МЕТОДАМИ СКАНИРУЮЩЕЙ ЗОНДОВОЙ МИКРОСКОПИИ 

А.Г. Михайлов, В.В. Дёмин, В.В. Прохоров, Д.В. Клинов 
Институт биоорганической химии им. М.М Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН 

andrian@list.ru

ДНК является носителем генетической 
информации. Сейчас активно ведутся иссле-
дования этих молекул с помощью электрон-
ной и сканирующей зондовой микроскопии. 
Последний метод наиболее удобен, так как 
является более быстрым и простым. 

Одна из важнейших задач – определение 
физических свойств молекулы, таких как жё-
сткость или связанная с ней персистентная 
длина. 

Нами были исследованы структурные па-
раметры молекул ДНК. Было выяснено, что 
триплексы при нанесении на поверхность 
более стабильны, в то время как двуцепочеч-
ная ДНК заметно сжимается. 

Рис.1. Триплексы (PolyG-PolyG-PolyC) на 
поверхности слюды. 
Персистентная длина – это параметр по-

лимерной молекулы, характеризующий её 
жёсткость. Ранее было показано [1], что этот 
параметр в растворе составляет ~50 нм, в то 
время как на поверхности слюды он ~30 нм 
(вследствие взаимодействия с поверхно-
стью) [2]. 

Нами были проведены измерения на мо-
лекулах двухцепочечной ДНК и триплексов 
при разных условиях нанесения и на разных 
подложках – на слюде и на графите. Был об-
наружен интересный эффект: молекула имеет 
общую персистентную длину, но при этом на 

малых длинах молекула имеет изгибы, соот-
ветствующие персистентной длине ~7 нм. 
Этот эффект сильно зависит от типа исполь-
зуемой для нанесения молекул поверхности. 
На поверхности слюды он также проявляет-
ся, но в меньшей степени. 

Возможно, ранее этот эффект не был за-
мечен из-за низкого разрешения. Нами были 
получены изображения с высоким разреше-
нием (1 нм) благодаря специальным зондам, 
созданным в нашей лаборатории. Радиус 
кривизны острия таких зондов соответствует 
приблизительно 1 нм. 

 
Рис.2. Молекула двухцепочечной ДНК на 

поверхности графита (HOPG). Масштаб со-
ответствует 100 нм. 

В дальнейшем планируется изучить под-
робнее этот эффект и набрать статистику на 
разных полимерных молекулах. 

Список литературы: 
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ИЗУЧЕНИЕ СТРУКТУРЫ МИТОХОНДРИЙ С ПОМОЩЬЮ МЕТОДА 
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Известно, что набухание клеток, органелл, 

бактерий вызывает специфические структур-
ные и функциональные перестройки в их 
мультиферментных системах. 

Такую перестройку называют механизмом 
объемной регуляции. Объемная регуляция 
была обнаружена в митохондриях. В частно-
сти, обнаружено, что изменение объема мат-
рикса регулирует окисление жирных кислот 
и других субстратов [1, 2]. Низкоамплитуд-
ное набухание матрикса вызывает повыше-
ние скорости транспорта электрона по элек-
трон-транспортной цепи, а также изменения 
в рН-регуляции транспорта калия и кинети-
ческих параметров окислительного фосфори-
лирования [3-6]. Подобные функциональные 
изменения сопровождаются перестройкой 
внутренней митохондриальной мембраны и 
образованием так называемых "сухих крист" 
с малым зазором между мембранами, обра-
зующими кристу [3]. 

Ранее с помощью электронной микроско-
пии было показано, что при набухании мито-
хондрий в условиях гипоксии внутренняя 
митохондриальная мембрана формирует 
трехмерные гексагональные структуры [7]. 
Электронная микроскопия не всегда дает од-
нозначный результат, так как образец может 
быть изменен в процессе фиксации, и наблю-
даемая картина зависит от метода фиксации 
[8]. Поэтому для получения ясной информа-
ции мы использовали метод малоуглового 
рассеяния нейтронов (МУРН), который по-
зволяет изучать нативные митохондрии. 

Эксперименты по малоугловому рассея-
нию нейтронов на функционирующих мито-
хондриях крысы были проведены на спек-
трометре ЮМО, расположенном на им-
пульсном реакторе ИБР-2 (Объединенный 
институт ядерных исследований, Дубна) [9]. 
Митохондрии помещались в изотоническую 
и гипотоническую среды, рН = 7.5. С помо-
щью термостата в кюветах поддерживалась 
температура 15oC. После МУРН эксперимен-
тов была проверена дыхательная активность 
митохондрий. Проверка показала, что после 

облучения нейтронами митохондрии сохра-
няют дыхательную активность и способность 
создавать мембранный потенциал [10]. 

МУРН эксперименты с митохондриями 
печени крысы показали структурный переход 
внутренней мембраны от неупорядоченной в 
изотонических условиях к упорядоченной 
ламеллярной в гипотонических условиях 
("сухие кристы") упаковке. С помощью 
МУРН было определено расстояние между 
центрами мембран, образующих "сухую кри-
сту". Оно составило 190 Å [10]. 
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Рис. 1. Зависимость интенсивности рас-

сеяния нейтронов от вектора рассеяния q для 
митохондрий сердца крысы, помещенных в 
изотоническую (А) и гипотоническую (Б) 
среды. Пунктирной линией показана моно-
тонная составляющая интенсивности. 

МУРН эксперименты с митохондриями 
сердца крысы показали переход внутренней 
мембраны от упорядоченной ламеллярной (в 
изотонических условиях) к упорядоченной 
неламеллярной (в гипотонических условиях) 
структуре [11]. Некоторые кривые малоугло-
вого рассеяния для митохондрий сердца 
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представлены на рис.1. Монотонная состав-
ляющая интенсивности представлена нами в 
виде степенной функции aqc+b. На рисунке 
она изображена пунктирной линией. Пики 
были выделены из общей интенсивности рас-
сеяния путем вычитания монотонной состав-
ляющей из экспериментальной интенсивно-
сти. Выделенные пики представлены на 
рис.2. Пики были аппроксимированы сле-
дующей функцией: 
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где y0 и A − константы, w − ширина пика, а 
qm − положение максимума пика. 

 
Рис. 2. Пики, выделенные из малоугловых 

кривых рассеяния для митохондрий сердца 
крысы, помещенных в изотоническую (А) и 
гипотоническую (Б) среды. Пики получены 
путем вычитания их экспериментальной ин-
тенсивности рассеяния монотонной состав-
ляющей интенсивности. 

В случае изотонической среды малоугло-
вая кривая имеет пики с соотношением пози-
ций максимумов 1:2:3, что указывает на упо-
рядоченную ламеллярную структуру. В слу-
чае гипотонической среды пики имеют соот-
ношение позиций ~1 : 1.7. Такие пики могут 

наблюдаться при рассеянии на гексагональ-
ной фазе (которая дает пики с соотношением 
1: 31/2 : 2) или на кубической фазе Ia3d (1: 21/2 
: 31/2) [12, 13]. Имеющиеся данные электрон-
ной микроскопии говорят в пользу образова-
ния гексагональной фазы [7]. 

Таким образом, эксперименты по малоуг-
ловому рассеянию нейтронов показали, что 
при низкоамплитудном набухании матрикса 
имеют место качественные изменения в упа-
ковке внутренней митохондриальной мем-
браны. Эти изменения коррелируют с функ-
циональными перестройками. Упорядочен-
ная ламеллярная структура крист обеспечи-
вает более высокую эффективность работы 
системы окислительного фосфорилирования. 

Этот тип структуры появляется в мито-
хондриях печени крысы при стрессе (гипото-
нические условия). В сердечных митохонд-
риях в случае стресса внутренняя мембрана 
формирует неламеллярную структуру (пред-
положительно гексагональную). 
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ИССЛЕДОВАНИЕ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ ДНК-ГИДРОЛИЗУЮЩИХ 
АНТИТЕЛ С НУКЛЕИНОВЫМИ КИСЛОТАМИ МЕТОДОМ 

АТОМНО-СИЛОВОЙ МИКРОСКОПИИ 
Т.А. Невзорова, О.А. Коновалова, Е.С. Городничева, Д.С. Налимов,  

М.Х. Салахов 
Казанский государственный университет им. В.И.Ульянова-Ленина  

Tatyana.Nevzorova@ksu.ru 

Известно, что некоторые антитела (АТ) 
способны проявлять ферментативную актив-
ность. Такие АТ получили название абзимы, 
или каталитические АТ. Природные абзимы 
были обнаружены в сыворотке крови боль-
ных аутоиммунными заболеваниями. Вопрос 
о происхождении, биологической роли, ме-
ханизме катализа абзимами пока остается 
открытым. Среди природных каталитических 
АТ особый интерес представляют АТ к ДНК 
с ДНК-гидролизующей активностью, так как 
они могут принимают самое непосредствен-
ное участие в патогенезе этих заболеваний. 

Для изучения механизма действия ДНК-
гидролизующих АТ используются различные 
методы, однако они позволяют определять 
только конечные продукты реакции гидроли-
за ДНК абзимами и не дают возможности 
получать информацию о кинетике взаимо-
действия макромолекул. 

Целью данной работы явилось изучение 
методом атомно-силовой микроскопии взаи-
модействия абзимов к ДНК класса IgG с од-
но- и двуцепочечными нуклеиновыми кисло-
тами при одном из широко распространен-
ных аутоиммунных заболеваний человека 
неизвестной этиологии – системной красной 
волчанке. 

В работе использовали ДНК-
гидролизующие АТ к ДНК класса IgG, выде-
ленные из сыворотки крови больных систем-
ной красной волчанкой. В качестве субстрата 
использовали двуцепочечную суперскручен-
ную плазмидную ДНК pBR-322 и ДНК эрит-
роцитов цыплят, а также одноцепочечную 
РНК дрожжей. Исследуемые образцы нук-
леиновых кислот инкубировали с антителами 
при +37°С в течение 9-48 ч. Визуализацию 
нуклеиновых кислот и АТ на слюде или пи-
ролитическом графите проводили в полукон-
тактном режиме на воздухе при комнатной 
температуре на АСМ Solver P47H, сканер 50 
мкм, или Solver Pro, сканер 3 мкм, и крем-
ниевыми кантилеверами NSG11 (ЗАО “НТ-
МДТ”, Россия). 

Показано, что АТ к ДНК являются эндо-
нуклеазами и производят однонитевые раз-
рывы в молекулах ДНК. Методом АСМ заре-
гистрировано образование стабильного им-
мунного комплекса АТ−ДНК, размеры кото-
рого превышают размеры отдельных макро-
молекул ДНК и АТ. Показано, что ДНКазная 
активность АТ к ДНК отличается от обыч-
ных ДНКаз непроцессивным характером 
действия и при взаимодействии абзимов с 
ДНК сначала происходит взаимодействие по 
механизмам, характерным для образования 
иммунных комплексов антиген−АТ, а в даль-
нейшем проявляются ферментативные свой-
ства АТ. Однако, в отличие от обычных 
ДНКаз, после гидролиза фосфодиэфирной 
связи не происходит освобождения АТ от 
молекулы ДНК. Таким образом, применение 
АСМ позволило получить трехмерные изо-
бражения комплексов ДНК−антитело с на-
нометровым разрешением и дало возмож-
ность установить механизм действия абзимов 
к ДНК на ДНК и доказать непроцессивный 
характер действия АТ. 

При использовании в качестве антигена 
одноцепочечной РНК, исходя из результатов 
флюоресцентной спектрофотометрии, было 
сделано предположение, что АТ к ДНК из 
сыворотки крови больных СКВ на стадии 
ремиссии, частично гидролизуя РНК, способ-
ствуют образованию двуспиральных струк-
тур в субстрате. Методом АСМ было обна-
ружено, что на поверхности подложки–
пирографита закрепились не только одноце-
почечные молекулы РНК, но и более широ-
кие структуры, образованные РНК и АТ. 

Полученные результаты могут служить 
основой для исследований нуклеиновых ки-
слот методом АСМ и проблем ферментатив-
ной активности АТ при аутоиммунных забо-
леваниях человека. 

Работа выполнена при финансовой под-
держке и на оборудовании Федерального 
центра коллективного пользования “Физико-
химические исследования веществ и мате-
риалов” (г. Казань). 
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КРЕМНИЕВЫХ НАНОКРИСТАЛЛИТОВ В НЕУПОРЯДОЧЕННЫХ 

СТРУКТУРАХ С РАЗЛИЧНОЙ ЭНЕРГИЕЙ СВЯЗИ НА МЕЖФАЗНОЙ 
ГРАНИЦЕ С ПОМОЩЬЮ АТМНО-СИЛОВОЙ МИКРОСКОПИИ 

Д.В. Нефедов
Саратовский филиал Института радиотехники и электроники РАН 

nefedov_dv@rambler.ru

С помощью атомно-силовой микроскопии 
были исследованы условия формирования 
наноразмерных кристаллитов кремния (кван-
товых точек) в плазме СВЧ газового разряда 
низкого давления на некристаллических под-
ложках с различными типами взаимодейст-
вия на межфазной границе. Показано влия-
ние параметров режима осаждения, материа-
ла подложки и упругих напряжений на меж-
фазной границе на кинетику самоорганиза-
ции нанокристаллитов и возможность управ-
ления их размерами и поверхностной кон-
центрацией. 

Измерения проводились на атомно-
силовом микроскопе производства NT-MDT. 
Режимы сканирования: 
площадь скана: 7×7 мкм2; 
1. шаг сканирования: 200 Å; 
2. скорость сканирования: 6000 Å/с; 
3. исследуемые материалы: наноразмер-
ные кремниевые включения на поверхности 
стекла. 

Получение кремниевых наноразмерных 
кристаллитов осуществлялось на различных 
некристаллических подложках методом раз-
ложения моносилана в плазме СВЧ газового 
разряда низкого давления в магнитном поле в 
установке, описанной в работе [1]. СВЧ 
мощность, вводимая  в источник плазмы, со-
ставляла 250 W. Толщину осажденных крем-
ниевых пленок определяли с использованием 
эллипсометрического лазерного и интерфе-
ренционного микроскопов. Микротопогра-
фия поверхности изучалась с помощью ска-
нирующего атомно-силового микроскопа 
(АСМ). Исследованы зависимости размеров 
и поверхностной концентрации кремниевых 
наноостровков от параметров режима осаж-
дения: температуры подложки, потенциала 
на подложкодержателе, давления плазмооб-
разующего газа и времени осаждения. 
 

 
а)

 
б) 

Рис. 1. Типичные АСМ – изображения 
микротопографии наноразмерных кристал-
литов кремния, осажденных при давлении 
моносилана 1 Па в течении 20 и 30 с, приве-
дены на рис. 1а), 1б), соответственно. 

Список литературы: 
1. Былинкина Н.Н., Муштакова С.П., 
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46 (1996). 
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ИССЛЕДОВАНИЕ МОРФОЛОГИИ ПОВЕРХНОСТИ ТОНКИХ 
ПЛЕНОК Fe/SiO2/Si(100) И Fe/Si(111) МЕТОДАМИ 

АТОМНО-СИЛОВОЙ МИКРОСКОПИИ 
Ю.В. Никулин 

Саратовский филиал ИРЭ РАН, г. Саратов 
juretz@rambler.ru 

Тонкие пленки железа на полупроводнико-
вых подложках активно исследуются в связи с 
фундаментальными проблемами магнетизма в 
системах пониженной размерности, а также в 
связи с возможным применением таких объек-
тов в устройствах наноэлектроники, в частности 
спинтроники. 

На сегодняшний день со стороны исследова-
телей много внимания уделялось изучению 
электронной и кристаллической структуры ин-
терфейса систем Fe/Si(111) и Fe/Si(100)[1-7], а 
также созданию и исследованию свойств сили-
цидных структур, в частности островковых си-
лицидов железа[8], полученных при напылении 
на горячую подложку или в результате отжига. 

Несмотря на активное изучение системы же-
лезо−кремний, исследования морфологии по-
верхности тонких пленок Fe методом атомно-
силовой микроскопией практически не выпол-
нялись. Целью данной работы стало исследова-
ние методом атомно-силовой микроскопии 
морфологии поверхности ультратонких пленок 
железа в диапазоне толщин от 2 до 12 нм, полу-
ченных осаждением из молекулярного пучка в 
сверхвысоком вакууме. 

После извлечения из вакуумной камеры про-
водилось исследование морфологии поверхно-
сти выращенных пленок методом атомно-
силовой микроскопии (Solver P47). Измерения 
проводились в полуконтактной моде при скоро-
сти сканирования 270·103Ǻ/с. Размер сканов для 
математической обработки выбирался размером 
1 мкм2. Параметры шероховатости определялись 
с использованием встроенного математического 
обеспечения атомно-силового микроскопа. Да-
лее через PtP обозначается параметр шерохова-
тости пленки, равный перепаду высот поверхно-
сти максимум-минимум, через RMS – средне-
квадратичную шероховатость, а под Lkorr – не-
который характерный размер неоднородности 
поверхности пленки, определенный по положе-
нию первого минимума автокорреляционной 
функции поверхности. Исследования показыва-
ют, что в диапазоне толщин 20-50 Ǻ величина 
RMS составляет около 2 Ǻ как для пленок 
Fe/SiO2/Si(100), так и для Fe/Si(111). Перепад 
высот PtP на площади 1 мкм2 составляет около 
20 Ǻ в обоих случаях. Отдельные зерна, состав-

ляющие пленку, слабо различимы (рис.1) 
и их размер составляет приблизительно 
20–30 нм. 

Рис. 1. Типичное изображение поверх-
ности пленки Fe/SiO2/Si(100) и Fe/Si(111) 
в диапазоне толщин 20-40 Ǻ. 

При увеличении толщины (до 60-70 Ǻ) 
происходит резкое увеличение величин 
PtP и RMS для пленок Fe/Si(111) и до-
вольно плавное увеличение этих величин 
для Fe/SiO2/Si(100). Для системы 
Fe/Si(111) в районе 65 Ǻ происходит каче-
ственное изменение структуры поверхно-
сти, сопровождающееся скачком 
шероховатости приблизительно в 4 раза 
для PtP и в 8 раз для RMS. 

Рис. 2. Изображение поверхности 
пленки Fe/Si(111) толщиной 70 Ǻ. 

Структура поверхности при этом меня-
ется от ровной и однородной к шерохова-
той – островковообразной (рис. 2). Для 
системы Fe/SiO2/Si(100) в районе 50-70 Ǻ 
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происходит плавное изменение структуры по-
верхности, сопровождающееся увеличением 
шероховатости приблизительно в 1,5 раза для 
перепада высот максимум-минимум (PtP) и в 3 
раза для среднеквадратичной шероховатости 
(RMS). Структура поверхности пленки плавно 
изменяется от ровной и однородной к шерохо-
ватой (рис. 3), но никакого подобия островковой 
структуры для системы Fe/SiO2/Si(100) не на-
блюдается. 
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Рис. 3. Изображение поверхности пленки 
Fe/SiO2/Si(100) толщиной 70 Ǻ. 

Подводя итог сказанному, можно сделать 
вывод, что шероховатость поверхности пленок 
Fe/Si(111) и Fe/SiO2/Si(100) с ростом толщины в 
целом немонотонно увеличивается. Пленки 
Fe/Si(111) при выбранной скорости роста 1 
Ǻ/мин демонстрируют трехмерный способ роста 
и обладают рельефом поверхности в виде кла-
стеров со средними латеральными размерами от 
20 нм до 120 нм и высотой до нескольких нано-
метров. Кластеры формируются не с начальных 
этапов образования пленки, а после образования 
покрытия толщиной 60 Ǻ. Расчет характерных 
размеров неоднородностей, образующих по-
верхность пленки, показывает, что в случае рос-
та пленки на аморфной подложке SiO2/Si(100) 
изменение размера зерна в интервале толщин 
20-120 Ǻ в среднем практически не происходит 
(рис.4). Разброс размеров неоднородностей со-
ставляет от 20 до 50 нм. В то время как для пле-
нок Fe/Si(111) происходит резкое, практически 
линейное, увеличение размеров неоднородности 
от 20 нм до 120 нм. Значительное изменение 
размеров зерна происходит для пленок 
Fe/Si(111) после образование покрытия толщи-
ной 50 Ǻ. 

Методом атомно-силовой микроскопии про-
ведено исследование морфологии поверхности 
пленок и определены параметры шероховатости 
поверхности – перепад высот 

Рис. 4. Зависимость среднего размера 
неоднороднисти поверхности пленки от 
толщины. 
максимум-минимум, среднеквадратичная 
шероховатость и средний размер зерна на 
поверхности пленки. Показано, что плен-
ки Fe/SiO2/Si(100) в целом обладают 
меньшими значениями шероховатости и 
размеров зерен, составляющих пленку. 
Для системы Fe/Si(111) обнаружено скач-
кообразное увеличение параметров шеро-
ховатости при толщине пленки около 60Ǻ. 

 
Работа поддержана грантом РФФИ 06-

07-89341. 
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ИССЛЕДОВАНИЕ ОДНО- И ДВУХСЛОЙНОГО ГРАФЕНА 
МЕТОДАМИ ОПТИЧЕСКОЙ СПЕКТРОСКОПИИ И 
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Е.А. Образцова1, Е.Д. Образцова , И.В. Яминский , С. Лефран , Г. Луарн2 1 3 3

1 –Физический факультет МГУ им. М.В. Ломоносова 
2 – Институт общей физики РАН им. А.М. Прохорова 

3 - Institut des Matériaux Jean Rouxel 
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Углерод и его модификации играют осо-
бую роль в живой природе. В бионаноскопии 
графит является одной из основных подло-
жек для нанесения образцов. 

После того как был предложен способ [1] 
получения одиночных слоев графита – гра-
фена – этот материал является объектом все 
возрастающего интереса. Графен является 
двумерной структурой, состоящей из атомов 
углерода, на основе которой формируются 
все другие графитоподобные материалы: 0-
мерные фуллерены, 1-мерные нанотрубки и 
3х-мерный графит. В настоящее время сразу 
несколько научных групп проводят экспери-
ментальное исследование квантовых, элек-
тронных, оптических и т.д. свойств графена 
[2, 3, 4, 5]. 

В данной работе представлены результаты 
исследования одно- и двухслойного графена 
методами комбинационного рассеяния света 
(КРС) и сканирующей электронной микро-
скопии. В экспериментах использовался гра-
фен, произведенный Graphene Industries. 
Данные результаты были получены на участ-
ках образца, охарактеризованных производи-
телем как однослойные. Однако, исследова-
ние образца методом сканирующей элек-
тронной микроскопии показало (Рис.1), что 
даже эти области не являются однородным 
по толщине 

12

Рис. 1. СЭМ изображение хлопьев графе-
на, нанесенных на кремниевую подложку. 

На рис.2 представлены характерные спек-
тры КРС одно-, двухслойного графена а так-
же высоко-ориентированного пиролитиче-

ются две характерные полосы: ~1580 см

ского графита (ВОПГ). В спектрах наблюда-

го исследования 
мо

 

гра-
фе

а Агентством Рос-
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ературы: 
1. ience, 306, 666(2004). 

) 
187401. 
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-1, 
соответствующий G полосе графита и ~2700 
см-1, описываемая как удвоенный обертон D 
полосы. Структурные различия между одно- 
и многослойным графеном оказывают основ-
ное влияние на D’ полосу. При увеличении 
числа слоев эта линия сдвигается в сторону 
более высоких частот. Кроме того, уже для 
двухслойного графена происходит уширение 
и расщепление этой линии.  

В результате проведенно
жно заключить, что графен является уни-

кальным материалом, изменяющим свою 
электронную структуру при изменении коли-
чества слоев, что может быть зарегистриро-
вано с помощью спектроскопии комбинаци-
онного рассеяния света. 

Рис. 2. спектры КР: 1 – однослойный 
н; 2 – двухслойные графен; 3 – ВОПГ. 

Длина волны возбуждения: 
а − 514.5 нм, б – 457.8нм. 

Работа была поддержан
ки, INTAS (грант 05-109-4966) и РФФИ -

07-02-01505. 
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ОСОБЕННОСТИ ИССЛЕДОВАНИЯ БИОЛОГИЧЕСКИХ 
МАКРОМОЛЕКУЛ МЕТОДОМ АТОМНО–СИЛОВОЙ 

МИКРОСКОПИИ 
М.Н. Савватеев 

 ЗАО «НТ-МДТ», г. Зеленоград 
mihail.savvateev@mail.ru

Атомно-силовая микроскопия (АСМ) в 
настоящее время является одним из методов 
изучения структурных особенностей биоло-
гических макромолекул (белков, ДНК), по-
скольку позволяет получать изображения 
объектов с высоким пространственным раз-
решением, сопоставимым с уровнем рентге-
ноструктурного анализа и просвечивающей 
электронной микроскопии [1−3]. Одним из 
преимуществ метода АСМ перед другими 
методами является возможность проведения 
исследований молекул в условиях, близких к 
нативным, поскольку АСМ позволяет иссле-
довать молекулы как в воздушной среде, так 
и буферных растворах. 

Для исследования сухих образов наилуч-
шим образом подходит «полуконтактный» 
метод. При начальной амплитуде колебаний 
зонда в диапазоне нескольких нанометров 
средняя сила воздействия зонда на образец 
оказывается порядка единиц наноньютонов 
[4]. Это обеспечивает возможность получе-
ния изображений таких деликатных объек-
тов, как молекулы, с пространственным раз-
решением на уровне нескольких нанометров 
(рис. 1). 

Рис. 1. АСМ изображение молекул анти-
тел 1RK2 к A-цепи рицина (IgG1), получен-
ное на сухом образце. 

При измерениях сухих образцов в воз-
душной среде существенную роль играет вы-
бор рабочей амплитуды колебаний (рабочей 
точки) – получаемое изображение зависит от 

режима взаимодействия зонда с образцом 
(рис. 2). Другим важным фактором является 
острота иглы зонда. Наилучшее разрешение 
достигается при использовании зондов «на-
новискерного» типа. 

Рис. 2. Изображение молекулы ДНК на 
слюде, полученное «полуконтактным» мето-
дом, и амплитудная зависимость для этого 
изображения. 

На амплитудной зависимости присутству-
ет переход между двумя режимами взаимо-
действия зонда с поверхностью: область ам-
плитуд до перехода соответствует режиму 
притяжения, область амплитуд после перехо-
да – режиму отталкивания. Данное изобра-
жение иллюстрирует влияние режима взаи-
модействия на результат: менее четкие уча-
стки получены в режиме притяжения, более 
четкие – в режиме отталкивания. 

Исследование макромолекул в жидкой 
среде представляет собой более сложную за-
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дачу. При использовании «полуконтактного» 
метода с акустическим возбуждением в жид-
кости резонансные свойства зонда сущест-
венно снижены по сравнению с воздухом, и 
сила, оказываемая зондом АСМ на объект 
измерения, оказывается на порядок больше 
[5]. Поэтому для измерений биологических 
макромолекул в жидкости приходится ис-
пользовать контактные АСМ-зонды с жест-
костью не более 1 Н/м (рис. 3). 
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Рис. 3. АСМ изображение кольцевой 
плазмидной ДНК pEGFP, полученное «полу-
контактным» методом в буферном растворе. 
Для закрепления молекулы на поверхности 
слюды в буфер были добавлены ионы нике-
ля. Использовался зонд из нитрида кремния 
жесткостью 0.4 Н/м, который раскачивался 
на частоте 9 КГц. 

Различие во взаимодействии колеблюще-
гося зонда с поверхностью на воздухе и в 
жидкости заключается в том, что на воздухе 
зонд начинает отклоняться только после пол-
ного прекращения колебаний, в то время как 
в жидкости зонд отклоняется сразу по мере 
уменьшения амплитуды. Из этого следует, 
что в жидкости уменьшение рабочей точки 
приводит к увеличению силы воздействия 
зонда на образец (рис. 4). 

Как показывает практика, при работе по-
луконтактным методом в жидкости опти-
мальная начальная амплитуда колебаний 
зонда оказывается порядка 10 нм, рабочая 
амплитуда (рабочая точка) – 0.8 - 0.9 от на-
чальной амплитуды. При меньших рабочих 
точках возникает генерация, а на изображе-
нии появляются артефакты. 

 
Рис. 4. Зависимости амплитуды колебаний 

и отклонения зонда от расстояния зонд – по-
верхность в воде. 
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Вирус гриппа, ввиду своей изменчивости, 
ежегодно вызывает вспышки новых заболе-
ваний. Изменчивость вируса гриппа обуслов-
лена, в том числе, и изменениями в оболо-
чечном белке гемагглютинине. 

Инфицирование клеток вирусом гриппа 
начинается с взаимодействия вирусных час-
тиц с клеточными рецепторами с последую-
щим эндоцитозом вируса внутрь клетки. 

Различия в оболочечном белке гемагглю-
тинине обуславливают различия во взаимо-
действии вируса с клеткой. 

Одним из параметров, характеризующих 
взаимодействие вируса с клеткой (клеточны-
ми рецепторами), является  равновесная кон-
станта диссоциации. 

Широкое распространение получили ра-
боты по изучению взаимодействия вируса с 
аналогами клеточных рецепторов: как с це-
лью моделирования природных условий 
взаимодействия, так и для разработки лекар-
ственных препаратов (основанных на инги-
бировании связывания вируса с клеткой). 
Одним из таких аналогов клеточных рецеп-
торов, специфичных к вирусу гриппа, явля-
ется белок фетуин. 

Работа посвящена исследованию взаимо-
действия вируса гриппа с фетуином методом 
атомно-силовой микроскопии и методом 
Скэтчарда в условиях равновесия системы 
«лиганд−рецептор» [1]. 

Для штаммов вируса гриппа A/Aichi/2/68 
(H3N2) и A/NIB/23/89M (H1N1) были опре-
делены равновесные константы диссоциации 
методом Скэтчарда, оказавшиеся равными, 
соответственно, 0,64*10-10 М и 0,56*10-10 М. 

Для исследования взаимодействия вируса 
гриппа с фетуином вирус гриппа был иммо-
билизован на поверхности полистирола 96-
луночного микропланшета (рис.1), а на кан-
тилевер был иммобилизован фетуин [2]. 

С помощью атомно-силового микроскопа 
были определены силы взаимодействия 
штаммов A/Aichi/2/68 и A/NIB/23/89M виру-
са гриппа с аналогом клеточного рецептора 
белком фетуином (рис.2), равные соответст-
венно 240 pN и 264 pN. 

Представленные штаммы вируса гриппа 
имеют близкие значения сил взаимодействия 
с фетуином и близкие константы диссоциа-
ции. В то же время оба параметра, константа 
диссоциации и сила взаимодействия, показы-
вают, что связь штамма A/Nib 23/89M с фе-
туином более прочная, чем связь с фетуином 
штамма A/Aichi/2/68. Это подтверждает кор-
реляцию между силами взаимодействия и 

Рис.1 Вирионы вируса гриппа

равновесными константами [3]. 
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Рис. 2 Силы взаимодействия штаммов вирус
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Целью исследования являлось определе-
ние количественных характеристик взаимо-
действия вирус-антитело с применением ме-
тодов иммуноферментного анализа и по-
верхностного плазмонного резонанса. 

В работе изучено взаимодействие поли-
клональных специфических антител с тремя 
вирусами растений: вирусом крапчатости 
гвоздики (carnation mottle virus – CarMV), 
вирусом Х картофеля (potato virus X – PVX) 
и вирусом табачной мозаики (tobacco mosaic 
virus – TMV). 

Иммуноферментный анализ (ИФА) позво-
ляет, используя меченные ферментом соеди-
нения, детектировать по каталитической ак-
тивности метки образование иммунных ком-
плексов и на основании этих данных рассчи-
тывать количественные характеристики 
взаимодействия. В работе был использован 
подход, предложенный Friguet и соавт. [1] и 
позволяющий определять равновесную кон-
станту реакции антиген – антитело в раство-
ре. Пример получающихся зависимостей оп-
тической плотности продукта ферментатив-
ной реакции (ОП 450 нм) от концентрации 
вируса приведен на рис.1. Предварительно 
были оптимизированы условия, исключаю-
щие сдвиг равновесия в растворе при взаи-
модействии антител с иммобилизованным 
антигеном. 

Рис.1 Концентрационная зависимость взаи-
модействия вируса CarMV с антителами, по-
лученная методом ИФА 

Расчет значений Кд (равновесной кон-
станта диссоциации) проводили для популя-

ций антител с максимальной аффинностью. 
Необходимо отметить, что в силу полива-
лентности вируса как антигена, обусловлен-
ной наличием повторяющихся белковых 
субъединиц в оболочке, Кд следует рассмат-
ривать как эффективную величину, характе-
ризующую суммарный вклад во взаимодей-
ствие отдельных антигенных детерминант 
(эпитопов) на поверхности вирусной части-
цы. В соответствии с этим Кд зависит от ко-
личества эпитопов, связанных с антителами в 
состоянии равновесия. 

Рассчитанные по данным иммунофер-
ментного анализа эффективные значения Кд 
для вирусной частицы как целого антигена 
составили: 

CarMV – (2,7-4,7)х10-12 М; 
PVX – (0,3-1,0)x10-12 М; 
TMV – (0,2-1,7)x10-12 М. 
Разброс значений отражает разные спосо-

бы линеаризации данных [2]. Пример линеа-
ризации приведен на рис.2. 

Рис.2 Линеаризация данных для CarMV, по-
лученных методом ИФА, для нахождения Кд 
по формуле LiAi = Кдх(Ao-Ai), где Li – кон-
центрация антигена (моль/л), Ao – оптиче-
ская плотность в отсутствие конкурирующе-
го антигена, Ai – оптическая плотность, ко-
гда концентрация конкурирующего антигена 
равна Li (при этом получаем линейную зави-
симость с тангенсом угла наклона, равным 
Кд) 

Второй подход к изучению взаимодейст-
вия вирус-антитело заключался в прямой ре-
гистрации формируемых комплексов мето-
дом поверхностного плазмонного резонанса 
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(ППР). На приборе «BIAcore Х» в режиме 
реального времени было исследовано взаи-
модействие как иммобилизованных антител с 
вирусами, так и иммобилизованных вирусов 
с антителами. 

В первом случае на поверхность стан-
дартного чипа СМ5 иммобилизовали антиви-
довые антитела, затем вводили специфиче-
ские антитела (рис.3) в постоянной концен-
трации, далее – соответствующий вирус, и 
через определенное время пропускали реге-
нерирующий раствор, который оставлял на 
поверхности чипа только антивидовые анти-
тела. Во втором случае на чипе иммобилизо-
вали вирус и регистрировали его взаимодей-
ствие с антителами. Для обеих схем оптими-
зировали скорость потока, время взаимодей-
ствия, концентрации вводимых веществ. 

Рис.3 Сенсограмма взаимодействия иммоби-
лизованных на чипе антител с вирусом 
CarMV 
 

Для трех исследованных вирусов были 
сняты сенсограммы (рис.4, 5) при одних и 
тех же концентрациях антител и варьирова-
нии концентраций вирусов в диапазоне 10-1-
102 мкг/мл. 

Рис.4 Сенсограммы взаимодействия иммоби-
лизованных антител с вирусами (100 мкг/мл): 
1 – CarMV, 2 – TMV, 3 – PVX 
 

Полученные значения Кд, измеренные с 
помощью ППР, для целой вирусной частицы 
близки к приведенным выше Кд, измеренным 
методом ИФА. По данным ППР получены 
следующие значения Кд: 

CarMV – 1,55х10-12 М, χ2 = 3,76; 
TMV – 7,31x10-12 М, χ2 = 2,47. 

 
Рис.5 Сенсограммы взаимодействия иммоби-
лизованных антител с TMV в концентрациях: 
1 – 100 мкг/мл, 2 – 40 мкг/мл, 3 – 30 мкг/мл, 4 
– 20 мкг/мл, 5 – 10 мкг/мл, 6 – 1 мкг/мл 

Уточнение физико-химических характе-
ристик взаимодействия вирус-антитело в 
значительной степени зависит от корректно-
го определения количества эпитопов на по-
верхности вирусных частиц, способных свя-
зываться с антителами. Одним из эффектив-
ных подходов для характеристики этой вели-
чины может быть визуализация комплекса 
вирус-антитело современными методами 
микроскопии, в том числе атомно-силовой 
микроскопии. Методы атомно-силовой мик-
роскопии были успешно применены для ис-
следования вируса табачной мозаики и виру-
са Х картофеля в работах [3, 4]., что свиде-
тельствует об эффективности данного подхо-
да. 

Исследования поддержаны грантом 
РФФИ-06-04-08290-офи-а. 
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Одной из заманчивых перспектив исполь-
зования сканирующей зондовой микроско-
пии (СЗМ) является возможность исследова-
ния и модификации структуры биологиче-
ских объектов, таких как молекулы белков и 
ДНК, на атомном уровне. 

Для успешного применения метода изу-
чаемые объекты необходимо фиксировать на 
поверхности. На сегодняшний день наиболее 
распространенной гидрофобной подложкой 
является графит. Он обладает рядом пре-
имуществ по сравнению с другими подлож-
ками. Во-первых, при его сколе образуются 
инертные атомно-гладкие поверхности зна-
чительной протяженности. Во-вторых, гра-
фит является проводящей подложкой. В-
третьих, образцы пиролитического графита 
высокого качества в настоящее время ком-
мерчески доступны. 

СЗМ-исследования показали, что на по-
верхности графита может быть обнаружено 
большое число видов дефектов [1]. В исто-
рии СЗМ есть ряд примеров, когда дефекты 
на подложке были приняты за биологические 
объекты. Например, ступени скола были 
ошибочно интерпретированы как ДНК [2]. 
На рис. 1 представлено изображение межзе-
ренных границ на поверхности графита, ко-
торые одним из авторов данной работы были  
идентифицированы как нанотрубки. 

В докладе представлены результаты ис-
следования поверхности высокоориентиро-
ванного пиролитического графита (ВОПГ) с 
мозаичностью 0.4о и 0.8о (образцы предос-
тавлены ООО «Атомграф АГ») методами 
сканирующей электронной, атомно-силовой 
и сканирующей туннельной микроскопии. 

С помощью сканирующей электронной 
микроскопии установлены размеры кристал-
литов в образцах графита, диаметр которых 
лежит в диапазоне от 2 до 10 мкм. 

Зондовыми методами  на поверхности 
ВОПГ визуализирован ряд дефектов: ступени 
скола, углеродные волокна, «звезды», муары, 
винтовые и краевые дислокации. По данным 
атомно-силовой микроскопии протяженность 
ступеней скола на единицу площади для гра-
фита обеих марок составила (1-3)·10-3 нм-1. 

С помощью сканирующего туннельного 
микроскопа обнаружены линейчатые струк-

туры, интерпретированные нами как ряды 
частичных дислокаций с векторами Бюргер-
са, параллельными базисной плоскости гра-

Рис. 1. Ме
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сти графита. Изображение получено с по-
мощью сканирующего туннельного микро-
скопа. 

Пров
егания частичных дислокаций. Показано, 

что при механическом воздействии иглы 
данные структуры могут перемещаться доль 
поверхности. 

Наблюдаем
а (1-2 Å) зависит от у ловий сканирова-

ния, и при увеличении туннельного напряже-
ния происходит ее уменьшение. При боль-
ших значениях туннельного тока (~ 1 нА) для 
некоторых дислокационных структур наблю-
далась инверсия контраста. Эти данные под-
тверждают предположение о том, что прохо-
ждение дислокаций приводит к изменению 
электронной структуры приповерхностных 
слоев, но почти не сказывается на топогра-
фии поверхности. 

Работа выполн
ммы РАН ОХНМ-4. 

Список литературы: 
Синицына О.В., 

пех мии, 75, 27 - 35 (2006). 
2. Clemmer C.R., Beebe 
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ИССЛЕДОВАНИЕ ДИНАМИКИ ОБРАЗОВАНИЯ ПЕРВИЧНЫХ 
ПРОДУКТОВ ФОТОЛИЗА ЗРИТЕЛЬНОГО ПИГМЕНТА 

РОДОПСИНА В ФЕМТОСЕКУНДНОМ ДИАПАЗОНЕ ВРЕМЕН ПРИ 
ВОЗБУЖДЕНИИ БЕЛКА ИМПУЛЬСАМИ 500 И 560 НМ 
О.А. Смитиенко1, И.В. Шелаев2, Ф.Е. Гостев2, Т.Б. Фельдман1, 
В.А. Надточенко2, О.М. Саркисов2, акад. М.А. Островский1

1ИБХФ РАН, г. Москва, 2ИХФ РАН, г. Москва 
djolia@mail.ru 

Первичной реакцией процесса зрительной 
фототрансдукции является 11-цис→транс 
изомеризация ретиналя, хромофорной 
группы зрительного пигмента родопсина. 
Благодаря белковому окружению эта реакция 
протекает крайне быстро и эффективно по 
сравнению с аналогичной реакцией в 
растворе. Время образования первого 
продукта фотородопсина составляет 200 фс, а 
квантовый выход реакции φ = 0.65 [1, 2]. 
Высокая скорость изомеризации ретиналя, а 
также наличие осцилляций с частотой 60 см-1 
в кинетиках образования фотородопсина и 
следующего продукта батородопсина [3], 
явилось основой гипотезы о протекании 
реакции через нестационарные 
колебательные состояния в результате 
«конического пересечения» S1 и S0 
поверхностей потенциальной энергии. В 
реакции фотоизомеризации участвуют две 
группы колебательных мод: 
высокочастотные нереактивные моды и 
низкочастотные (< 1000 см-1) реактивные 
моды. Причем в работе [4] было показано, 
что чем больше длина волны возбуждения 
родопсина, тем больше заселяются 
реактивные моды. Целью нашей работы было 
экспериментально показать влияние длины 
волны возбуждения родопсина на заселение 
низкочастотных колебательных мод в ходе 
реакции. 

В настоящей работе была проведена 
регистрация кинетик фотоиндуцированного 
поглощения родопсина методом 
фемтосекундной абсорбционной лазерной 
спектроскопии в диапазоне зондирования 
420-750 нм при возбуждении белка 
импульсами 500 и 560 нм. Было показано, 
что увеличение длины волны возбуждения на 
60 нм незначительно сдвигает время 
появления максимума полосы поглощения 
фотородопсина (Фото570) и максимума 
отрицательной полосы выцветания 
основного состояния родопсина (Р500). 
Фурье-анализ кинетик образования фото- и 
батородопсина (520-590 нм) показал, что 

кроме наблюдаемых в работе [3] осцилляций 
с частотой 60 см-1 во временном диапазоне до 
2 пс присутствуют также менее выраженные 
осцилляции с частотами 156, 250 и 320 см-1. 
Близкие колебательные моды были получены 
при исследовании молекулы родопсина 
методом спектроскопии малоуглового 
рамановского рассеяния [5]. Интересен тот 
факт, что амплитуды полученных 
осцилляций не зависят от длины волны 
возбуждения родопсина. Фурье-анализ 
кинетик восстановления основного состояния 
родопсина (420-520 нм) показал наличие 
ярко выраженных осцилляций с частотой 136 
см-1, которые не наблюдались ранее в 
экспериментах с фемтосекундным 
временным разрешением. Амплитуда этих 
осцилляций сильно зависит от длины волны 
возбуждения родопсина и уменьшается более 
чем в два раза при переходе от возбуждения 
импульсами 560 к 500 нм. Также в работе 
была продемонстрирована зависимость фазы 
наблюдаемых осцилляций от длины волны 
возбуждения родопсина. Полученные 
колебательные моды 156, 250, 320 см-1 в 
диапазоне 540-590 нм и 136 см-1 в диапазоне 
450-520 нм дополняют данные, 
представленные в работе [3], отражая 
динамику энергии фотовозбуждения на S1 
потенциальной поверхности. 

Список литературы: 
1. Schoenlein, R.W., Peteanu, L.A., Mathies, 
R.A., Shank, C.V., Science, 254, 412-417 
(1991). 
2. Kim J.E., Tauber M.J., Mathies R.A., 
Biochemistry, 40, 13774–13778 (2001). 
3. Wang Q., Schoenlein R.W., Peteanu L.A., 
Mathies R.A., Shank C.V., Science, 266, 422-
424 (1994). 
4. Kim E.J., Tauber M.J., Mathies R.A., 
Biophysical Journal, 84, 2492-2501 (2003). 
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ АТОМНО-СИЛОВОЙ МИКРОСКОПИИ  
ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ СТРУКТУР ПОВЕРХНОСТНЫХ СЛОЕВ  

ЛИМФОЦИТОВ ЧЕЛОВЕКА 
И.А. Никитина, М.Н. Стародубцева, Т. Г. Кузнецова, Н. И. Егоренков

Гомельский государственный медицинский университет 
marysta@mail.ru

Методы атомно-силовой микроскопии 
(АСМ) предоставляют большие возможности 
для изучения клеток крови. 

Мы изучали мембранные и подмембран-
ные структуры лимфоцитов человека, фикси-
рованных глутаровым альдегидом, с исполь-
зованием  атомно-силового микроскопа «НТ-
206» («МикроТестМашины», Беларусь) в 
контактном режиме сканирования. Особен-
ностями используемого метода фиксации 
лимфоцитов на стеклянной поверхности яв-
лялись относительно непродолжительная ад-
гезия (20 минут) и отсутствие в среде Са2+ . 
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После адгезии лимфоциты изменяют свою 
форму с шарообразной на куполообразную с 
явно видимыми структурами размером 0,5–
1,5 мкм. Размер средних лимфоцитов в усло-
виях опыта составил 7,80±1,10 мкм (n=107), а 
малых – 4,15±0,34 мкм (n=8). По результатам 
профилометрии поверхность средних лим-
фоцитов оказалась более гладкой по сравне-
нию с поверхностью малых лимфоцитов. 
Карта латеральных сил отображает особен-
ности структуры мембранных и подмембран-
ных слоев. Это связано с физико-
механическими взаимодействиями острия 
зонда АСМ с подмембранными структурами, 
в первую очередь цитоскелетом, который 
представлен микрофиламентами, образую-
щими зону сгущения под плазмолеммой, и 
участвующими в процессах адгезии. На рис.1 
представлены топография (а) и карта лате-
ральных сил (б) лимфоцита. Квадратом вы-
делена область, в которой отчетливо разли-
чаются структуры, расположенные попереч-
но направлению роста ламеллоподии. 

Оценка фрактальной размерности поверх-
ностных структур лимфоцитов позволяет 
охарактеризовать степень ее сложности, обу-
словленную функциональной активностью 
клеток. Для средних лимфоцитов фракталь-
ная размерность составляет 2,73±0,09 
(n=154), для малых – 2,85±0,04 (n=50). Раз-
личие фрактальной размерности для средних 
и малых лимфоцитов статистически досто-
верно на доверительном уровне 95%. Таким 

образом, качественный и количественный 
анализ карт латеральных сил совместно с то-
пографией разных групп лимфоцитов позво-
лил выявить структурные особенности 
строения их поверхностных слоев. 

а

б

Рис. 1. Особенности структур ламеллопо-
дий лимфоцитов: (а) топография, (б) карта 
латеральных сил. Размер изображения 
8,5×8,5 µm2. 

Работа выполнена при поддержке БРФФИ 
(Б07-043). 

 



ИЗМЕРЕНИЕ ПЕРСИСТЕНТНОЙ ДЛИНЫ ДНК ПО 
АСМ−ИЗОБРАЖЕНИЯМ 

Е.В. Дубровин, А.Д. Сушко, А.С. Филонов 
Московский государственный университет им. М.В.Ломоносова 

sushko@polly.phys.msu.ru 

В данной работе разработан и реализован 
алгоритм вычисления персистентной длины 
молекул по АСМ изображениям. Проведен 
эксперимент по определению пресистентной 
длины одноцепочечной ДНК (полиаденина). 

Персистентная длина — статистическая 
характеристика полимера, отражающая его 
выпрямленность. Это средняя контурная 
длина между двумя частями (звеньями) по-
лимера, направления которых отличаются на 
1 рад (57º). Она характеризует жесткость по-
лимера. 

Энергия, необходимая для того, чтобы два 
звена двумерной полимерной молекулы, уда-
ленные друг от друга на расстояние  по це-
пи, были повернуты на угол  относительно 
друг друга: 

l
θ

l
YIE

2

2θ
= , где  — модуль Юнга, а Y

I — момент инерции молекулы [1]. Эти 
макроскопические механические свойства 
могут быть связаны с персистентной длиной 
молекулы  при помощи следующего урав-
нения [1]: 

aP

aBTPkYI = , где  — постоянная Больц-
мана, а 

Bk
T  — абсолютная температура. 

С учетом этого формула для энергии пе-

реписывается в виде 
l

TPk
E aB

2

2θ
= . 

В соответствии с формулой Больцмана 
можно записать нормированную функцию 
распределения углов изгиба молекулы и вы-
ражение для второго момента  по этому 

распределению имеет вид 

2θ

a
D P

ll =θ
2

2 )( . 

По последней формуле можно, измерив 
2θ  и , найти персистентную длину по 

наклону линейного участка графика 

l

( )l2θ . 

Чтобы построить этот график, необходимо 
определить углы между направлениями сег-
ментов цепи, удаленных друг от друга на оп-
ределенные расстояния вдоль контура, а за-
тем усреднить квадраты величин этих углов 
по всей совокупности данных. 

В эксперименте исследовались образцы 
полиаденина (pA) на слюде, модифициро-
ванной при помощи APS. Исходный препа-
рат pA имел широкое молекулярно-массовое 
распределение. Сканирование велось на мик-
роскопе "Nanoscope-3a" (Digital Instruments, 
Santa Barbara, USA) в режиме прерывистого 
контакта. 

Из полученного АСМ–изображения выде-
лялась отдельная молекула ДНК в виде рас-
тровой кривой (т.е. в виде массива из N пар 
координат точек). 

Рис. 1 АСМ-изображение ДНК 
Кривая аппроксимировалась ломаной, уз-

лы которой находились на одинаковых кон-
турных расстояниях друг от друга. По подго-
товленным таким образом данным состав-

лялся массив углов  для данной кривой, 
затем набиралась статистика и строился гра-

фик зависимости 

2θ

( )l2θ
. 

Рис. 2 Типичный вид графика ( )l2θ  

Вычисленная нами, таким образом, перси-
стентная длина pA составляет 60нм. 

Список литературы: 
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ческая физика, ч.1, 431–435 (1976) 
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Атомно-силовой микроскоп является 
мощным инструментом при исследовании 
свойств поверхности с высоким пространст-
венным разрешением. Его широкое примене-
ние во многом обусловлено наглядностью 
получаемых результатов. Однако при ис-
пользовании атомно-силового микроскопа в 
качестве сканирующего устройства нельзя 
получить информацию о силах взаимодейст-
вия внутри молекул и их структурных свой-
ствах. Для этих целей был разработан метод 
силовой спектроскопии, позволяющий делать 
выводы о свойствах единичных макромоле-
кул при их растяжении.

Суть эксперимента заключается в сле-
дующем: кантилевер и поверхность подлож-
ки модифицируются так, чтобы при помеще-
нии в раствор с исследуемым веществом 
макромолекулы образовывали устойчивые 
связи как с поверхностью, так и с кантилеве-
ром. После этого снимается зависимость си-
лы взаимодействия между кантилевером и 
молекулой (F) от перемещения по вертикали 
пьезосканера (z) при подводе и отводе от по-
верхности – строится силовая кривая. Ло-
кальные минимумы на кривой отвода соот-
ветствуют конформационным переходам 
внутри молекулы, возникающим в результате 
ее растяжения. Эти действия повторяются в 
различных точках поверхности, таким обра-
зом, мы получаем серию кривых для иссле-
дуемых макромолекул при одинаковых усло-
виях. 

 
Рис. 1. Зависимость силы, действующей 

на молекулу со стороны зонда, от ее растя-
жения. 

В сочетании с правильным анализом по-
добный эксперимент становится незамени-
мым при изучении структуры и упругих 
свойств макромолекул и молекулярных ком-
плексов. 

В данной работе для анализа результатов 
была выбрана персистентная модель поли-
мерной цепи, в рамках которой верна сле-
дующая интерполяционная формула [1]: 

)
4
1

)1(4

1(
2 L

z

L
zL

Tkf
p

B +−
−

=
 , 

где персистентная длина молекулы Lp и кон-
турная длина L – параметры, подбирая кото-
рые наилучшим образом, можно аппрокси-
мировать каждый из участков монотонного 
растяжения силовой кривой, и тем самым, 
вычислить эти величины для данной кон-
формации. Кроме того, непосредственно из 
кривой можно извлечь информацию о силах 
взаимодействия в точках конформационных 
переходов и сделать выводы об энергиях 
этих переходов. 

Для расчета описанных выше величин в 
программе Фемтоскан Онлайн был разрабо-
тан специальный модуль, дающий возмож-
ность последовательного выполнения необ-
ходимых для аппроксимации эксперимен-
тальной кривой операций. В первую очередь 
путем поиска локальных минимумов на си-
ловой кривой производится выделение уча-
стков монотонного растяжения, на каждом из 
них поведение кривой может быть описано 
персистентной моделью с постоянными па-
раметрами. На выделенных участках осуще-
ствляется градиентный поиск минимума 
функционала путем вариации параметров Lp 
и L. 

Была проведена обработка серии силовых 
кривых для α-синуклеина, предоставленной 
медицинским центром университета Небра-
ски. Расчеты дали среднюю величину для 
персистентной длины около 150 пм. 

Разработанный программный модуль мо-
жет быть эффективно использован при изу-
чении явления перехода к неправильной упа-
ковке белков, вызывающего серьезные нев-
рологические заболевания. 

Список литературы: 
1. C. Bouchiat, M.D. Wang, J.-F. Allemand, 
T.Strick, S.M. Block, V. Croquette, Biophysical 
Journal, 76, 409-413 (1999) 
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Пленочные углеродные эмиссионные на-
ноструктурные материалы в настоящее время 
находят широкое применение в различных 
электронных устройствах [1]. В значитель-
ной степени физические, в том числе эмис-
сионные, свойства этих пленок определяются 
структурой их поверхности. 

В данной работе рассматриваются основ-
ные особенности изучения поверхности но-
вого перспективного автоэмиссионного ма-
териала — углеродных нанокластерных пле-
нок (УНП). УНП синтезируются методом 
магнетронного распыления графита в арго-
новой плазме. УНП содержат в своем составе 
значительное количество уникальных объек-
тов — так называемых углеродных нанокла-
стеров, которые, как показали исследования, 
представляют собой сфероидные агломераты 
плотно упакованных параллельно друг другу 
однослойных углеродных нанотруб (рис.1). 

Исследования поверхности УНП прово-
дились с помощью безвакуумного туннель-
ного микроскопа модели СММ-2000Т в ре-
жиме постоянного тока. 

С помощью туннельной микроскопии ус-
тановлено, что макроскопические автоэмис-
сионные свойства углеродных нанокластер-
ных пленок напрямую зависят от количества 
нанокластеров, приходящихся на единицу 
площади поверхности пленки. Показано, что 
нанокластерные пленки, обладающие хоро-
шими автоэмиссионными свойствами, имеют 
на поверхности большое количество нанок-
ластеров. Характерный вид поверхности та-
ких УНП показан на рис. 2. 

Кроме того, с помощью туннельной мик-
роскопии установлена зависимость между 
рельефом УНП и технологическими пара-
метрами их синтеза, такими как ток плазмы 
при синтезе, давление аргона, температура 
подложки. 

Изучена зависимость морфологии пленки 
от материала используемой подложки. 

Для улучшения эксплуатационных 
свойств автокатодов на основе углеродных 
нанокластерных пленок последние при син-
тезе подвергались легированию элементами 
IV группы. Как показано в [2], легирование 
этими элементами углеродных макромоле-
кул, к которым можно отнести углеродные 

нанотрубы, входящие в состав УНП, не при-
водит к изменению структуры макромолекул, 
но при этом существенно снижается их по-
тенциал ионизации. Экспериментально было 
показано, что легирование элементами IV 
группы  действительно снижает работу вы-
хода УНП. С помощью туннельной микро-
скопии было изучено влияние легирования 
на структуру поверхности и размер нанокла-
стеров УНП. 

Рис. 1. Фотография с просвечивающего 
электронного микроскопа фрагмента угле-

Рис. 2. Характерный

родного нанокластера. 

 вид поверхности уг-
лер

1. иницын Н. И., Жба-

одной нанокластерной пленки. 
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Атомно-силовая микроскопия является 
одной из наиболее перспективных методик, 
нашедших свое применение во многих от-
раслях науки, включая биологию. Атомно-
силовая микроскопия позволяет проводить 
исследования на наноуровне, предоставляя 
исследователям уникальную возможность 
оценить ультратонкую структуру и свойства 
различных материалов, а также различных 
биологических объектов, начиная от отдель-
ных биополимерных молекул и заканчивая 
целой клеткой [1]. 

Одним из наиболее интересных и пер-
спективных направлений современной нано-
биологии, проводимых с помощью метода 
атомно-силовой микроскопии, является ис-
следование ДНК и нуклеопротеиновых ком-
плексов. 

Приготовление препаратов ДНК для ис-
следования методом атомно-силовой микро-
скопии требует иммобилизации молекул 
ДНК на специальной положке, в качестве 
которой чаще всего используется слюда. Од-
нако слюда, как и молекулы ДНК, имеет от-
рицательный заряд, и, чтобы преодолеть 
электростатическое отталкивание, поверх-
ность слюды обрабатывают различными по-
ложительно заряженными веществами, в ро-
ли которых могут выступать соли двухва-
лентных металлов, а также кремний-
органические компоненты, в частности – 
аминопропилтриэтоксисилан [2]. 

Для исследований нуклеопротеиновых 
комплексов в последнее время предложено 
использовать спермидин, трехвалентный по-
лиамин, субмиллимолярные концентрации 
которого позволяют прикрепить ДНК к по-
верхности подложки при различных концен-
трациях хлорида натрия [3]. 

Еще одной отличительной чертой иссле-
дования ДНК и нуклеопротеиновых ком-
плексов методом атомно-силовой микроско-
пии является относительная простота приго-
товления препаратов, а также особенность их 
долговременного хранения. 

Микоплазмы (прокариоты, класс Mol-
licutes) – микроорганизмы с ограниченными 
биосинтетическими возможностями, кото-

рые, однако, не препятствуют этим бактери-
ям занимать самые разнообразные экологи-
ческие ниши [4]. Недавно нами было уста-
новлено, что при неблагоприятных условиях 
вегетативные клетки микоплазм могут пре-
вращаться  в ультрамикроформы, характери-
зующиеся резким сокращением размеров 
клеток, а также изменением физиологиче-
ских и биохимических особенностей клеток 
данных микробов [5]. Кроме того, нами было 
обнаружено, что патогенность ультрамикро-
форм микоплазм отличается от таковой у ве-
гетативных клеток [6]. Мы предполагаем, что 
наблюдаемые явления должны иметь отра-
жение в изменениях конформации генетиче-
ского материала (изменение активности не-
которых генов в процессе нанотрансформа-
ции вегетативных клеток микоплазм в ульт-
рамикроформы обнаружено нами ранее – 
[7]). Для проверки этого предположения мы 
планируем использовать метод атомно-
силовой микроскопии. 
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Влияние так называемого «грязного» 
электричества на биологические объекты яв-
ляется крайне мало исследованным. Тем не 
менее, имеющиеся в настоящее время на-
блюдения позволяют говорить, что «грязное» 
электричество (электромагнитная энергия, 
проходящая по проводнику и отклоняющаяся 
от стандартной синусоидной волны 50/60 Гц) 
может быть причиной развития таких пато-
логических состояний, как:  учащенная пуль-
сация, аритмии, чувство сдавливания в груди 
(со стороны сердечно-сосудистой системы); 
синусит и астматические состояния (со сто-
роны дыхательной системы); катаракта и 
чувство жжения в глазах (со стороны систе-
мы анализаторов); зуд, покраснение и чувст-
во жжения кожи (дерматологические эффек-
ты). Кроме того, нервная система, как самая 
реактивная система нашего организма, в пер-
вую очередь реагирует на подобные воздей-
ствия такими проявлениями, как  головные 
боли, головокружения, тошнота, бессоница, 
слабость, онемение конечностей, мышечные 
спазмы и суставные боли  и рядом других 
расстройств, включая и когнитивные [1-5]. 

 «Грязное» электричество является везде-
сущим поллютантом и может генерироваться 
компьютерами, а также различными электро-
бытовыми приборами [3]. В связи с распро-
страненностью данного фактора, проблемы 
оценки его эффектов с целью выработки ре-
комендаций по эффективной защите пред-
ставляются особенно актуальными. 

Любая цепь патологических нарушений 
начинается с изменений нормального функ-
ционирования генов и их комплексов. В свою 
очередь, причиной изменения нормальной 
работы генов могут служить изменения 
структуры и конформации дезоксирибонук-
леиновой кислоты (ДНК). О влиянии различ-
ных факторов физической природы (в по-
следнее время исследователей особенно ин-
тересуют эффекты радиочастотного диапазо-
на) на структуру генетического материала 
известно довольно много [6, 7], но, к сожале-
нию, генетические эффекты «грязного» элек-

тричества до сих пор остаются неизвестны-
ми. 

Атомно-силовая микроскопия представля-
ет уникальные возможности для исследова-
ния структуры ДНК [8], а также ее комплек-
сов с ДНК-связывающимися белками [9].  

Мы полагаем, что исследование структу-
ры ДНК методом атомно-силовой микроско-
пии поможет выяснить особенности струк-
турных и далее, как следствие, функциональ-
ных изменений генетического материала ря-
да биологических объектов, подвергнутых 
воздействию «грязного» электричества (час-
тоты порядка 4-100 кГц). 
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В последнее десятилетие методы атомно-
силовой микроскопии (АСМ) нашли широкое 
применение в медико-биологических исследо-
ваниях. 

Цель работы состояла в исследовании осо-
бенностей поверхностной морфологии цито-
плазмотической мембраны эритроцитов мето-
дом АСМ при остром лейкобластном лейкозе. 

Исследования морфологии поверхности 
эритроцитов детей, больных острым лимфобла-
стным лейкозом (рецидив) проводили на атом-
но-силовом микроскопе Ntegra Prima (НТ-МДТ, 
г. Зеленоград, Россия) в режиме прерывистого 
контакта на воздухе с использованием стан-
дартных кремниевых кантилеверов (k=0,01-0,08 
Н/м). На поверхности свежесколотой слюды 
эритроциты фиксировались в 2,5 % глутаровом 
альдегиде в течение 40 мин. Затем образцы 
промывали фосфатным буфером и дегидратиро-
вали в 30 %, 50 %, 70 % и 96% этаноле в тече-
нии 5 мин (для каждой концентрации этанола). 

Обнаружено увеличение размеров клеток. 
Диаметр эритроцитов составляет 9-10 мкм (рис. 
1). 

 а) 

 б) 
Рис. 1. АСМ изображение эритроцита паци-

ента с острым лимфобластным лейкозом а)3D 
изображение, б)профиль. 

При уменьшении окна сканирования до 
600 нм визуализируется гранулярная 
структура поверхности цитоплазматиче-
ской мембраны эритроцита (рис. 2). Раз-
мер гранул составляет от 10 до 50 нм. 

 
а) 

 
б) 

Рис. 2 а)АСМ изображение участка по-
верхности цитоплазматической мембраны 
эритроцита, б)изображение фазового кон-
траста того же участка поверхности мем-
браны. 

Проведенные исследования позволили 
выявить морфофункциональные измене-
ния эритроцитов при остром лимфобласт-
ном лейкозе. Изображение фазового кон-
траста позволяет предположить наличие 
участков мембраны с различными упруго-
вязкими свойствами. 
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Атомно-силовой микроскоп стал мощным 
инструментом для исследования биологических 
макромолекул с момента его изобретения в 1986 
г. Молекула ДНК, играющая важную роль в 
молекулярной биологии, интенсивно изучается 
с помощью атомно-силовой микроскопии 
(АСМ). В 1992 г. были опубликованы первые 
надежные и воспроизводимые результаты 
исследования ДНК методом АСМ [1]. Главной 
задачей успешности таких исследований 
является иммобилизация молекул ДНК на 
атомно-гладкую поверхность. 

При приготовлении образцов важно, чтобы 
исследуемые молекулы достаточно прочно 
фиксировались на подложке в расправленном 
состоянии. 

Первые надежные результаты исследования 
ДНК методом атомно-силовой микроскопии 
были получены, когда изучаемые структуры 
наносили из капли рабочего раствора на 
поверхность слюды, модифицированной ионами 
двух- (и более) валентных металлов [2] (рис. 1а). 
Эти ионы, по-видимому, служат связующими 
мостиками между отрицательно заряженной 

Рис. 1. Связывание молекулы ДНК и 
подложки: а) ионами металлов; б) пленкой 
тиолов или силанов. 
слюдой (в водных растворах) и отрицательно 
заряженными фосфатными группами молекулы 
ДНК. 

Другая широко используемая методика 
химической модификации подложки для 
стабилизации молекул ДНК на поверхности - 
силанизация слюды (рис. 1б). Процесс 
силанизации заметно не изменяет 
топографических особенностей поверхности 
слюды − она остается достаточно гладкой, в то 

же время улучшается связь молекулы с 
модифицированной подложкой. 

При подборе адекватной методики 
приготовления образцов атомно-силовой 
микроскоп представляет собой удобный и 
надежный прибор для исследования 
свойств биологических структур на 
молекулярном уровне. Типичными 
артефактами при АСМ-исследованиях 
молекул ДНК являются завышенные 
латеральные размеры − 10-15 нм - и 
заниженные вертикальные − около 0,7 нм, 
в то время как диаметр одиночной 
молекулы ДНК около 2 нм. Завышение 
латеральных размеров обусловлено 
конечной величиной радиуса кривизны 
зонда [3]. Причиной занижения 
вертикальных размеров может являться 
деформация молекулы под действием 
зонда. 

С целью получения четких 
изображений молекул ДНК на слюде был 
перепробован ряд методик 
иммобилизации ДНК. Варьировались 
концентрация образцов и условия среды. 
В первую очередь была проверена 
способность ионов двухвалентных 
металлов закреплять ДНК на поверхности. 
В качестве связующих катионов были 
опробованы катионы Mn2+, Ni2+, Mg2+. 
Замечено, что наилучшими 
иммобилизующими свойствами обладает 
Mn2+, дающий относительно 
воспроизводимые результаты. 

Образцы были приготовлены 
следующим образом: свежесколотую 
слюду выдерживали в течение 40 мин. в 
10 мМ растворе MnSO4. Затем 
просушивали на воздухе и прикапывали 
на нее иммобилизационный раствор, 
содержащий 10 мМ MnSO4 и 10 нг/мкл 
ДНК (фрагменты двуцепочечной 
молекулы с «липкими» концами длиной 
250 п.н.). Раствор выдерживали на слюде 
в течение 10 мин. Затем смывали 2 раза 
водой по 100 мкл, сушили. После этого 
помещали в эксикатор – досушивали над 
Р2О5. На полученном изображении (рис. 2) 
наблюдаются кольцевые структуры. 
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«Загрузка» поверхности (плотность 
иммобилизованных молекул) оказывается  

Рис. 2. Изображение в полуконтактном 
режиме фрагментов ДНК с «липкими» концами, 
иммобилизованных на слюде, 
модифицированной катионами Mn. 
достаточной для наблюдения отдельных 
молекул. Поскольку образцы представляют 
собой фрагменты ДНК с «липкими» концами, то 
вполне обоснованным является образование 
этих кольцевых структур. 

При исследовании λ-ДНК на поверхность 
подложки наносили каплю 
иммобилизационного раствора, содержащего 2,5 
мМ MnSO4 и 1 нг/мкл молекул λ-ДНК, 
представляющих собой длинные (свыше 10000 
п.н.) последовательности нуклеотидов, затем 
высушивали при комнатной температуре в 
течение 1 часа. 

Рис. 3. Изображение в полуконтактном 
режиме λ-ДНК, иммобилизованных на слюде, 
модифицированной катионами Mn. 
Подложку не промывали водой. На полученном 
изображении (рис. 3) отчетливо наблюдаются 
нитевидные объекты и сетеподобная структура, 
являющаяся следствием объединения отдельных 
нитей-молекул ДНК.
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ИCСЛЕДОВАНИЕ ВЛИЯНИЯ ЦИТОТОКСИНОВ ИЗ ЯДА КОБР И 
АЛЬФА-СПИРАЛЬНЫХАНТИМИКРОБНЫХ ПЕПТИДОВ НА 

ЦИТОСКЕЛЕТ ЭУКАРИОТИЧЕСКИХ КЛЕТОК 
Г.В. Шаронов, О.В. Воронцова, А.В. Феофанов, М.П. Кирпичников 
Биологический факультет МГУ им. М.В Ломоносова, кафедра Биоинженерии 
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Известно, что цитотоксины (ЦТ) из яда 
кобр и антимикробный пептид (АМП) мелит-
тин обладают схожими фармакологическими 
свойствами [1], среди которых цитолитич-
ность, увеличение внутриклеточного Ca2+, 
индукция сокращений гладкой мускулатуры, 
деполяризация клеточной мембраны. При 
этом, хотя эти молекулы и принадлежат к 
классу катионных амфифильных пептидов, 
они существенно отличаются по структуре. 
Мелиттин – линейный альфа-спиральный 
пептид из 26 аминокислотных остатков, а 
ЦТ − «трехпальцевые» пептиды длиной 59-62 
аминокислотных остатка с преобладанием 
бета-структур. Детальный механизм фарма-
кологической активности этих соединений до 
конца не ясен. 

С помощью лазерной сканирующей кон-
фокальной микроскопии нами были исследо-
ваны цитотоксин 2 из Naja Oxiana и катион-
ный амфифильный АМП, латарцин (Ltc2а из 
[2]). Наблюдение в реальном временем за 
распределением этих соединений в клетке 
позволило выявить общие особенности, ко-
торые ранее не отмечались для данных типов 
соединений (на иллюстрации латарцин): 

1. оба пептида стимулируют перестройку 
цитоскелета, изменение формы клеток и об-
разование стресс-фибрилл (рис.1, черные 
стрелки); 

2. за 10 с – 5 мин до гибели клетки наблю-
дается лавинообразное возрастание связыва-
ния пептида на плазматической мембране 
(рис.1); 

3. лавинообразное возрастание концен-
трации пептида инициируется в области кле-
точных псевдоподий (рис.1, белая стрелка). 

Область псевдоподий имеет высокоупоря-
доченную организацию липидов и содержит 
множество белков, тесно связанных с цито-
скелетом. Отмеченная реорганизация требует 
непосредственного воздействия на цитоске-
лет, что и может являться причиной даль-
нейшего лавинообразного увеличения связы-
вания. Метод АСМ эффективно применяется 
для изучения структуры и свойств актиновых 
филаментов в живых клетках. Мы планируем 

использовать АСМ для изучения влияния 
данных пептидов на свойства цитоскелета. 

 

5 мин 

 

12 мин

 

 

13 мин

20 мин

Рис. 1. Клетки А549 в присутствии 2 мкМ 
родамин-меченного латарцина в течение ука-
занного времени. Представлены изображения 
в проходящем свете (левый столбец) и кон-
фокальные флуоресцентные изображения, 
описывающие распределение пептида (пра-
вый столбец). После 20 мин инкубации клет-
ка мертва. 
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АНАЛИЗ РАСТВОРИМОГО КОФЕ МЕТОДАМИ 
АТОМНО-СИЛОВОЙ МИКРОСКОПИИ 

Д.И. Яминский 
ООО «Старт инноваций» 

Dmitry@nanoscopy.net

Сейчас как в развивающихся, так и в ин-
дустриальных странах растворимый кофе 
ставится все более популярным напитком. 
Ученые до сих пор не пришли к выводу о 
пользе или вреде растворимого кофе. Одни 
говорят, что растворимый кофе не содержит 
вредных составляющих и является исключи-
тельно полезным продуктом. С другой сто-
роны ученые говорят, что в растворимом ко-
фе присутствует нерастворимые частицы, 
которые могут забивать сосуды, чем наносят 
вред человеку. 

Для анализа растворимого кофе был вы-
бран сканирующий зондовый микроскоп 
ФемтоСкан. Данный микроскоп прост в ос-
воении и полностью удовлетворяет всем не-
обходимым требованиям для проведения ра-
боты.  

В связи с невозможностью сканирования 
жидкости в атомно-силовом микроскопе, в 
работе исследован осадок из раствора. Рас-
твор был нанесен на слюду и оставлен до 
полного высыхания. В качестве подложки  
выбрана слюда, так как она обладает наибо-
лее гладкой поверхностью по сравнению с 
другими материалами, и достаточно хорошо 
смачивается водой. 

Рис.1 Изображение осадка растворимого
кофе, разведенного в питьевой воде 

 

кофе, которые мы можем наблюдать на рис.2. 

ден
т 100 нм. 

Он

 малень-
ко

1. минский И.В., Руко-
ство

При сканировании осадка из раствора 
питьевого кофе возможно увидеть частицы, 
которые не относятся к самому растворимо- 

му кофе. Эти частицы могут изначально на-
ходится в воде, что видно на рис. 1. В кон-
трольных измерениях вода была проверена 
на наличие примесей. Для этого вода была 
нанесена на слюду и высушена. В результате 
на слюде должны остаться частицы, которые 
содержаться в воде.  

Проведенный эксперимент показал, что в 
использованной нами дистиллированной во-
де практически отсутствуют примеси, лишь 
изредка наблюдались остаточные примеси. 

В эксперименте кофе был смешен с водой 
в отношении 1 гр. к 200 мл. В результате бы-
ли получены следующие изображения частиц 

Рис.2 Изображение частиц кофе, разве-
ного в дистиллированной воде 
Размеры частиц едва достигаю
и могут попасть в капиллярные сосуды, а 

также при наличии у человека некоторых 
патологий, как лишний вес, сердечная недос-
таточность, развить эти патологии. Наи-
больший вред частицы способны нанести 
человеку больным атеросклерозом. 

Если сравнивать размеры самого
го капилляра с размером частицы кофе, то 

видно, что частица меньше в 5-6 раз. Поэто-
му сама по себе частица не может засорить 
капилляр, другое дело, если их будет много, 
но и здесь капилляр спасает от засорения его 
способность к изменению размера.  

Список литературы: 
Филонов А.С., Я

вод  CЗМ ФемтоСкан. М., 2007, 87 с. 
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ИСКАЖЕНИЯ ИЗОБРАЖЕНИЙ ПОВЕРХНОСТИ 
И ВОЗМОЖНЫЕ ПУТИ ИХ ВЫЯВЛЕНИЯ 

В.Д.Кочаков, Н.Д.Новиков, Е.А.Ярусов, Д.В.Егоров  
Чувашский государственный университет им. И.Н.Ульянова 

kocherishca@mail.ru

Цель данного сообщения обратить внима-
ние исследователей на некоторые особенно-
сти анализа получаемых в атомно-силовой 
микроскопии изображений различных объек-
тов. 

 
Рис.1.Удвоение структур на поверхности. 
Так, например, часто встречается в атом-

но-силовой микроскопии артефакт удвоения 
иглой объектов на поверхности. Ниже приве-
дена топография поверхности интеркалиро-
ванного графита с очевидно не естественной 
формой рельефа встречающихся объектов. 
Стрелкой на рисунке показано направление 
удвоения изображения. Восстановив форму 
иглы по полученному изображению, можно 
получить присутствие двух острий на игле. 

 
Рис. 2. Двухфазные частицы Ag +ЛЦУ на 

ситалле 
Однако эффект удвоения и влияния иглы 

не так очевиден на шероховатых поверхно-
стях, где размер зерен сравним с размерами 
дополнительных острий на кончике иглы. На 
рис. 3 изображена поверхность пленки нике-
ля, полученная термическим испарением. 
Здесь удвоение не так очевидно, но в фурье-
спектре мы видим наличие пиков. 

 
Рис.3. Поверхность пленки никеля. 

ляется частным 
слу тов иглой слож-
ной

 сканируют несколькими 
нов

ую форму. Причиной 
здес

Рис. 4. Частицы Ni+ЛЦУ 
Удвоение объектов яв
чаем отображения объек
 формы. Умножение числа объектов про-

исходит тогда, когда размер дополнительных 
острий на игле меньше исследуемых особен-
ностей поверхности. В случае когда игла 
больших размеров, то ее форма будет пере-
даваться на объекты и они все будут одина-
ковых размеров.  

Для устранения влияния формы иглы по-
верхность обычно

ыми зондами. 
На рис. 2 и 4 приведены образцы частиц, 

которые имеют схож
ь скорее всего является форма иглы кан-

тилевера. Однако процесс формирования 
частиц происходит в одинаковых условиях, и 
возможны схожие диффузионные процессы, 
влияющие на формообразование частиц. 
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ЛИНЕЙНО-ЦЕПОЧЕЧНЫЙ УГЛЕРОД 
В.Д. Кочаков, Н.Д. Новиков, Е.А. Ярусов, Д.В Егоров 
Чувашский государственный университет им. И.Н.Ульянова 

kocherishca@mail.ru

Линейно-цепочечный углерод был синтези-
рован в виде порошка в 1960 году А.М. Сладко-
вым с сотрудниками [1] в виде (≡ C – C ≡ C – C 
≡ C – C ≡) n полииновой формы α-карбина и (= 
C = C = C = C = C = C =) n кумуленовой формы 
ß–карбина. Мировая наука практически не от-
реагировала на данное открытие. Его затмило 
открытие фуллеренов и нанотрубок. Группе ав-
торов [2] удалось синтезировать линейно-
цепочечный углерод (ЛЦУ) в виде пленки. Ли-
нейно-цепочечный углерод синтезируется в ви-
де полимерных цепочек расположенных пер-
пендикулярно поверхности подложки в виде 
гексагональной структуры. На рис. 1 представ-
лена топография поверхности пленки (получена 
на атомно-силовом микроскопе 
И.В. Яминским, МГУ). 

Рис. 1. Поверхности пленки ЛЦУ. 
Пленка обладает следующими свойствами: 
1. Атомы углерода связаны в полимерную цепь 
σ и π-связью. 
2. Цепочки объединены силами Ван-дер-Вальса 
и между ними нет химической связи. Синтези-
рованная на силиконовую подложку, пленка 
ЛЦУ не осыпается при растяжении силикона в 
несколько раз. 
3. При самых минимальных толщинах в 5Å 
пленка ЛЦУ не имеет островковой структуры и 
полностью покрывает и повторяет исходную 
топографию поверхности подложки. Биомеди-
цинские эксперименты с использованием ЛЦУ 
показали прекрасную совместимость с кровью. 
Рис. 2. показывает скорость свертывания крови 
на поверхностях различных материалов в срав-
нении с ЛЦУ пленкой. Видно, что покрытие 
ЛЦУ 

Рис. 2. Скорость свертывания крови. 
придает исключительную тромборези-
стентность (превосходит полистерин, 
являющийся до настоящего времени 
лучшим по этим показателям) и позво-
ляет улучшить биосовместимость меди-
цинских имплантантов и устройств, 
уменьшает риск образования тромбов, 
отторжения имплантанта и развития 
воспаления. 

Рис. 3. Увеличенный фрагмент рис. 1. 
Принимая во внимание структуру 

пленки ЛЦУ (рис. 3) и модель гексаго-
нальной ячейки (рис. 4), был осуществлен 
эксперимент по внедрению атомов сереб-
ра в пленку. Схема образца представлена 
на рис. 5. 

Рис. 4. Модель структуры пленки. 

Ag

5Å 
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Рис. 5. Структура экспериментального об-
разца. 

Данную структуру помещали в печь и при 
400ºС отжигали на воздухе в течении 10 минут. 
Эксперимент проводился с целью усиления 
атомами серебра бактериоцидности пленки. Ре-
зультат данного эксперимента приведен на рис. 
6. 

Рис. 6. Внешний вид образца до и после от-
жига. 

Рис. 7. Структура поверхности образца до (а) 
и после (б) отжига. 

Рис. 8. Нарушение сплошности двухфазной 
системы Ag + ЛЦУ. 

Отражающее двухслойное покрытие после 
термообработки превратилось в прозрачное и 
проводящее. Структура поверхностей до (а) и 
после (б) отжига показана на рис. 7. 

Изменяя толщину пленки серебра, мы 
получали различные результаты при от-
жиге указанных двухслойных систем. На-
пример, при толщине пленки серебра 
2000Å и пленки ЛЦУ 500Å происходит 
нарушение сплошности. 

Двухфазная система Ag + ЛЦУ сполза-
ет с поверхности серебра и, как видно из 
рис. 8, её поверхность атомно-гладкая. 

Меняя толщины пленок серебра и ЛЦУ 
можно создать структурированную по-
верхность, как это показано на рис. 9. 

Рис. 9. Структурирование поверхности 
при нарушении сплошности пленки Ag + 
ЛЦУ. 

Уменьшая толщину пленки серебра, 
можно уменьшать количество кластеров, 
состоящих из двух фаз Ag + ЛЦУ. 

Рис. 10. Структурирование поверхно-
сти пленки Ag + ЛЦУ при островковом 
нанесении серебра. 
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Конкурс изображений 
BioImage 
Будашов Игорь Анатольевич 

Химический факультет МГУ имени М.В. Ломоносова 
Микроскоп: Solver P-47 (NT-MDT) 

Клетки бактерии Helicobacter pylori. 
Культура клеток предоставлена Куватом 
Момыналиевым, НИИ Физико-химической 
медицины Росздрава. Изображение справа – 
с виртуальной подсветкой. 

 

Фибриллы рекомбинантного прионного 
белка крупного рогатого скота, 
полученного в Институте вирусологии. 
Изображение справа – с виртуальной 
подсветкой. 



BioImage 
Мешков Георгий Борисович 

Физический факультет МГУ имени М.В. Ломоносова 
Микроскоп:  Фемтоскан 

Изображение образца ДНК, 
состоящей из трех цепочек. 
Видны участки ДНК, состоящие 
из разного количества цепей и 
обладающие разной жесткостью. 

 
Миронов Василий Андреевич 

Факультет Почвоведения МГУ им. М.В. Ломоносова 
Микроскоп: Nanoscope IIIa 

Культура клеток рода 
Aquaspirillum,  выделенные из 
многолетнемерзлой породы, 
относящейся к Едомной 
свите. Подложка – свежий 
скол слюды. Образец 
наносился на подложку в виде 
сильн  разбавленной 
суспензии клеток в 
дистиллированной воде. На 
изображении сильно еличен 
вертикальн масштаб для 
лучшего ото ражения 
полярно женных 
жгутиков. 

о

 ув
ый 
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BioImage 
Меньшиков Евгений Александрович 

Физический факультет МГУ имени М.В. Ломоносова 
Микроскоп: Nanoscope IIIa 

Образец: пленка триблок-
сополимера (полистирол-
полиметилакрилат -полистирол) 
 на слюде. [ПС][ПМА]=1:1. На 
изображении наблюдается 
ламеллярная структура, типичная 
для блок-сополимеров с равными 
долями блоков.  

 
Дедкова Елена Георгиевна 

Кабардино-Балкарский государственный университет, г.Нальчик. 
Микроскоп: SolverPro (NT-MDT) 

АСМ изображение 
патологических эритроцитов ребенка 
с наследственной анемией. 



BioImage 
Васильченко Алексей Сергеевич 

Оренбургский государственный университет 
Микроскоп: СММ-2000 

Изображения представляют собой 2 скана Солнечников (систематическое положение: Protozoa 
− Sarcomastigophora − Sarcodina − Heliozoa). 

 

Ю.Ю. Щуцкая, Ю.Л. Элькина, 
Е.В. Шмальгаузен 

РАН НИИФХБ им. А.Н. Белозерского 
МГУ им. М.В. Ломоносова, Москва 

Микроскоп: Axiovert 2000N 

Ю.Ю. Щуцкая, С. Гаяр, 
В.И. Муронец, Т.Эртле 
Институт Национальных 

Агрономических Исследований (INRА), 
Нант, Франция 

Микроскоп: JEOL JEM-1230 

Иммунофлуоресцентное окрашивание 
сперматозоидной глицеральдегид-3-
фосфатдегидрогеназы (ГАФД-С) в 
сперматозоидах человека. 

Агрегация овечьего приона при 
термообработке. Изображение получено с 
помощью трансмиссионной электронной 
микроскопии 
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биохимической физики, РАН, г. Москва 

ibudashov@genebee.msu.su 

Будник Оксана Петровна 
Международный центр «Институт 
прикладной оптики», Украина, г.Киев 

oksinfo@i.com.ua 
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* при изготовлении зондов SW используется уникальная запатентованная технология роста кристаллов кремния 



 
Компания «Академия биосенсоров» предлагает новый тип аналитического 
оборудования: «Атомные весы Биоскан», для применения его в прикладных 
и научных исследованиях в областях химии, биологии и медицины. 

"Атомные весы Биоскан" – это уникальный многофункциональный анализатор химических и 
биологических веществ, основанный на массиве микрокантилеверных мембран. Аналитический 
сигнал (степень деформации кантилеверной мембраны) возникает при связывании определяемо-
го вещества с рецептором кантилевера. Деформация меха-
нических датчиков контролируется помощью прецизионной 
лазерно-оптической системы. По своей архитектуре канти-
леверный анализатор имеет энергетический фильтр актов 
неспецифического связывания, которые обычно сильно ис-
кажают реальный сигнал большинства прямых систем ана-
лиза. Иными словами, кантилевер способен отличать спе-
цифические молекулы анализируемого вещества от неспе-
цифических молекул, прореагировавших с его рецептором, 
а массив кантилеверов позволяет определять одновременно 
несколько типов биомаркеров.  
 

 
Мультикантилеверная система "Атомные весы Биоскан" 
позволяет разрабатывать высокочувствительные биологи-
ческие и химические label-free сенсоры c возможностью 
многофакторного анализа. 
Основные преимущества системы: 
� проведение прямого анализа, не требующего меток, 
� рекордный предел обнаружения вещества – 10-16 

моль, 
� устройство подключается к компьютеру через USB (не 

требуется блока электроники и шнура питания), 
� удобная система ввода пробы 
� интуитивно понятный интерфейс программы, 
� возможность визуального наблюдения за измеритель-

ной камерой 
 

 
 

Кантилеверы устанавливаются в специальном держателе. Анализируемая 
смесь вводится в ячейку с установленными кантилеверами, на которых на-
правляется луч лазера. После отражения от кантилеверов система зеркал 
направляет луч на детектор - матрицу камеры, получаемое ею изображение 
анализируется программой. Химические реакции и процессы адсорбции и де-
сорбции на поверхности кантилевера вызывают его отклонение и смещение 
отраженного луча.  
 

 
Управление системой "Атомные весы Биоскан" осуществляется 
программой «FemtoScan Video Sense». В верхней части окна 
программы показано снимаемое камерой изображение сенсор-
ной ячейки с двумя кантилеверами, сигнал, поступающий на 
детектор и обработанное изображение, на котором отражен-
ные лучи показаны разными цветами. Ниже строятся графики 
зависимости отклонения каждой мембранной консоли от вре-
мени. 
 
 

  www.biosensoracademy.com 
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	�����	��������	 �	������
��	 	 �����������	 � �	�.  
� �������� 	 �������	���� �	!��� ����� ����	������ 

������	 ���� 
����� �����
 «������ ���	!�» � �� 	 
������	 ����!"�  

� 
����� �����
 ����� ����! ��	������� ����	������ 
������� 
�!������ 	�
���!����� ����������	 �����
��� 
���������� � NA �� 0.55, ��#���	�� �������� ��!�����	�, 
������� �����- 	 �������	�����	����� 

� �������	������ 
�	�����	� ������� �������� 
���, 
������� 
���, $�!����� ��������� 	 �	$$����"	������� 
	����$����"	������ ���������, 	������"	� � CLSM, TIRF, 
FRAP, FRET 

� �����	!������� �������	�, �
��������� ���
������� 	�	 
� 
������ �%����	�� (10 �� x 10 ��), 	 �����	!� 
�������	������� 
������ 

� �	����� ���	����	 ��!��� EasyAlign™ (������ � Veeco) 
� �	�
�!�� 
� Z ����� 15 ��� 
� �	�
�!�� 
� X-Y ����� 150 ��� ��� ��
��������	� ������ 

�� 	 �
�	����	�/$������"������ �������  
� �	!��������� �	����� �	����	!�"		 
� XYZ 
� &'-��!�� (850 ��) ��� ������	�����	� ��������	� 

����	������ �� 	����$��	���� � 	!�����	�� ������� 
$������"������ ����	����� � ������� ����� 

������������ ����� ��� �������� ������� %	�����	 	 �����$��� ��� ����!"��, 
���� ��!��%����� � �����	� ��	�������� ������	 �������� � ����!"��	, 
������	�������	 � �	������� 	�	 �*, ��
�	��� ����������	 �������	. 
��������� �	 ������� �� ��������� ���
������� �� 60 �º � ����������������. 
�� �����	� 
	� ����	�: 
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��	����, 
���������� �� ����� 
��	��. ������ ��	�� 65 ���.  

������� ��� ������� � 
���	�� 	�����������. 
������ ��	�� 252 
� . 

����	��� �������� 
������ ���	! �"���� 
����. ������ ��	�� 140 
�. 

#���������� �	���	��� 
����$��	� %��	�����% &���� 
GroES. ������ ��	�� 18 
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СБОМ изображение
митохондрий, окрашенных

FITC�мечеными антителами.

Нанолаборатория ИНТЕГРА Спектра — это атомно�силовая микроскопия (АСМ), конфокальная
оптическая микроскопия (в том числе флуоресцентная), конфокальная микроскопия/спектроскопия
комбинационного рассеяния (КР) и СБОМ — сканирующая ближнепольно�оптическая микроскопия.
Конфокальная микроскопия позволяет локализовать объект и идентифицировать его химический
состав (по спектрам КР) с разрешением в плоскости менее 200 нм, а СБОМ позволяет получить картину
распределения оптических свойств с разрешением 30�50 нм.

Уникальность системы заключается в том, что благодаря объединению АСМ с конфокальной опти�
ческой системой стали доступными нелинейно�оптические эффекты, возникающие при взаимодейст�
вии света с острием АСМ зонда (в частности, так называемый эффект гигантского усиления КР или,
в английской аббревиатуре, TERS — tip�enhanced Raman scattering). 

TERS�эффект приводит к тому, что в близкой окрестности острия интенсивность КР оказывается на
несколько порядков выше, чем в среднем в освещенной части образца. Благодаря этому пространст�
венное разрешение спектроскопии оказывается около 50 нм. В частности, таким путем можно лока�
лизовать с точностью до 50 нм и идентифицировать по спектру КР единственную макромолекулу. 

Микроскопия и спектроскопия
сверхвысокого разрешения 
(ИНТЕГРА Спектра)

200 nm

200 nm

Изображение клеток водорослей А) оптическое, В) КР на линии бета�каротина, С)
конфокальное (автофлуоресценция). Изображение получено П. Дорожкиным, 

НТ�МДТ. Образец любезно предоставлен Dr. Don McNaughton, Monash University, 
Victoria, Australia

5 µm 5 µm
5 µm

A. B. C.

200 nm

Микроскопия комбинационного рассеяния со сверхвысоким пространственным разрешением. A.– схематическое описание метода
TERS (tip�enhanced Raman scattering). B. – когда зонд находится вблизи от пучка углеродных нанотрубок сигнал комбинационного

рассеяния от них увеличивается на порядки. C. – изображение пучка углеродных нанотрубок, полученное с помощью КР
микроскопии (в конфокальном режиме). D. – изображение того же пучка полученное с применением TERS. 

Эффект локального усиления поля позволяет улучшить пространственное разрешение КР микроскопии, по крайней мере, в 4 раза. 
Данные получены в лаборатории Prof. G. de With, TUE, the Netherlands коллективом авторов: Dr. S.Kharintsev, Dr. G. Hoffmann, 

Dr. J. Loos, а также Дорожкиным П., НТ�МДТ.

Tip 
approached

Tip 
retracted

ИНТЕГРА Спектра вошла в список ста лучших научно�

инженерных разработок 2006 года по версии

авторитетного американского журнала "R&D".

A. B. C. D.

www.ntmdt.ru



Фемтоскан Онлайн - это:
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�

�
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�

Простота использования
Гибкая настройка программы
Понятный интерфейс
Большой набор математических функций
Функции для работы с изображениями
Поддержка разнообразных форматов (

и т.д.)
Построение 3х и 4х мерных изображений
Быстрая и удобная техническая поддержка
Документация и примеры
Работа в операционных системах семейства

Nanoscope, NT-MDT, Molecular
Imaging

Windows

ФемтоСкан Онлайн поможет Вам обработать и проанализировать данные
зондовоймикроскопии, а также представить их доступно и наглядно.

Программное обеспечение ФемтоСкан Онлайн

http://www.nanoscopy.net



ГРАФИТГРАФИТ
ГИДРОФОБНАЯГИДРОФОБНАЯ ПОДЛОЖКАПОДЛОЖКА ДЛЯДЛЯ
ЗОНДОВОЙЗОНДОВОЙ МИКРОСКОПИИМИКРОСКОПИИ

Простота
приготовления свежей
поверхности
Атомарно-гладкие

террасы с шириной
больше 1 мкм
Поверхность инертна

на воздухеАтомные ступени
(АСМ, Фемтоскан)

МОДЕЛЬНЫЙМОДЕЛЬНЫЙ ОБЪЕКТОБЪЕКТ ДЛЯДЛЯ
ФУНДАМЕНТАЛЬНЫХФУНДАМЕНТАЛЬНЫХ ИССЛЕДОВАНИЙИССЛЕДОВАНИЙ

Муар
(СТМ, Фемтоскан)

Проверка теорий
зондовой микроскопии
Исследование

дефектного строения и
реакционной
способности графита
Поверхность инертна

на воздухе

www.nanoscopy.net
Центр перспективных технологий

http://www.nanoscopy.net/

	sborka1.pdf
	07_Bolshakova
	08_Galyamov
	09_Dubrovin
	10_Karpova
	11_Kiselev
	12_Klinov
	13_Timoshenco
	14_Meshkov
	15_Panov
	16_Sinitsyna_lec
	17_Filonov
	18_Yaminsky_IV
	19_Aratov
	20_Bagrov
	21_Budnyk
	22_Galimulin
	23_Zhibrova
	24_Klimov
	25_Kovalev
	26_Kolesov
	27_Kondratev
	28_Konovalova
	29_Kraevsky
	30_Kukharenko
	31_Lisicin
	32_Litvinov
	33_Machiboroda
	35_MezrinVE
	36_Menshikov
	37_Meshkov_2
	39_Mixailov
	40_Murugova
	42_Nevzorova
	43_Nethedov
	44_Nikulin
	46_Obraztsova
	47_Savvateev
	49_Salnikov
	50_Safenkova
	52_Sinitsyna
	53_Smitienko_OA
	54_Starodubceva
	55_Sushko
	56_Temkina
	57_Torgashev
	58_Trushin
	59_Trushina
	60_Cirkunova
	61_Sharipov
	63_Sharonov
	64_Yaminsky
	65_Yarusov
	66_Kochacov
	67_BioImage_print
	72_Autor_list
	77_BiosensorAcademy
	78_Whisker
	79_diBioScope+II
	80_nt-mdt
	81_FS_1_page
	82_graphite_3




