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Полевой транзистор на основе полу-

проводникового нанопровода является 

оригинальным устройством сверхмалых 

размеров, которое может быть использо-

вано как для уникальных физических из-

мерений, так и для построения сверхчув-

ствительных сенсоров в биологиии и ме-

дицине [1–5]. Зарядовая чувствительно-

стьтакого устройства приближается к 

чувствительности одноэлектронных тран-

зисторов [5], а биосенсоры на его основе 

способны детектировать сверхнизкие 

концентрации биомолекул, вплоть до ре-

гистрации единичных актов присоедине-

ния к поверхности нанопровода отдель-

ных вирусов или молекул [2]. 

В качестве полупроводника для изго-

товления полевого транзистора на основе 

нанопровода был выбран кремний. Ис-

пользовались пластины кремния на изо-

ляторе (КНИ) со следующими характери-

стиками: верхний (рабочий) слой толщи-

ной 50 нм – кремний р-типа, легирован-

ный бором, с удельным сопротивлением 

8,5–11,5 Ом∙см; изолирующий слой тол-

щиной 100 нм – диэлектрик SiO2; нижний 

слой – кремниевая пластина толщиной 

700 мкм из кремния р-типа, легированно-

го бором, с удельным сопротивлением 

8,5–11,5 Ом∙см. Структуры изготавлива-

лись с использованием процессов элек-

тронной литографии и реактивно-ионного 

травления верхнего слоя кремния через 

металлическую маску (рис. 1). 

Для формирования контактных пло-

щадок и покрывающего их изоляционно-

го слоя для проведения измерений в жид-

кости применялась как оптическая так и 

электронная литография. В качестве мате-

риала подводящих электродов использо-

вался тонкий (30 нм) слой титана (рис. 1), 

изолированный для проведения измерений 

в жидкой среде слоем SiO2 (200 нм). На за-

ключительном этапе происходило кова-

лентное «пришивание» молекул антител к 

поверхности нанопровода. 

 

Рис. 1. Микрофотография готовой 

структуры. 1 – нанопровод и контактные 

площадки; 2 – металлические подводя-

щие провода; 3, 4 – слои изолирующего 

диэлектрика для измерений в жидкости. 

Рис. 2. Отклик транзистора на измене-

ние величины pH раствора. 

Измерения характеристик транзистора 

в жидкости происходили в режиме зада-

ния напряжения между стоком и истоком 

транзистора и измерении тока через на-

нопровод при различных напряжениях на 

подложке-затворе транзистора и электро-

де сравнения. Измерения продемонстри-
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-88

-86

-84

-82

-80

U
GS

 =    9 V

pH 5 

pH 6 

Sample N2, Tr1

U
DS

   =  - 400mV

I,
 n

A

t, s

pH 7

mailto:vladimir.krupenin@phys.msu.ru


10 

 

ровали чувствительность сенсора к изме-

нению рН буферных растворов близкую к 

предельной (~ 60 мВ/pH) в диапазоне 5–8 

(рис. 2). 

Чувствительность изготовленного 

транзистора к специфичному связыванию 

типа «белок-антитело» позволяло регист-

рировать присоединение малого (~ 100 

штук) количества молекул белка, которое 

определялось количеством молекул анти-

тел, расположенных на поверхности на-

нопровода (рис. 3). 
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Рис. 3. Отклик от специфического 

(АТ) и неспецифического белка (БСА). 

 

 

Рис. 4. Микрофотография структуры 

подвешенного нанопровода. 

Использование подвешенных нано-

проводов (рис. 4), позволяет увеличить 

количество антител, пришитых к поверх-

ности на единицу длины, и, тем самым, 

повысить чувствительность биосенсоров. 
Создание подвешенного нанопровода мож-

но осуществить путем удаления слоя SiO2 
под нанопроводом и вокруг него жидкост-

ным травлением. Прототип такого сенсора 

создан, а экспериментальное определение 

его количественных характеристик пред-

стоит провести в дальнейшем. 
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Поли(3-оксибутират) (ПОБ) это природ-

ный биодеградируемый частично кристалли-

ческий полимер, являющийся перспективным 

материалом для биомедицинских примене-

ний, в частности, для изготовления имплан-

тов и носителей лекарств. ПОБ является час-

тично кристаллическим полимером, и спосо-

бен формировать различные надмолекуляр-

ные структуры, такие как ламели и сфероли-

ты. Для оптимизации способов обработки 

ПОБ и других природных полиэфиров акту-

ально изучение особенностей их структуры, 

таких как форма и размеры ламелей, их вза-

имное расположение.  

В данной работе методом атомно-силовой 

микроскопии (АСМ) были исследованы 

пленки из ПОБ, приготовленные методом 

спин-коатинга на слюде и на графите. Образ-

цы готовили из раствора ПОБ в дихлормета-

не с концентрацией 0,03–0,5 г/л. 

 На слюде при увеличении частоты вра-

щения подложки от 1000 об/мин до 

3000 об/мин доминирующий тип морфологии 

изменялся от «пальцеобразных структур» к 

морфологии «двумерных сферолитов» 

(рис. 1). Такой переход может быть объяснен 

в рамках теории кристаллизации в квазидву-

мерной системе в диффузионно-

контролируемом режиме [1]. Увеличение 

частоты вращения подложки ведет к увели-

чению скорости кристаллизации и росту пе-

ресыщения раствора, что приводит к форми-

рованию более компактных структур, таких 

как двумерные сферолиты. В отдельных об-

ластях между ними наблюдаются ламели, 

ориентированные на ребре («edge-on») – та-

кая область выделена белым контуром на 

рис. 1 Б. Толщина ламелей в ультратонких 

пленках мала: при ориентации «edge-on» 

средний период, измеренный по сечениям, 

составляет 5,5  0,9 нм, при ориентации «flat-

on» (плоскость ламели параллельна плоско-

сти подложки, рис. 1А) толщина составляет 

3,5  0,2 нм. Кристаллы ПОБ, в которых ла-

мели имеют малую толщину, наблюдались 

ранее [2], и возможность их формироавния 

(4 нм соответствует 6–7 мономерным звень-

ям) на настоящий момент не имеет одно-

значного объяснения. 

 

Рис. 1. Различные морфологии ПОБ на 

слюде. А – пальцеобразные структуры, Б – 

двумерные сферолиты, белой линией ограни-

чена область, в которой ламели расположены 

на ребре. 

Морфология пленок ПОБ на поверхности 

графита оказывается более сложной (рис. 2). 

При нанесении методом спин-коатинга 

большая часть поверхности образца была 

покрыта полимерной пленкой, в которой бы-

ли различимы как отдельные ламели или ак-
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сиалиты, так и крупные структуры, которые 

могут быть интерпретированы как «компакт-

ные дендриты» [2].  

 

Рис. 2. Пленка ПОБ на графите, приготов-

ленная при =1000 об/мин. 1 – плотный кри-

сталл типа «компактный дендрит», 2 – плен-

ка, 3 – аксиалиты. 

На поверхности пленок, приготовленных 

как на слюде, так и на графите, наблюдалось 

сосуществование ламелей, имеющих различ-

ную ориентацию относительно подложки. 

Это явление можно объяснять двумя спосо-

бами. Во-первых, ламели имеют тенденцию к 

изгибу и повороту [3], которая при росте ла-

мели приводит к изменению угла между 

плоскостью ламели и плоскостью подложки. 

Во-вторых, при кристаллизации полимера 

могут возникать зародыши, имеющие раз-

личную ориентацию плоскости ламели отно-

сительно подложки [4].  

Для определения толщины ламелей ПОБ 

на графите были приготовлены пленки мето-

дом полива – капля раствора испарялась, ос-

тавляя неоднородную, но удобную для про-

ведения измерений пленку (рис. 3). Посколь-

ку дихлорметан является легколетучим рас-

творителем, то кристаллизация происходила 

быстро, как и при нанесении на вращающую-

ся подложку. Приготовленная таким спосо-

бом пленка состоит из островков, каждый из 

которых расположен на пластине толщиной 

4,0  0,3 нм – эти пластины были интерпре-

тированы как ламели, плоскости которых 

ориентированы параллельно подложке, «flat-

on». Толщина ламелей ПОБ на графите близ-

ка к толщине ламелей, формировавшихся на 

слюде (рис. 1А), то есть она слабо зависит от 

подложки и определяется свойствами поли-

мера и большой скоростью кристаллизации.  

Проведенные в данной работе экспери-

менты показывают, что ПОБ способен фор-

мировать различные частично кристалличе-

ские надмолекулярные структуры, морфоло-

гия которых может быть объяснена в рамках 

существующих теорий кристаллизации по-

лимеров в ультратонких пленках. Однако 

принципиальная возможность формирования 

тонких ламелей на настоящий момент оста-

ется не до конца объясненным фактом.  

 

Рис. 3. Пленка ПОБ на графите, приготов-

ленная методом полива. Образец приготов-

лен из раствора с концентрацией 0,03 г/л. 

Работа выполнена в рамках реализации 

федеральных целевых программ Министер-

ства образования и науки РФ №№ П548, 

П1351, 16.512.11.2019, 2011-1.2.2-207-

008/115. 
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НАНОРАЗМЕРНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ ОПТИЧЕСКОЙ РАЗНОСТИ ХОДА 

МИЕЛИНОВОГО НЕРВА ПРИ МОДИФИКАЦИИ ЕГО БЕЛКОВОГО И 

ЛИПИДНОГО СОСТАВА 

Н.Н. Родионова, Е.З. Бибинейшвили, А.И. Юсипович, Г.В. Максимов 
Биологический факультет МГУ имени М.В. Ломоносова, кафедра биофизики 

nrodionova@mail.ru, vedmezhonik@mail.ru 

Миелиновое нервное волокно представля-

ет собой длинный отросток нейрона – аксон, 

многократно обернутый плазматическими 

мембранами Шванновских клеток,  форми-

рующими миелин (рис. 1) [1]. Поддержание 

сложной структуры миелинового нервного 

волокна необходимо для выполнения нерв-

ным волокном своей основной функции – 

проведения возбуждения. Липиды, входящие 

в состав мембран нервной ткани, могут ак-

тивно участвовать в таких процессах как пе-

редача гормонального сигнала, регуляция 

активности ряда ферментов и др. Нарушение 

липидного обмена в нерве может приводить 

к серьезным патологиям [2]. Важную роль 

играют мембранные белки, которые обеспе-

чивают контакт между слоями миелина или 

между адаксональной мембраной Шваннов-

ской клетки и аксолеммой. Мутации генов 

этих белков приводят к нарушениям миели-

низации и, следовательно, к неконтролируе-

мому распространению возбуждения [3].  

Целью данной работы было исследовать 

влияние изменения белкового и липидного 

состава миелина и аксолеммы нервного во-

локна на морфологию волокна и распределе-

ние оптической разности хода в нем.  

Для достижения заданной цели исследо-

вание проводилось неинвазивным методом 

лазерной интерференционной микроскопии 

(ЛИМ). ЛИМ измеряет оптическую разность 

хода (ОРХ) – параметр, зависящий от гео-

метрического размера исследуемого объекта 

и его показателя преломления. При исследо-

вании нервного волокна с помощью ЛИМ 

нами были получены изображения распреде-

ления ОРХ в объекте (фазовые портреты) 

(рис. 2). Проводя скан-линию через объект на 

его фазовом портрете, мы анализировали 

распределение величины ОРХ вдоль этой 

скан линии (рис. 2 в, г, д). По распределению 

ОРХ вдоль скан-линий, проводимых в раз-

личных участках нервного волокна (перехват 

Ранвье и интернодаль (межперехватный сег-

мент)) оценивали следующие параметры в 

различных областях нервного волокна: диа-

метр нервного волокна и диаметр аксона в 

перехвате Ранвье и интернодали, длина пере-

хвата Ранвье (рис. 1), ОРХ в аксоне перезвата 

Ранвье и интернодали, ОРХ в миелине ин-

тернодали. 

 

 
 

 

Рис. 1. Схематичное изображение про-

дольного (а) и поперечного (б) сечений мие-

линового нервного волокна (МНВ) и морфо-

логические параметры, измеряемые в на-

стоящей работе. 

В работе было изучено воздействие реа-

гентов, изменяющих белковый и липидный 

состав миелина и аксолеммы, на морфологию 

и распределение ОРХ в нервном волокне. 

Для того, чтобы исследовать роль мем-

бранных структурных белков миелинового 

нерва в формировании морфологии и распре-

деления ОРХ, их экстраклеточные участки 

подвергались гидролизу при инкубации  нер-

ва в среде с протеазой проназа Е (Sigma) или 

действию блокатора SH-групп пара-

хлормеркурибензоата (Sigma). При действии 

блокатора SH-групп изменялась конформа-

ция белков, и, вероятно, нарушались взаимо-

действия между субъединицами белков и/или 

межбелковые взаимодействия. Для исследо-

вания роли липидного состава мембран мие-

(а) 

(б) 
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лина и аксолеммы в формировании морфоло-

гии и распределения ОРХ, использовали ли-

золецитин (Sigma) – лизофосфолипид, кото-

рый встраивается в плазматические мембра-

ны, и, обладая высокой биологической ак-

тивностью, в больших концентрациях может 

действовать как детергент, вызывая солюби-

лизацию мембранных белков и липидов, а в 

небольших (сублитических) концентрациях 

индуцировать слияние мембран и ингибиро-

вать активность некоторых мембранных 

ферментов.  

 

 

Рис. 2. (а) Нервное волокно, световая микро-

скопия в отраженном свете. (б) Распределе-

ние ОРХ в нервном волокне (фазовый порт-

рет), ЛИМ. (в), (г), (д) – распределение ОРХ 

вдоль скан-линий 1, 2, 3, соответствуют пе-

рехвату Ранвье, интернодали и насечке 

Шмидта-Лантермана. 

 

Нами было обнаружено, что гидролиз экс-

траклеточных участков мембранных белков 

приводит к снижению ОРХ в аксоне и мик-

ровилли в области перехвата Ранвье и увели-

чению ОРХ в аксоне интернодали. При этом 

ОРХ в миелине не изменяется, а из измене-

ний морфологии нервного волокна наблюда-

ется только увеличение длины перехвата 

Ранвье. Диаметр нервного волокна как в пе-

рехвате Ранвье, так и в интернодали не изме-

нился.  

Блокирование белковых SH-групп  вызы-

вает тенденцию к снижению уровня ОРХ в 

аксоне интернодали и тенденцию к уменьше-

нию диаметра аксона. Изменения ОРХ в 

миелине интернодали или перехвате Ранвье 

(в аксоне или микровилли), а также измене-

ния диаметра нервного волокна и длина пе-

рехвата Ранвье выявлены не были.  

Встраивание в миелин и аксолемму лизо-

лецитина приводит к уменьшению ОРХ в 

аксоне перехвата Ранвье, а также в аксоне и 

миелине интернодали, диаметр нервного во-

локна в интернодали при этом не изменяется, 

а длина перехвата Ранвье уменьшается.  

Отметим, что все зафиксированные изме-

нения ОРХ были порядка нескольких десят-

ков нанометров (в зависимости от изначаль-

ного диаметра исследуемого нервного волок-

на).  

Помимо этого, нами показано, что наблю-

даемые изменения морфологии и распреде-

ления ОРХ при модификации белкового и 

липидного состава нервного волокна корре-

лируют с изменением проведения возбужде-

ния нервным волокном.  

 

Таким образом, в настоящем исследова-

нии показано, что модификация белкового и 

липидного состава миелина и аксолеммы 

нервного волокна приводит к изменению 

проведения возбуждения. При этом измене-

ния морфологии нервного волокна могут 

быть выявлены (в случае действия проназы Е 

или лизолецитина) или не выявлены (в слу-

чае действия пара-хлормеркурибензоата), что 

свидетельствует об изменении протекания 

внутриклеточных процессов. Изменение 

внутриклеточных процессов (например, из-

менение структуры цитоплазмы или распре-

деления органелл) может быть определено по 

изменению ОРХ в нервном волокне. 
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Алмаз считается оптимальным материа-

лом для бионаносенсорики. Метод ионной 

имплантации позволяет контролируемо мо-

дифицировать электрические, структурные и 

оптические свойства алмаза, открывая путь к 

созданию интегрированных биосенсоров [1] 

на его основе. В частности, облучение пото-

ком ионов ~1 МэВ позволяет создать в при-

поверхностном объеме материала проводя-

щие  каналы для передачи электрических 

сигналов. Вследствии аморфизации при про-

хождении потока ионов, каналы характери-

зуются особым распределением проводимо-

сти в объеме и рельефом поверхности над 

ними. Как было показано в предыдущем док-

ладе [2], введенные каналы могут быть уда-

лены путем отжига. 

В предлагаемом докладе представлены 

экспериментальные данные (топографиче-

ские карты и профили проводимости), полу-

ченные методами атомно-силовой микроско-

пии. Для примера, на рис.1 представлены то-

пографическая и токовая карты для одного 

участка He-имплантированного на глубину 

3 мкм канала, записанные при приложенном 

смещении +10 В. В докладе также будет рас-

смотрена методика имплантации каналов, 

даны электрические и морфологические ха-

рактеристики последних. 

Для описания механизма возникновения 

проводимости алмаза вследствие превыше-

ния критического уровня повреждения облу-

чением использована модель Баскина [4]. В 

рамках этой модели представляется, что 

электрическая проводимость возникающей 

вследствие введения дефектов в структуру 

материала и появления на энергетической 

диаграмме алмаза уровней позитивно заря-

женных вакансий V
+
. Дополнительно мы 

учитываем роль области пространственного 

заряда материала, выявленную при анализе 

вольт-амперных характеристик.  

В целом полученные результаты позволи-

ли комплексно охарактеризовать ионно-

имплантированные каналы в алмазе, проана-

лизировать причины возникновения прово-

димости, а также пояснить особенности на-

блюдаемых электрических характеристик в 

рамках адаптированной модели. 

A   

B  

Рис. 1. Топографическая (a) и токовая (b) 

карты для части имплантированного канала. 
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В настоящее время анализ на основе им-

мунохроматографии (ИХА) на нитроцеллю-

лозных мембранах является признанным 

аналитическим инструментом, применяемым 

в медицинской диагностике, санитарии, вете-

ринарии, охране окружающей среды, контро-

ле качества пищевых продуктов. В основе 

метода лежит перемещение реагентов за счет 

действия капиллярных сил вдоль узкой пря-

моугольной мембранной тест-полоски. Жид-

кая проба наносится на подложку для впиты-

вания образца, соединенную с подложкой 

для конъюгата. Конъюгат представляет собой 

частицы дискретной фазы, соединенные с 

иммунными компонентами – антителами 

(АТ) (или антигенами – АГ). Проба перехо-

дит на подложку с конъюгатом и растворяет 

его. При наличии в образце искомого аналита  

– АГ (или АТ) происходит формирование 

иммунного комплекса АГ-АТ с конъюгатом. 

Комплекс переходит на мембрану и переме-

щается по ней, достигая аналитической зоны 

с фиксированными АТ или АГ к исследуе-

мому аналиту, что приводит к захвату ком-

плекса и формированию окрашенной полосы. 

Интенсивность окраски в аналитической зоне 

пропорциональна количеству аналита в об-

разце и может быть выявлена визуально или 

с применением специальных оптических 

приборов. 

В качестве дискретной фазы в ИХА при-

меняют частицы коллоидного металла (золо-

та, селена и др.), полимерные латексные час-

тицы (окрашенные или люминесцентные), 

коллоидный углерод, ионы висмута, кванто-

вые метки, липосомы и т. д. [1]. 

Актуальным является поиск новых носи-

телей для проведения ИХА, что позволит 

создать тест-системы с улучшенными анали-

тическими характеристиками, в частности 

снизить время анализа. Гидрозоли гексациа-

ноферрата (II) железа (III) (ГЦФЖ) обладают 

разветвленной поверхностью, способны к 

адсорбции, при определенных условиях, им-

мунных компонентов (АТ и АГ различной 

химической природы), имеют хорошую со-

храняемость во времени, а также обладают 

яркой окраской, что важно для применения 

частиц гидрозоля в ИХ-тестах. 

В данной работе получены устойчивые 

гидрозоли ГЦФЖ, сенсибилизированных АГ 

различной природы или АТ к ним, и показана 

возможность их использования в иммуно-

хроматографическом анализе для обнаруже-

ния АГ и токсинов, а также специфических 

АТ.  

Гидрозольные препараты ГЦФЖ получа-

ли при смешивании растворов хлорного же-

леза и железистосинеродистого калия. Наи-

более устойчивыми оказались гидрозоли 

ГЦФЖ, полученные при смешивании экви-

молярных (0,005 N)  концентраций желези-

стосинеродистого калия и хлорного железа, 

поверхность которых была заряжена отрица-

тельно. Эти гидрозоли сохраняли свою агре-

гативную устойчивость в течение всего срока 

наблюдения – 8–12 месяцев хранения в тем-

ноте при комнатной температуре или в холо-

дильнике при температуре 4–8
0
 С. 

Для определения  размеров частиц ГЦФЖ 

применяли метод атомно-силовой микроско-

пии (АСМ). Сканирование проводиле на 

микроскопе easyScan (Nanosurf, Швейцария) 

в контактном режиме на воздухе при ком-

натной температуре [2]. 

В качестве подложки для нанесения 

ГЦФЖ использовался высоко ориентирован-

ный пиролитический графит ВОПГ (NT-

MDT, Россия). Отобранная пипеткой капля 

гидрозоля ГЦФЖ наносилась на подготов-

ленную поверхность ВОПГ, высушивалась 

на воздухе до полного удаления растворите-

ля. 

Изображения частиц ГЦФЖ, полученные 

с помощью АСМ, приведены на рис. 1А и 1Б. 

Площади сканирования составляют 

54,1 х 54,1 мкм
2
 и 4,08 х 4,08 мкм

2 
соответст-

венно. На изображениях наблюдали как от-

дельные частицы ГЦФЖ, так и их агрегаты. 

Анализ изображений, полученных при мед-

ленном высушивании образца при комнатной 

температуре, позволил выявить отдельные 
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наночастицы ГЦФЖ округлой формы с диа-

метром порядка 20 нм.  

Частицы гидрозоля ГЦФЖ, а также их 

конъюгаты с антителами проходили через 

нитроцеллюлозную мембрану ровным фрон-

том сине-голубого цвета, практически не 

создавая «подтеков» и «наплывов». 

Нужно отметить быстроту перемещения 

частиц гидрозоля ГЦФЖ по нитроцеллюлоз-

ной мембране и появления окрашенных по-

лос в аналитической и контрольной зонах, 

что отличает ИХА с использованием гидро-

зольных препаратов ГЦФЖ от ИХА на осно-

ве золей золота. При высоких концентрациях 

аналита, видимый глазом сигнал появлялся 

через 1–2 мин после введения аналита и про-

хождения фронта суспензии конъюгата через 

аналитическую зону теста. 

Полученные данные показали возмож-

ность использования наноразмерных гидро-

зольных препаратов ГЦФЖ для создания на 

их основе конъюгатов для последующего 

чувствительного и специфичного ИХА. Ре-

зультаты могут быть зарегистрированы как 

визуально, по появлению четко видимых на 

фоне белых нитроцеллюлозных мембран по-

лос сине-голубого цвета, так и с помощью 

специализированных рефлектометров, что 

позволяет повысить чувствительность и объ-

ективность анализа. Процедура ИХА не тре-

бует сложных манипуляций и пригодна  для  

лабораторий различного уровня оснащенно-

сти, а также для проведения анализа во вне-

лабораторных условиях. 
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Рис. 1. АСМ изображения наночастиц и 

агрегатов наночастиц гидрозоля ГЦФЖ на 

поверхности ВОПГ. 
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Современные разработки гидрофобных по-

верхностей ориентируются на использование 

полимерных покрытий и покрытий на основе 

жиров и восков, которые не выдерживают ме-

ханического и теплового воздействия. Поли-

мерные покрытия (например, тефлон) потен-

циально опасны для здоровья человека и ок-

ружающей среды, а покрытия на основе жиров 

и восков являются источником питания для 

бактерий и микроорганизмов. При создании 

антибактериальных покрытий широко исполь-

зуются ионы серебра, однако, такие поверхно-

сти не обладают гидрофобными свойствами и 

свойством «самоочищения».  

Основной идеей работы является разработ-

ка способа создания поверхностей, обладаю-

щих гидрофобными и антибактериальными 

свойствами. Методом прецизионной лазерной 

обработки поверхности металлов и последую-

щей лазерной абляции в жидкости создаются 

структуры, подобные хорошо известной 

структуре поверхности листа лотоса, который 

обладает крайне низкой смачиваемостью [1].  

Низкую смачиваемость листа лотоса (эф-

фект лотоса) обеспечивает особенная морфо-

логия его поверхности. Установлено, что по-

верхность листа покрыта микроскопическими 

бугорками размерами около 10 мкм, которые в 

свою очередь покрыты нановорсинками дли-

ной около 10 нм. 

Табл. 1. Измеренные углы смачивания на 

исследуемых образцах. 

Создание структуры на поверхности метал-

ла производилось методом лазерной абляции в 

воде при различных мощностях лазера. Как 

видно из табл. 1, изменение структуры по-

верхности приводит к изменению краевого 

угла смачивания. 

Полученная структура обеспечивает гидро-

фобные свойства поверхности металла, так как 

капля воды, попадающая на поверхность, име-

ет малую контактную поверхность с металлом 

и не проникает между микробугорками, благо-

даря высокому поверхностному натяжению 

жидкости. Наноразмерная структура дополни-

тельно повышает гидрофобность за счет 

уменьшения площади контактной поверхно-

сти.  

Кроме того, полученная структура придает 

поверхности антибактериальные свойства. Ад-

гезия бактерий и микроорганизмов (количест-

во микроорганизмов, осевших на поверхность) 

уменьшается с ростом степени гидрофобности 

поверхности [2, 3].  

Также благодаря своей высокой гидрофоб-

ности поверхность обладает свойством «само-

очищения». Капли воды, скатываясь по по-

верхности, смывают пылевые частицы, споры 

грибов, бактерии и микроорганизмы. 

Для измерения рельефа поверхности с вы-

соким пространственным разрешением ис-

пользуются методы сканирующей зондовой и 

оптической микроскопии. 

Установлено, что угол смачивания слабо 

зависит от шероховатости и перепада высот 

структуры. Исследована зависимость краевого 

угла смачивания от фрактальной размерности 

структуры. Также проанализированы зависи-

мости параметров формирующейся структуры 

от характеристик лазерного излучения: мощ-

ности, времени излучения и количества прохо-

дов. 
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Образец 
Угол смачи-

вания 

Полированная сталь 72 

2 Вт на полированной стали 85 

10 Вт на полированной стали 102 

20 Вт на полированной стали 84 
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ИЗУЧЕНИЕ ВЛИЯНИЯ МИКРОБНОЙ РНКазы НА ЛИПИДНЫЕ  

БИСЛОИ МЕТОДАМИ АТОМНО-СИЛОВОЙ МИКРОСКОПИИ И 

ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНОЙ СКАНИРУЮЩЕЙ КАЛОРИМЕТРИИ 

И.А. Гоенко, О.А. Коновалова, Н.В. Калачева, А.В. Филиппов 
Казанский (Приволжский) Федеральный университет 

olga.konovalova@bk.ru  

Большинство процессов в организме че-

ловека происходят на различных поверхно-

стях, в том числе, на клеточных мембранах. 

Первичным актом проявления биологическо-

го эффекта экзогенных белков также являет-

ся взаимодействие с поверхностью клетки. 

Поэтому важно знать, как меняются свойства 

мембран при физической адсорбции белков 

на их поверхность. 

Объектом исследования в настоящей ра-

боте является РНКаза Bacillus intermedius 

(РНКаза Bi), в проявлении многих биологи-

ческих эффектов которой важную роль игра-

ет цитоплазматическая мембрана. 

Цель работы заключалась в  исследовании 

взаимодействия модельных бислойных ли-

пидных мембран из дипальмитоилфосфати-

дилхолина (DPPC) с РНКазой Bi методом 

атомно-силовой микроскопии (АСМ) и диф-

ференциальной сканирующей калориметрии 

(ДСК). 

Визуализацию выполняли на атомно-

силовом микроскопе Solver P47H, сканер 

50×50 мкм (НТ-МДТ, Россия). Сканирование 

осуществляли на воздухе при комнатной 

температуре в полуконтактном режиме 

кремниевыми кантилеверами NSG11 (НТ-

МДТ, Россия) и в контактном режиме крем-

ниевыми кантилеверами СSG11 (НТ-МДТ, 

Россия) с радиусом закругления острия 

10 нм. Сканирование проводилось с разре-

шением 512×512 точек. 

Для приготовления образцов водный рас-

твор липида с концентрацией 0,1 мМ наноси-

ли на поверхность свежесколотой слюды и 

инкубировали на термостолике 30 мин  при 

температуре около 50
о
С. Затем тщательно 

промывали слюду дистиллированной водой и 

высушивали на воздухе при комнатной тем-

пературе. Для анализа влияния РНКазы на 

полученные липидные слои, на готовый вы-

сушенный образец дополнительно наносили 

раствор РНКазы концентрацией 50 мкг/мл и 

инкубировали 10 мин. Затем промывали и 

сушили на воздухе при комнатной темпера-

туре.  

Методом АСМ установлены различия в 

структуре липидных слоев после взаимодей-

ствия их с РНКазой Bi (рис. 1 и 2). На по-

верхности бислоев наблюдали дополнитель-

ные нитеподобные структуры высотой 

1–3 нм. 

 

Рис. 1 Изображения множества бислоев 

DPPC на воздухе. 

 

Рис. 2 Изображения бислоев DPPC после 

инкубации с микробной РНКазой на воздухе. 

Наряду с методом АСМ влияние РНКазы 

Bi на липидные бислои было изучено с по-

мощью метода ДСК. 

Было показано, что присутствие РНКазы 

Bi приводит к увеличению температуры и 

энтальпии фазового перехода липида. Также 

наблюдается слабая тенденция к увеличению 

температурного интервала фазового перехо-

да, который является характеристикой об-

ратной кооперативности фазового перехода 

липида.
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ИССЛЕДОВАНИЕ АСТРОЦИТОВ В СРЕДЕ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ 

МЕТОДОМ АТОМНО-СИЛОВОЙ МИКРОСКОПИИ 

Е.В. Дзюбенко
1,3

, Ю.М. Ефремов
1
, Д.В. Багров

1,2
, Г.В. Максимов

1
, 

С.И. Шрам
3
, К.В. Шайтан

1
 

1
Биологический факультет МГУ имени М.В. Ломоносова, 

2
Физический факультет МГУ 

имени М.В. Ломоносова, 
3
Лаборатория нейрофармакологии, Институт Молекулярной 

Генетики РАН 

ejeek@yandex.ru 

Исследование морфологии астроцитов 

представляет огромный интерес в связи с их 

участием в развитии нейродегенеративных 

заболеваний различной природы. Изменение 

структуры цитоскелета играет при этом 

весьма важную роль. В данной работе был 

отработан прямой метод анализа морфологии 

астроцитов с помощью атомно-силовой мик-

роскопии (АСМ) на наиболее близкой к ус-

ловиям организма системе – органотипичной 

культуре спинномозговых ганглиев (СМГ) 

эмбрионов курицы. 

На полученных изображениях живых аст-

роцитов можно видеть, что поверхность 

клетки имеет шероховатую структуру, обу-

словленную цитоскелетом под ней. Наиболее 

выраженными и жесткими структурами 

внутри клетки являются сети актиновых фи-

ламентов и микротрубочек [1]. Мы предпола-

гаем, что, при сканировании в контактном 

режиме живых астроцитов в жидкости, уда-

ется визуализировать структуру одной или 

обеих из этих сетей. 

Для подтверждения этого предположения 

сравнили результаты, полученные методами 

АСМ и лазерной сканирующей конфокаль-

ной микроскопии при иммунофлуоресцент-

ном окрашивании на α-тубулин и F-актин 

аналогичного астроцита (рис. 1B и 1C). 

Были измерены профили высоты и интен-

сивности флуоресценции вдоль линий, обо-

значенных на рис. 1, отражающие наличие 

фибриллярных структур цитоскелета. По-

скольку фибриллярные структуры присутст-

вуют во всех трех случаях, нельзя сказать, 

что при сканировании в контактном режиме 

АСМ филаменты наверняка представляют 

собой микротрубочки или актиновые фила-

менты астроцита. Возможно, обе системы 

вносят вклад в формирование микрорельефа, 

подобного представленному на рис. 1A, од-

нако некоторые исследователи считают оп-

ределяющей роль именно актинового цито-

скелета [21]. 

 

Рис. 1. Визуализация цитоскелета астро-

цита с помощью АСМ и конфокальной мик-

роскопии. Представлены типичные изобра-

жения. Верху: A –  топографическое изобра-

жение живого астроцита в жидкости; B – им-

муноцитохимическое окрашивание на α -

тубулин микротрубочек (DM1A+ Alexa594); 

С – окрашивание актиновых филаментов 

флуоресцентным фаллоидином. Внизу: D – 

профиль высоты астроцита, измеренный с 

помощью АСМ; E, F – профили интенсивно-

сти флуоресценции, измеренные на соответ-

свующих флуоресцентных изображениях из 

верхнего ряда. Места измерения профилей 

обозначены белыми полосками. 

Для получения более полной информации 

о цитоскелете была проведена силовая спек-

троскопия и измерены локальные значения 

модулей Юнга живых астроцитов. По срав-

нению с работой [3], где измерялся модуль 

упругости для  нейронов диссоциированной 

культуры DRG адгезированной на полиорни-

тине – ламинине, получено намного меньшее 

среднее значение модуля Юнга: 2,2 кПа про-

тив 60 кПа. Это соответствует имеющимися в 

литературе данным [4, 5], согласно которым 

астроциты менее жесткие, чем нейроны. 

Было проведено картирование модуля 

Юнга, для чего силовые кривые снимались в 

точках, расположенных в узлах сетки 

(рис. 2А) и вдоль линии (рис. 3В). В разных 

точках силовые кривые имеют разный вид 

(рис. 2В–2D). Кривые, снятые над подлож-

кой, имеют резкий наклон, над краем клетки 
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– плавный изгиб, пока кантилевер не упира-

ется в подложку, над ядром – просто плав-

ный изгиб, и над фибриллами цитоскелета – 

более резкий изгиб.  

 

 

Рис. 2. Картирование модуля Юнга астро-

цита. А – изображение живого астроцита 

(сигнал ошибки обратной связи) и сетка, в 

точках которой снимались силовые кривые. 

B – силовая кривая, снятая в точке над под-

ложкой (1 на рисунке А). C – силовая кривая, 

снятая в точке над ядром клетки (2). D – си-

ловая кривая, снятая в точке над фибриллой 

цитоскелета (3). 

При снятии силовых кривых вдоль линии 

было отмечено, что вид силовых кривых и 

значения получаемого модуля Юнга зависят 

от наличия или отсутствия цитоскелета под 

мембраной в каждой точке. При наличии 

элементов цитоскелета, которые видны на 

топографических изображениях, рассчитан-

ные значения модуля Юнга больше (рис. 3С), 

что подтверждает данные статьи [2]. 
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Рис. 3. Картирование модуля Юнга астро-

цита. А – изображение живого астроцита 

(сигнал ошибки обратной связи) и сетка, в 

точках которой снимались силовые кривые; 

B – изображение участка астроцита и линия, 

вдоль которой снимались силовые кривые 

(14 точек) и был измерен профиль высоты; C 

– профиль сечения вдоль данной линии (си-

няя кривая)  и значения модуля Юнга (зеле-

ные точки) в соответствующих точках. Гори-

зонтальные планки погрешностей отражают 

размер контактной площадки. Можно видеть, 

что в точках, попадающих на фибриллы ци-

тоскелета ("пики" на синей кривой) модуль 

Юнга имеет более высокие значения. 

Необходимо отметить, что при снятии си-

ловых кривых получается усредненное зна-

чение модуля Юнга по контактной площадке 

между иглой кантилевера и поверхностью 

клетки. Площадь этой контактной площадки 

зависит от геометрии зонда и глубины про-

давливания, в данном эксперименте она со-

ставляет примерно 490 000 нм2. Этим может 

объясняться разброс в значениях модуля уп-

ругости, получаемых на элементах цитоске-

лета. Кроме того, сами фибриллы цитоскеле-

та могут представлять собой агрегаты раз-

личной плотности, что также будет влиять на 

локальную жесткость. 

Проведенные эксперименты показывают, 

что морфология астроцитов органотипичной 

культуры СМГ эмбрионов курицы, культи-

вируемых на желатиновой подложке, может 

быть эффективно исследована методом 

АСМ. Высокое разрешение данного метода 

позволяет наблюдать организацию цитоске-

летных структур живой клетки в среде куль-

тивирования. 
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Цель данной работы состояла в   выявле-

нии ранних признаков повышения гемоста-

тического потенциала крови с помощью 

АСМ. Для оценки внутрисосудистой актива-

ции тромбоцитов исследовали изменения их 

формы и размеров, а так же количество и 

размеры тромбоцитарных агрегатов. Для это-

го были разработаны алгоритмы для опреде-

ления общего количества клеток на АСМ-

изображении, количества агрегатов, количе-

ство клеток в каждом из агрегатов и количе-

ство отдельно расположенных клеток. Алго-

ритмы были реализованы в виде компьютер-

ной модели в пакете MatLab. 

На рис. 1 показан графический интерфейс 

пользователя программы по обработке АСМ-

изображения тромбоцитов. 

Рис. 1. Графический интерфейс пользова-

теля программы по обработке АСМ-

изображения тромбоцитов. 

Забор крови из локтевой вены проводился 

максимально быстро, благодаря чему иссле-

дуемые морфологические признаки тромбо-

цитов соответствовали их функциональному 

состоянию в кровотоке. Кровь фиксировали в 

0,125% глутарового альдегида. Фиксирован-

ную кровь сразу же центрифугировали 10 

мин при 1000 об/мин для получения обога-

щенной тромбоцитами плазмы. Свежесколо-

тая слюда использовалась в качестве под-

ложки для исследуемых кровяных пластинок. 

Оценка внутрисосудистой активации 

тромбоцитов осуществлялась с помощью 

атомно-силового микроскопа NT-206 (Мик-

ротестмашины, Беларусь), совмещающего 

функции сканирующей зондовой и оптиче-

ской микроскопии, в режиме прерывистого 

контакта  на воздухе с использованием стан-

дартных кремниевых кантилеверов NSC11 

(MikroMasch, Россия). 

На рис. 2 представлено АСМ-изображение 

тромбоцитов пациента с ИБС. Видно, что 

тромбоциты имеют сферическую форму и их 

диаметр составляет 2,5–3 мкм, они окружены 

короткими филоподиями. Наблюдаются так-

же небольшие тромбоцитарные агрегаты. 

Рис. 2. АСМ изображение тромбоцитов па-

циента с ИБС. 

Использование АСМ и программы по об-

работке АСМ-изображений  тромбоцитов 

позволяет выявить ранние этапы их внутри-

сосудистой активации и контролировать 

применение фармакологических средств, 

влияющих на функции кровяных пластинок 

пациентов.
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Современные достижения в области 

таксономии требуют использования 

широкого круга методов, включая разные 

виды микроскопии. Атомно-силовая 

микроскопия (АСМ) занимает особое 

положение, благодаря возможности 

проведения исследований на 

ультраструктурном уровне и простоте 

подготовки препаратов, сохраняющей 

естественные свойства исследуемых 

объектов. Методы исследования клеточной 

поверхности с применением АСМ позволяют 

получать информативные изображения, 

анализ которых дает возможность изучения  

морфологии клеток. 

Центрохелидные солнечники 

(Centrohelida) – обширная группа 

одноклеточных амебоидных простейших 

микроорганизмов, объединенных наличием 

мощной радиальной системы расходящихся 

лучей – аксоподий. Центрохелиды 

характеризуются консерватизмом 

внутренней организации и высокой 

вариабельностью структуры кремниевых 

элементов перипласта (наружной 

оболочки) – чешуек и спикул, что определяет 

морфологическое и таксономическое 

разнообразие представителей данной группы. 

Низкая разрешающая способность 

традиционного метода оптической 

микроскопии делает затруднительным 

изучение тонкой морфологии элементов 

перипласта центрохелид этим методом.,В то 

же время, эти элементы являются основными 

признаками для видовой идентификации 

данной группы простейших. В связи с этим 

при идентификации солнечников широко 

применяется сканирующая электронная 

микроскопия (СЭМ), которая требует 

предварительной подготовки образца путем 

напыления металла. В тоже время, в 

литературных источниках отсутствуют 

какие-либо данные об использовании АСМ 

для идентификации центрохелид. 

В связи с этим целью данной работы 

явилась оценка возможности применения 

АСМ для исследования морфологии 

клеточной поверхности протистов отряда 

Centrohelida и последующего определения 

таксономического положения исследуемых 

образцов. 

Отбор проб производился в сентябре–

ноябре 2010 года из разнотипных водоемов 

на территории Оренбургской области и 

республики Башкортостан. Препараты 

центрохелид для АСМ готовили путем 

отсаживания клетки солнечника пипеткой из 

накопительной культуры на поверхность 

обезжиренного покровного стекла с 

последующей отмывкой дистиллированной 

водой. 

Исследования элементов клеточной 

поверхности проводили с помощью атомно-

силового микроскопа СММ-2000 (ЗАО 

«КПД», Россия) в режиме постоянного 

контакта. В процессе сканирования 

использовались кантилеверы MSCT-AUNM 

(Park Scientific Instruments, США) с 

жесткостью балки 0,01 Н/м и радиусом 

кривизны иглы порядка 15–20 нм. 

Морфометрический анализ полученных 

изображений проводили с использованием 

штатного программного обеспечения 

микроскопа. Идентификация солнечников 

проводилась с применением определителя 

К.А. Микрюкова [1]. 

В результате проведенных исследований 

были получены серии изображений, анализ 

которых позволил выделить и 

идентифицировать два морфологических 

варианта солнечников в исследуемых 

образцах.  

Raineriophrys erinaceoides (рис. 1а) имеет 

перипласт диаметром 35,0 ± 2,0 мкм, 

представлен пластинчатыми чешуйками и 

спикулами одного вида (рис. 1б). Спикулы 

длиной 5,1–10,8 мкм, слегка изогнуты и 

сужаются к верхушке. Основание спикул 

представлено базальным крылом (1,2–
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1,8 мкм шириной), расположенным под 

прямым углом к стволу, и двумя V-образно 

тянущимися латеральными крыльями, не 

достигающими половины длины ствола. 

Пластинчатые чешуйки удлиненно-

яйцевидные, с аксиальным гребнем, их длина 

4,5–6,9 мкм, ширина 1,8–3,5 мкм.  

 

Рис. 1. АСМ-изображения элементов 

перипласта Raineriophrys erinaceoides. А – 

перипласт, Б – чешуйки и спикулы. 

Polyplacocystis ambigua имеет перипласт 

диаметром 40,0 ± 1,2 мкм (рис. 2а). 

Характерной особенностью данного вида 

является наличие чешуек трех типов. К 

первому типу относятся длинные, узкие, 

веретеновидные чешуйки длиной 7,5–

11,5 мкм и шириной 0,58–0,7 мкм. Ко 

второму типу – эллиптические, со слегка 

сужающимися полюсами длиной 4,1–

7,4 мкм, шириной 1,9–3,2 мкм. Наконец, к 

третьему типу относятся овальные чешуйки с 

широко округлыми полями длиной 3,7–

6,2 мкм и шириной 1,5–2,9 мкм. Все виды 

чешуек обрамлены хорошо выраженной на 

АСМ-изображениях гладкой маргинальной 

каймой (рис. 2б). 

 

Рис. 2. АСМ-изображения элементов 

перипласта Polyplacocystis ambigua (а - 

перипласт, б - чешуйки). 

Таким образом, нами впервые была 

проведена идентификация различных 

представителей центрохелидных 

солнечников с использованием АСМ. 

Показано, что этот метод вполне адекватен 

для морфологического исследования 

центрохелид, и его использование позволяет 

получать более информативные данные о 

тонкой морфологии данного класса протист 

чем другие микроскопические методы. 

Список литературы: 
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ИЗУЧЕНИЕ ЭМБРИОНОВ XENOPUS LAEVIS МЕТОДАМИ 

АТОМНО-СИЛОВОЙ МИКРОСКОПИИ  
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Ооциты и эмбрионы шпорцевой лягушки 

Xenopus laevis являются широко используе-

мым объектом для изучения многих меха-

низмов развития [1]. Это обусловлено их 

достаточно большими размерами и удобст-

вом работы с ними. Также они используются 

для экспрессии и изучения различных бел-

ков. В  процессе развития эмбриона происхо-

дят интенсивные скооперированные клеточ-

ные движения, которые изучены далеко не 

полностью. Новую информацию о взаимо-

действиях между клетками получают раз-

личными, в том числе и микроскопическими, 

методами. Основной метод исследования по-

верхности эмбриона – сканирующая элек-

тронная микроскопия (СЭМ) [2, 3], однако, 

он не позволяет работать с живыми эмбрио-

нами. Поэтому целью данной работы было 

экспериментально подтвердить возможность 

исследования фиксированных и живых эм-

брионов Xenopus laevis методом атомно-

силовой микроскопии (АСМ). Для этого был 

разработан специальный метод закрепления 

эмбрионов в ямках, сделанных в агаровом 

донышке. В ходе работы мы использовали 

АСМ для того, чтобы подтвердить и допол-

нить имеющиеся в литературе данные о 

структуре поверхности эмбрионов. Были ис-

следованы живые и фиксированные эмбрио-

ны Xenopus laevis, сопоставлена морфология 

поверхности клеток на разных стадиях разви-

тия. Данные АСМ сравнивались с данными 

СЭМ, полученными в параллельных экспе-

риментах и известными из литературы. На 

живых образцах также исследовано движе-

ние клеточных границ, изменение поверхно-

сти со временем (рис. 1). Полученные ре-

зультаты подтверждают возможность ис-

пользования АСМ для исследования эмбрио-

нов. 

Работа выполнена при поддержке ФЦП 

«Научные и научно-педагогические кадры 

инновационной России» на 2009–2013 годы, 

ГК № П717 и РФФИ, грант № 05-04-48681. 

 
 

 

Рис. 1. Два последовательных кадра с 

анимального полюса живого эмбриона  X. 

laevis (время на 1 кадр – 5 минут). Контакт-

ный метод АСМ, сигнал ошибки обратной 

связи. Видно, что клетка, помеченная стрел-

кой, на верхнем кадре несет много микровор-

синок, по сравнению с остальными. На вто-

ром кадре число микроворсинок на ней 

уменьшилось. Видны также перестройки в 

цитоскелете, который выглядит как сеть на 

поверхности. 
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В последние годы в микробиологии поя-

вился новый способ исследования бактерий – 

атомно-силовая микроскопия (АСМ). АСМ 

обеспечивает получение 3D изображений 

поверхностных ультраструктур с молекуляр-

ным разрешением, в режиме реального вре-

мени и физиологических условиях. Понима-

ние процессов адгезии и агрегации бактери-

альных клеток требует не только знания фи-

зико-химических свойств (гидрофобности и 

электрических свойств) и химического соста-

ва, но также наномеханических свойств и 

ультраструктуры их поверхности. Уникаль-

ная возможность АСМ представлять бакте-

риальный мир в субнанометровом диапазоне 

и в водном растворе может быть использова-

на для исследования как самих клеток, так и 

их поверхности в физиологических условиях. 

Для специфической визуализации бакте-

рий был разработан новый подход, основан-

ный на иммобилизации специфических анти-

тел непосредственно на твердой подложке 

через связывание антител стафилококковым 

белком А. Белок А специфически узнает и 

связывает Fc-фрагменты антител.  

 

 
 

Рис. 1. Трехмерное АСМ изображение 

слоя белка А. 

Получены изображение слоя белка А 

(рис. 1) и 3D изображения специфически им-

мобилизованных бактерий (рис. 2) с исполь-

зованием слоя белка А для чувствительной 

иммобилизации специфических антител. 

 
Рис. 2. Трехмерное изображение клеток 

B. Thuringiensis, нанесенных с использовани-

ем слоя белка А и антител против бактери-

альных клеток. 

 

Был разработан протокол приготовления 

образцов для визуализации с помощью АСМ 

взаимодействия бактерий с бактериофагами. 

На рис. 3 представлена визуализация 

специфического взаимодействия бакте-

риальных клеток с супермагнитными микро-

частицами, модифицированными белком G 

со специфическими антителами. 

   

Рис. 3. Изображение взаимодействия 

клетки S. enteritidis с супермагнитными мик-

рочастицами BioMagPlus на подложке, мо-

дифицированной белком G и специфически-

ми антителами против клеток  S. еnteritidis. 

АСМ открывает новые возможности в 

микробиологии при исследовании аффинных 

взаимодействий  и наноорганизации. 
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ПЕРСПЕКТИВЫ КАРТИРОВАНИЯ И СЕКВЕНИРОВАНИЯ 

ДНК МЕТОДОМ СЗМ  
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ИБХ РАН, Москва  

klinov.dmitry@mail.ru

Одним из наиболее популярных методов в 

исследованиях биополимеров на сегодня яв-

ляется сканирующая зондовая микроскопия 

(СЗМ). Уникальность СЗМ состоит в том, что 

она позволяет визуализировать индивиду-

альные молекулы биополимеров, например 

ДНК. При помощи СЗМ можно локализовать 

участки специфического связывания в соста-

ве протяженных молекул ДНК длиной до не-

скольких десятков тысяч пар оснований. На-

ми была разработана методическая база для 

изучения структуры ДНК и комплексов ДНК 

с различными лигандами при помощи СЗМ. 

Одним из важнейших результатов наших ис-

следований стала разработка высокоточного 

картирования молекул ДНК методами скани-

рующей зондовой микроскопии [1]. 

Недавно нами были изобретены сверхост-

рые СЗМ-зонды (с радиусом острия 1 нм) [2], 

позволяющие значительно повысить разре-

шение этого метода. Так, впервые, при ис-

следовании одиночных молекул ДНК при 

помощи сверхострых СЗМ-зондов (Рис. 1), 

было получено разрешение периода двойной 

спирали [3]. В ближайшем будущем мы на-

деемся существенно повысить точность кар-

тирования ДНК с использованием таких зон-

дов.  

Рис. 1. Алмазо-подобные СЗМ-зонды, раз-

работанные для сверхвысокого разрешения. 

Красный контур показывает форму стандарт-

ных кремниевых СЗМ-зондов. 
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Огромное число пациентов во всем мире 

ожидают подходящих для пересадки органов. 

Одним из решений этой проблемой может 

стать пересадка органов от доноров с несов-

падающей группой крови. Группы крови че-

ловека определяются совокупностью анти-

генных характеристик красных кровяных те-

лец – эритроцитов. Одной из наиболее важ-

ных систем групп крови в трансплантологии 

является система ABO. Она характеризуется 

наличием на эритроцитах 2-х типов антиге-

нов: А и Б, и ассоциированными с ними ан-

тителами альфа и бета в плазме крови. В ряде 

работ [1] было показано, что очистка крови 

пациентов от антител групп крови анти-А и 

анти-Б уменьшает риск сверхострого оттор-

жения трансплантата.  

Для успешного решения задачи очистки 

крови должна быть разработана методика 

контроля наличия антител в сыворотке. Од-

ним из наилучших кандидатов на роль сенсо-

ра являются микрокантилеверные датчики. 

Эта технология основана на преобразовании 

энергии комплементарного взаимодействия в 

механическую деформацию кантилевера и 

активно развивалась в последние два десяти-

летия. Данный тип сенсоров обладает высо-

кой чувствительностью и селективностью, а 

также позволяет вести мониторинг в режиме 

реального времени. 

Эксперименты по определению антител 

проводились на приборе Атомные Весы 

БиоСкан (ООО «Академия Биосенсоров»). 

Прибор одновременно позволяет регистриро-

вать малые отклонения двух кантилеверных 

датчиков, вызванные изменением сил меж-

молекулярного взаимодействия в сенсорном 

слое при образовании комплексов антиген-

антитело. Нами была разработана методика 

химической модификации золотой поверхно-

сти кантилевера антигенами типа А и Б. В 

качестве исследуемого объекта был взят рас-

твор моноклональных антител бета, выде-

ленных из мышиной сыворотки. Концентра-

ция антител в буферном растворе была в 300 

раз меньше природного содержания антител 

в плазме крови человека. 

В ходе экспериментов, два кантилевера 

модифицировались антигенами А и Б, соот-

ветственно, и устанавливались в проточную 

жидкостную ячейку прибора. После установ-

ления равновесия в ячейку закачивался бу-

ферный раствор, содержащий антитела. Про-

исходило комплементарное связывание анти-

тел из раствора с антигенами на поверхности 

одного из кантилеверов. Полезным сигналом 

являлась разность отклонений двух кантиле-

веров. После выхода зависимости на плато, 

итоговая разность сил поверхностного на-

пряжения, вызванная взаимодействием ком-

плексов антиген-антитело на поверхности 

кантилевера, составила 0,75 Н/м. 

-0.2

-0.15

-0.1

-0.05

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0 100 200 300 400 500

Время, с

П
о

в
е
р

х
н

о
с
тн

о
е
 н

а
п

р
я

ж
е
н

и
е
, 

Н
/м

 

Рис. 1. Развитие сил поверхностного на-

пряжения в процессе образования комплек-

сов Аг-Ат на поверхности кантилевера. 

Далее была проведена регенерация сен-

сорного слоя 10%-ным раствором мочевины 

и повторно введен исследуемый раствор. В 

результате второй части эксперимента раз-

ность сил поверхностного напряжения соста-

вила 0,65 Н/м. Время выхода на плато увели-

чилось с шести до десяти минут. Это свиде-

тельствует о неполном распаде комплексов, 

образовавшихся на первом этапе. 
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ОСОБЕННОСТИ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ АМФИФИЛЬНЫХ 

ПОЛИМЕРОВ С ПОРФИРИНАМИ ПО ДАННЫМ 

АТОМНО-СИЛОВОЙ МИКРОСКОПИИ 

С.Л. Котова, В.А. Тимофеева, Н.А. Аксенова, А.Б. Соловьева 
Институт химической физики им. Н.Н.Семенова РАН  

slkotova@mail.ru 

Использование комплексов порфириновых 

фотосенсибилизаторов (ПФС) с амфифиль-

ными полимерами (АП) при фотодинамиче-

ской терапии (ФДТ) инфицированных ран и 

ожогов позволяет существенно уменьшить 

сроки выздоровления пациентов и сущест-

венно (на порядок и выше) понизить концен-

трацию ПФС и, соответственно, токсичность 

препаратов [1]. Для расширения спектра ис-

пользуемых ПФС и создания новых лекарст-

венных форм для ФДТ важно выявить взаи-

мосвязь между особенностями взаимодейст-

вия фотосенсибилизаторов и полимеров при 

образовании комплексов ПФС-АП и фотока-

талитической активностью этих комплексов 

в генерации синглетного кислорода в воде. 

В настоящей работе методом атомно-

силовой микроскопии исследованы особен-

ности структуры тонких пленок амфифиль-

ных тройных блоксополимеров этиленокси-

дов и пропиленоксидов – плюроников – в 

присутствии тетрафенилпорфирина (ТФП).  

 

Рис. 1. Кристаллизация чистого плюрони-

ка в виде дендритов (на примере F87). 

Использовали плюроники разной молеку-

лярной массы и степени гидрофобности (Plu-

ronic® F87, F108, F127, BASF Corp., Герма-

ния). Тонкие пленки плюроников получали 

из растворов в хлороформе на поверхности 

монокристаллического кремния методом 

спин-коутинга (скорость вращения 7000 

об/мин), в отсутствие и в присутствии ТФП. 

В отсутствие порфирина все изученные 

плюроники образуют характерные для кри-

сталлизации полиэтиленоксида [2] дендрито-

подобные структуры высотой 11–13 нм 

(рис. 1). 

В присутствии ТФП, как видно из рис. 2, 

структура тонких пленок плюроников суще-

ственно меняется – во всех случаях форми-

руются выпуклые «островки», являющиеся 

частью фрагментов дендритоподобных 

структур. Высота «островков» может дости-

гать 40–50 нм при ширине у основания до 

1000 нм. 

 

Рис. 2. Введение порфирина приводит к 

образованию «островков» (приведена систе-

ма F87-ТФП). На вкладке показан отдельный 

«островок». 

Такие «островки» многослойны и имеют 

свою внутреннюю микроструктуру (Рис.2, 

вкладка). Очевидно, малые агрегаты молекул 

ТФП взаимодействуют c гидрофобной ча-

стью макромолекул плюроника, изменяя ло-

кальные условия кристаллизации и иниции-

руя послойную укладку ламелей полимера. 

При переходе в водную фазу комплексы 

ТФП-плюроник образуют ядро мицеллы 

плюроника. Единый механизм солюбилиза-

ции ТФП тремя изученными плюрониками 

подтверждается одинаковой фотосенсибили-

зирущей активностью солюбилизированного 

ими порфирина в водной фазе в реакции 

окисления триптофана.  
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    Single stranded DNA (ssDNA) binding 

proteins are critical players in various genetic 

processes such as DNA replication, 

recombination, repair and restriction. 

Elucidating the structure of complexes of such 

proteins with the substrate provide a mechanistic 

picture of their role in the genetic processes. 

AFM is attractive structural means as it is 

capable of direct imaging of protein-DNA 

complexes.  However, this progress was limited 

to double-stranded DNA. Singe stranded DNA is 

much more flexible forming compact 

configurations stabilized by intrastrand 

interactions. Because of such compaction the 

AFM study of complexes of proteins with 

ssDNA is rather problematic. We have recently 

developed a novel approach to this problem [1] 

enabling us with AFM to reliably and 

unambiguously identify and analyze complexes 

of ssDNA with single strand binding proteins. In 

this approach, ssDNA was attached to a double-

stranded DNA, so the protein after binding 

ssDNA appears at the end of the well-identified 

DNA duplex. Double stranded DNA plays a role 

of the tag facilitating imaging of the complex 

and is essential for measuring the specificity of 

the protein binding. The approach was tested 

with the use of two ssDNA binding proteins, 

ssDNA binding protein of E.coli (SSB) and 

ABOBEC3G cytidine deaminase (A3G). SSB 

appeared on the AFM images as the end-bound 

blob with the size anticipated for the protein 

tetramer. The volume measurements were used 

to determine ssDNA binding proteins 

stoichiometry in both free and DNA-bound 

states. Oligomerization is supposed to be a 

regulatory factor for A3G enzymatic activity. 

We observed that free A3G is primarily 

monomeric, whereas ssDNA-complexed A3G is 

mostly dimeric. A3G stoichiometry increases 

slightly with the addition of Mg
2+

, but dimers 

still predominated when Mg
2+ 

was depleted. 

High-speed AFM was applied to image 

dynamics of protein-DNA complexes of both 

types. 

 

Conclusions.  

 Novel approach for AFM imaging of ssDNA 

binding protein was developed and tested. 

 Specificity of A3G and SSB proteins de-

pends on ionic strength and the presence of 

divalent cations.  

 Unbound A3G protein is primarily in mo-

nomeric state and oligomerization is in-

creased upon binding to ssDNA. 

 Dimers are the predominant A3G assem-

blies; larger oligomers are formed by the 

protein-protein interaction. 
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NANOCINEMATOGRAPHY: REAL-TIME AFM IMAGING 

OF DYNAMICS OF MOLECULES 
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In this talk, I overview our recent results on 

the study of dynamics of DNA and protein-DNA 

complexes made with the use of the time-lapse 

AFM. Several topics will be covered. 

(1) The nanoscale dynamics of Holliday 

junctions.  HJs are the key intermediates for 

DNA recombination.  The goal of the time-lapse 

AFM study was to distinguish between different 

models of Holliday junction branch migration. 

We have shown that the textbook model with the 

parallel orientation of exchanging arms does not 

work and should be replaced with an alternative 

model in which the junction adopts fully un-

folded configuration. 

(2) Mechanisms of the search of specific sites 

by site-specific DNA binding proteins. Here the 

power in direct nanoscale imaging of transient 

states by high-speed AFM (HS AFM) will be 

illustrated. Specifically, with this technique we 

were able to identify a novel process for the site 

search by the two-site binding protein. We have 

shown that such proteins are able to pull DNA 

filaments keeping another DNA segment in 

place being bound to a specific binding site. 

(3) Structure and dynamics of chromatin. A 

fundamental challenge of regulation of gene ac-

tivity is the accessibility of DNA within nucleo-

somes. Recent studies performed with the use of 

single molecule approaches led to the realization 

that nucleosomes are quite dynamic rather than 

static systems. What is the range of dynamics of 

nucleosomes?  Is a non-ATP dependent unwrap-

ping of nucleosomes possible? What are the fac-

tors facilitating a large scale dynamics and un-

wrapping of nucleosomes? The time–lapsed 

AFM was instrumental in answering these ques-

tions and shedding a new light to the nanoscale 

dynamics of nucleosomes. 

(4) Structure and dynamics of single-stranded 

DNA binding proteins. These are ubiquotous 

proteins involving in DNA replication, recombi-

nation, transcription and various modifications 

of DNA such as deamination (APOBEC pro-

teins). The major challenge with structural stu-

dies of proteins working on ssDNA is the need 

in the unambigous identification of the com-

plexes distinguishing them from uncomplexed 

proteins and non-specific complexes with 

double-stranded DNA (dsDNA). We have de-

veloped a novel approach for studies of ssDNA 

binding proteins with AFM in which a well-

defined hybrid DNA substrate is used. In such 

designs, ssDNA of a specific length is either 

attached to one of the ends of dsDNA or inserted 

between the two DNA duplexes. The power of 

such an approach are illustrated by the AFM 

study of two proteins, ssDNA binding proteins 

from E. Coli (SSB protein) and DNA deaminase 

A3G. Time-lapse HS AFM was applied to look 

at the DNA-protein interaction dynamics includ-

ing dissociationa and association steps. The au-

thor’s view on the futre of the nano cynemato-

graphy in various fields will be discussed.  
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ИССЛЕДОВАНИЕ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ ОДИНОЧНЫХ МОЛЕКУЛ 
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СКОПИИ 
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Нейродегенеративные заболевания на-

прямую связаны с неправильным фолдингом 

и агрегацией некоторых белков, таких как 

амилоид-β пептид (Аβ) в случае болезни 

Альцгеймера и α-синуклеин при болезни 

Паркинсона. Было установлено, что основ-

ным компонентом сенильных бляшек в мозге 

пациентов с болезнью Альцгеймера является 

амилоид-β пептид [1]. Процесс агрегации 

включает в себя формирование олигомеров, 

протофибрил и фибрилл. Долгое время счи-

талось, что фибриллярные структуры приво-

дящие к накоплению амилоидных бляшек 

являются причиной заболеваний, однако, в 

последнее время было предложено, что на 

самом деле цитотоксическими формами яв-

ляются амилоидные олигомеры [2]. Однако, 

каким является молекулярный механизм оли-

гомеризации и олигомеры какого порядка 

приводят к агрегации, на данный момент не 

известно. 

В нашей лаборатории было установлено, 

что силовая спектроскопия дает возможность 

исследовать димеризацию отдельных моле-

кул и неправильный фолдинг белков на са-

мой первой стадии их взаимодействия, а 

также выявить время жизни тех или иных 

образованных комплексов [3]. Эксперимент 

проводится в жидкостной среде, естествен-

ной для биологических макромолекул. Это 

позволяет варьировать условия эксперимен-

та, такие как pH среды и ионную силу рас-

твора.  

За формирование Аβ40 фибрилл ответст-

венны два  бета-участка этого пептида [4]. 

Для понимания начальных процессов его 

олигомеризации нами было изучено димер-

димерное взаимодействие Аβ14-23 фрагментов, 

содержащих один из участков, ответствен-

ных за формирование фибрилярных струк-

тур.  

Изучение таких модельных  систем позво-

лит продвинуться вперед в понимании про-

цессов олигомеризации амилоид-β пептидов 

в организме. 

 

Рис. 1. Схема эксперимента, димер-

димерное взаимодействие. 

 

Рис. 2. Типичная силовая кривая отра-

жающая взаимодействие молекул, закреп-

ленных на подложке и зонде АСМ соответст-

венно. Lc – контурная длина невзамодейст-

вующей части молекул. 
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Бактериальный белок Hfq относится к се-

мейству Sm-подобных белков. Он является 

глобальным регулятором экспрессии генов, 

принимает участие в регуляции транскрип-

ции и трансляции различных мРНК, способ-

ствует связыванию малых нетранслируемых 

РНК с мРНК.  

Недавно было показано, что белок Hfq 

способен связываться с ДНК in vitro и при 

избытке белка компактизовать ее в виде фи-

ламента. 

Архейные Sm-подобные белки способны 

самопроизвольно формировать в растворе 

фибриллы. Несмотря на высокую гомологию 

с архейными белками, бактериальные белки 

Hfq не способны к самопроизвольному фиб-

риллообразованию. Цель нашей работы – 

определить причины таких различий в свой-

ствах бактериальных и архейных белков. 

Был получен ряд мутантных белков с за-

менами аминокислотных остатков в белке 

Hfq Pseudomonas aeruginosa. Области замен 

были выбраны так, чтобы изменить физиче-

ские свойства белка. Только один из полу-

ченных мутантных белков оказался способ-

ным к самопроизвольному образованию 

фибриллоподобных структур в растворе.  

При выдерживании в растворе получен-

ный нами мутантный белок образует органи-

зованные в цепочки, повторяющиеся иден-

тичные цилиндрические частицы, диаметром 

и высотой около 15 нм, стенки которых со-

ставлены из слоев толщиной около 3 нм (см. 

рис. 1).  

1 0 0  nm
 

Рис. 1. ЭМ-фотография фибриллоподоб-

ных структур мутантного белка Hfq P. aeru-

ginosa. 

Такие фибриллоподобные структуры об-

разуются самопроизвольно при инкубации в 

буфере 25 мМ TrisHCl, pH=8,0. 

Рис. 2. Увеличенный фрагмент фотогра-

фии, приведенной на рис. 1. Можно выделить 

отдельные цилиндрические частицы разме-

ром примерно 15х15 нм. 

При дальнейшей инкубации цилиндриче-

ские частицы имеют тенденцию к олигоме-

ризации в фибриллоподобные структуры. 

Рис. 3. Фибриллоподобные частицы му-

тантной формы белка Hfq длиной до 100 нм, 

по всей видимости, построенные из соеди-

ненных «торец-в-торец» цилиндров. 

Таким образом, нами найдена область 

белка Hfq, которая предположительно явля-

ется критичной для самопроизвольного фор-

мирования фибриллоподобных структур Sm-

подобными белками. 

Работа выполнена при поддержке про-

граммы Молекулярная и клеточная биология 

Президиума РАН и ФЦП «Научные и науч-

но-педагогические кадры инновационной 

России» ГК № 02.740.11.0295. 
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В последнее время флуоресцентная мик-

роскопия стала одним из наиболее востребо-

ванных, постоянно развивающихся методов 

исследования внутриклеточных процессов и 

механизмов в живых объектах (клетках, бак-

териях и др.) Появление лазерной скани-

рующей конфокальной микроскопии позво-

лило существенно улучшить разрешение 

флуоресцентных микроскопов вдоль оптиче-

ской оси, благодаря чему стало возможным 

построение 3-хмерных изображений микро-

объектов. Исследование быстрых внутрикле-

точных и межклеточных процессов стало 

возможным с использованием резонансного 

сканирования в конфокальных микроскопах, 

вплоть до скоростей 420 кадров/сек (Nikon 

A1R). Многофотонная флуоресцентная мик-

роскопия позволила изучать биологические 

процессы в толще тканей и органов без по-

вреждений с разрешением 200 нм [1]. 

Дальнейшее развитие оптической микро-

скопии связано с преодолением дифракцион-

ных ограничений. И хотя новые технологии 

позволяют преодолеть разрешение оптиче-

ских микроскопов (электронная микроско-

пия, атомно-силовая микроскопия и т.д.), на-

блюдение живых объектов в них крайне ос-

ложнено. Было разработано новое направле-

ние современной флуоресцентной микроско-

пии, получившее название микроскопии 

сверхвысокого разрешения. Данное направ-

ление включает в себя микроскопию струк-

турированного освещения (3D-SIM), локали-

зационную микроскопию (стохостическая 

оптическая реконструкционная микроскопия 

STORM) и микроскопию «снижения стиму-

лированной эмиссии» (STED). 

Микроскопия структурированного осве-

щения (3D-SIM) проецирует образец струк-

турированного света на объект [2]. Возбуж-

дающий свет взаимодействует с флуорофо-

рами объекта исследования, генерируя кар-

тину интерференционных полос. С помощью 

модуляции освещения, накопления и рекон-

струкции последовательности изображений 

достигается улучшение разрешения изобра-

жений в 2 и более раз.  

Используя высокочастотное структуриро-

ванное освещение, системы Nikon N-SIM по-

зволяют достичь разрешения 85 нм и вре-

менного разрешении 0,6 сек на кадр. N-SIM 

дает возможность изучать динамику молеку-

лярных взаимодействий внутри живых кле-

ток, при этом получаются многоцветные 

трехмерные изображения всей клетки с вы-

соким пространственным разрешением. 

 

Рис. 1. Митохондрии в живых клетках 

HeLa, окрашенные Mito-Tracker red. А. Изо-

бражение с помощью конфокальной микро-

скопии Б. Изображение 3D-SIM. 

Локализационная микроскопия позволяет 

определить положение отдельных флуорофо-

ров благодаря использованию фотоактиви-

руемых флуорофоров [3]. При возбуждении 

единичного флуорофора, его точное положе-

ние определяется по пику кривой Гаусса. Ко-

гда флуорофоры слишком близко располо-

жены, их изображения перекрываются. Бла-

годаря слабому освещению происходит акти-

вация отдельных флуоресцентных молекул 

объекта, определяется точечная локализация 

и строятся карты распределения флуорофора. 

N-STORM позволяет достичь пространствен-

ного разрешения 20 нм, что более, чем в 10 

раз превышает наилучшее разрешение тра-

диционных оптических микроскопов.  

Микроскопия сверхвысокого разрешения 

открывает новые возможности для изучения 

межмолекулярных внутриклеточных взаимо-

действий, способствуя развитию геномики, 

протеомики, биотехнологии, цитологии. 

Список литературы: 

1. Gratton, Barry, N. P., Beretta, S. and Celli, 

A. Multiphoton fluorescence microscopy. 

Methods 25, 103–110 (2001). 

2. Karadaglic, D., Wilson, T. Image formation 

in structured illumination wide-field fluores-

cence microscopy. Micron 39, 808–818 (2008). 

3. Huang, B. .Current Opinion in Chemical 

Biology 14, 10–14 (2010). 

А Б 

http://dx.doi.org/10.1006/meth.2001.1219
http://dx.doi.org/10.1016/j.micron.2008.01.017
http://dx.doi.org/10.1016/j.micron.2008.01.017
http://dx.doi.org/10.1016/j.micron.2008.01.017
http://dx.doi.org/10.1016/j.cbpa.2009.10.013


35 

 

ЛОКАЛЬНАЯ ИММОБИЛИЗАЦИЯ CHLAMYDIA TRACHOMATIS НА 

МИКРОСТРУКТУРИРОВАННОЙ ПОВЕРХНОСТИ 

И.В. Парибок
1
, Г.К. Жавнерко

1
, В.Е. Агабеков

1
, 

А.Н. Асташонок
2
, Л.В. Рубаник

2
, Н.Н. Полещук

2
 

1
 ГНУ Институт химии новых материаловНАН Беларуси 

2
 ГУ Республиканский научно-практический центр эпидемиологии и микробиологии МЗРБ 

zhavn@ichnm.basnet.by 

В настоящее время формирование биоло-

гических микро- и наноструктур на твердой 

поверхности является одной из актуальных 

задач при создании биосенсоров [1]. Цель 

исследования заключалась в разработке мик-

роструктурированных сенсорных покрытий 

(СП), пригодных для локальной иммобили-

зации Сhlamydia Ttrachomatis. Методом мик-

роконтактной печати (МКП) [2] на поверхно-

сти гидрофильного кремния сформированы 

два типа СП, содержащих участки (полосы 

шириной 1,5 мкм), промотирующие и блоки-

рующие клеточную адгезию. Для создания 

первого типа СП на поверхность кремния из 

водного раствора адсорбировали бычий сы-

вороточный альбумин (БСА) в виде сплош-

ной пленки, после чего методом МКП фор-

мировали полосы положительно заряженного 

полиэлектролита – полиэтиленимина (ПЭИ). 

Далее на полосы ПЭИ из водного раствора 

осаждали гепарин. Результирующее СП 

представлено на рис. 1. 

 

Рис. 1. АСМ-изображение микрострукту-

рированной пленки гепарин/БСА на кремнии. 

Для создания второго типа СП на поверх-

ности гидрофильного кремния методом МКП 

формировали полосы БСА, далее из раствора 

на свободные от БСА участки адсорбировали 

стрептавидин, а на него – биотинилирован-

ные моноклональные антихламидийные ан-

титела (МАТ). 

Локальную иммобилизацию Сhlamydia 

Ttrachomatis осуществляли, выдерживая али-

квоты исследуемого материала на поверхно-

сти заранее подготовленных СП в течение 2–

3 часов. 

Методом атомно-силовой микроскопии 

(АСМ) показано, что внеклеточные формы 

данной популяции хламидий отличаются по 

морфологии и поверхностному заряду клетки 

и зависят от типа используемого СП. 

Обнаружено, что для СП первого типа 

преимущественная адсорбция хламидий (как 

отдельных, так и колоний) происходит на 

полосах гепарина (рис. 2). 

 

Рис. 2. АСМ-изображение локально им-

мобилизованных Сhlamydia Ttrachomatis. 

Установлено, что на локально активиро-

ванных МАТ поверхностях (СП второго ти-

па) встречаются два вида частиц: ретикуляр-

ные тельца возбудителя сферической или 

овальной формы размером от 0,8 до 1,3 мкм 

и элементарные тельца диаметром от 100 до 

280 нм. 

Предложенный подход может быть ис-

пользован для обнаружения и идентифика-

ции Сhlamydia Ttrachomatis методом АСМ. 
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Определение шероховатости при помощи 

метода атомно-силовой микроскопии широко 

используется для оценки состояния различ-

ных объектов, однако существует лишь не-

большое число работ, где он использовался 

для анализа поверхности клеток. В то же 

время использование интегрального пара-

метра удобно при оценке действия на клетку 

различных физиологически и экзогенных 

факторов. 

Ранее было показано [1], что параметр 

шероховатости эритроцитов является надеж-

ной характеристикой образца, не зависит от 

типа фиксации клеток и одинаков для фикси-

рованных и высушенных в мазке клеток. 

Кроме того, показано, что шероховатость 

поверхности эритроцитов связана с состоя-

нием цитоскелета. Целью нашей работы бы-

ло разработать методику и изучить примени-

мость параметра шероховатости для исследо-

вания влияния состояния окружающей среды 

на поверхностную структуру эритроцита. 

Суспензии эритроцитов инкубировали в 

средах с различной осмолярностью. В работе 

были использованы эритроциты крови чело-

века, фиксированные 0,5% глутаровым аль-

дегидом. АСМ-изображения получены с ис-

пользованием зондовой нанолаборатории 

Ntegra Spectra компании НТ-МДТ (Россия, 

Зеленоград).  

 

Рис. 1. Типичное изображение эритроцита. 

Сканирование производили в полукон-

тактном режиме с использованием полукон-

тактных кантилеверов NSG 10-A, частота 

сканирования 0,5-1,0 Гц. 

Типичное изображение эритроцита приве-

дено на рис. 1. Параметр шероховатости 

(средняя шероховатость, Sa) определяли по 

формуле: 

. 

Показано, что с увеличением осмолярно-

сти среды инкубации шероховатость поверх-

ности эритроцита увеличивается (рис.2). 

 

 

Рис. 2. Влияние осмолярности среды инкуба-

ции на параметр шероховатости эритроцитов. 

Изменения, происходящие в эритроцитах 

при варьировании осмолярности окружаю-

щего раствора, связаны с выходом из клетки 

или поступлением в клетку воды и соответ-

ствующим изменением клеточного объема. 

Эти изменения могут затрагивать также фор-

му клетки, ее цитоскелет и распределение 

трансмембранных белков, что и вызывает 

изменение шероховатости. 
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Спектроскопия гигантского комбинаци-

онного рассеяния (ГКР) обладает рядом уни-

кальных возможностей, которые делают ее 

перспективным методом исследования ши-

рокого класса биомолекул. Прежде всего, это 

связано с высокой чувствительностью мето-

да. Дополнительным преимуществом метода 

является возможность его объединения со 

сканирующей зондовой микроскопией. Кро-

ме того, спектроскопия ГКР все более широ-

ко применяется в качестве метода детекции в 

иммуноанализе. Наиболее высокая чувстви-

тельность достигается при использовании 

золотых или серебряных наночастиц с иммо-

билизованным красителем. 

Данный подход представляется перспек-

тивным, в частности, при исследовании при-

онов – принципиально нового класса белко-

вых патогенов, вызывающих ряд неизлечи-

мых в настоящее время заболеваний цен-

тральной нервной системы человека и жи-

вотных. Патогенная изоформа прионового 

белка, богатая β-листами, обладает способ-

ностью к самопроизвольной полимеризации 

в высокоупорядоченные фибриллы (рис. 1), 

которые повреждают нейроны. В настоящее 

время необходимо достижение пределов об-

наружения прионовых белков на уровне де-

сятков-сотен молекул/мл. 

 

Рис. 1. АСМ-изображение фибрилл ре-

комбинантного прионового белка, адсорби-

рованных на слюде. 

Нами разработан способ иммобилизации 

5,5′-дитиобис(2-нитробензойной кислоты) 

(ДТНБ) на поверхности золотых наночастиц 

со средним диаметром 45 нм. Данный краси-

тель ковалентно связывается с поверхностью 

золота и имеет карбоксильные группы, кото-

рые могут быть использованы для конъюга-

ции с антителами, в частности, к β-листам 

прионового белка. Он имеет интенсивный 

характеристический максимум при 1325–

1340 см‾¹, соответствующий нитрогруппе. 

Известна методика его иммобилизации на 

поверхности золотых наночастиц, которая 

проводится в этиловом спирте [1], что, со-

гласно нашим данным, может привести к 

осаждению наночастиц. В нашей работе был 

предложен способ проведения реакции в во-

де, как в присутствии, так и в отсутствие бу-

ферных растворов, что значительно расши-

ряет границы ее применения. В качестве ме-

тода контроля полученных меток была ис-

пользована их электростатическая адсорбция 

на поверхности алюминия, обработанной 

раствором хлорида полидиметилдиаллилам-

мония (ПДДА) в присутствии солей KCl и KI 

(рис. 2) или без них. В случае использования 

раствора ПДДА, содержащего KI, интенсив-

ность характеристического максимума выше, 

что позволяет рекомендовать данный вари-

ант адсорбции наночастиц как метод контро-

ля при получении меток для иммуноанализа 

с использованием спектроскопии ГКР в каче-

стве метода детекции. 

 

Рис. 2. Спектр ГКР наночастиц с иммоби-

лизованным ДТНБ, адсорбированных на 

алюминии, покрытом ПДДА в присутствии 

KI. 
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Х-вирус картофеля (ХВК) и ряд других 

потексвирусов способны к реконструкции in 

vitro из вирусного белка оболочки (БО) и ви-

русной РНК. БО потексвирусов способен 

упаковать не только гомологичную РНК, но 

и гетерологичные нуклеиновые кислоты, об-

разуя при этом искусственные («смешан-

ные») вирусные рибонуклеопротеиды 

(вРНП). Нами изучены особенности структу-

ры  вРНП, полученных in vitro при инкуба-

ции БО ХВК с РНК ряда вирусов растений и 

животных, относящихся к различным таксо-

номическим группам. В качестве гетероло-

гичных были использованы РНК потексвиру-

сов (ВМН – вирус мозаики нарцисса, ВАМК 

– вирус аукуба мозаики картофеля, ВМАльт 

– вирус мозаики альтернантеры), тобамови-

руса табачной мозаики (ВТМ), бромовируса 

мозаики костра (ВМК) и пикорнавируса 

Менго (вирус животных). Полученные вРНП 

были исследованы с помощью электронного 

и атомно-силового микроскопов и в трансля-

ционном тесте.  

 
Рис. 1. Искусственные вРНП, собранные in 

vitro при инкубации БО ХВК и РНК ВТМ. 

Метка соответствует 1 мкм. 

 

Рис. 2. вРНП, собранные in vitro при инкуба-

ции БО ХВК и РНК ВМН. Электронная мик-

роскопия. Метка соответствует 100 нм. 

Показано, что при взаимодействии гетероло-

гичных РНК с БО ХВК образуется белковая 

оболочка, сходная по структуре и свойствам 

с белковой оболочкой гомологичных частиц 

и нативного вируса. Кроме того, по-

видимому, инициация сборки «смешанных» 

вРНП in vitro так же, как и гомологичных, 

начинается с 5'-концевого района РНК. Веро-

ятно, образование in vitro гетерологичных 

вРНП с участием БО ХВК не зависит от спе-

цифической нуклеотидной последовательно-

сти 5'-конца РНК, и БО ХВК способен упако-

вать чужеродный генетический материал 

различного размера и состава в вирусопо-

добные искусственные частицы. В составе 

вРНП гетерологичная РНК так же, как и го-

мологичная, не доступна для рибосом. Одна-

ко она становится трансляционно активной 

при инкубации полученных вРНП с транс-

портным белком 1 ХВК. Его связывание с 

одним из торцов вириона ХВК приводит к 

последующей разборке частиц с высвобож-

дением свободной РНК и субъединиц белка 

на ранних стадиях трансляции. Вероятно, 

подобный механизм реализуется и в случае 

искусственных вРНП. 
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Активное развитие нанотехнологии пред-

ставляет широкий круг новых классов флюо-

рофоров, которые могут быть использованы 

в биологических исследованиях и медицин-

ской практике. Однако перед использованием 

они должны тестироваться на биосовмести-

мость.  

Для исследования влияния квантовых то-

чек на жизнеспособность нейтрофильных 

гранулоцитов первоначально оценивалась 

жизнеспособность интактных клеток. Для 

этого в течение 10 часов нейтрофилы, изоли-

рованные из кровяного русла и находящиеся 

в забуференном физиологическом растворе в 

концентрации 500 тыс. кл/мл в термостати-

руемой ячейке конфокального микроскопа, 

наблюдали в режиме реального времени. За 

все время наблюдения клетки демонстриро-

вали высокую степень активности: быстрое 

передвижение гранул в цитоплазме, мигра-

ционную активность, образование псевдопо-

дий. При наблюдении за клетками методом 

атомно-силовой микроскопии миграционная 

активность клеток не отмечалась, однако, в 

течение 3 часов с 15 минутным интервалом 

сканирования морфология клеток оставалась 

неизменной. Тест с пропидиум йодидом по-

казал значение  жизнеспособности нейтро-

филов в 97–99%, как в начале наблюдения за 

клетками, так и по окончании процесса. 

В дальнейшем к нейтрофильным грануло-

цитам добавляли квантовые точки разного 

состава с эмиссией 620 нм, 617 нм, 590 нм, 

570 нм. Моделировалось две ситуации. В 

первой серии экспериментов клетки инкуби-

ровали с квантовыми точками (0,1 мг/мл) в 

темноте, после чего высаживали на стекло, 

где происходила спонтанная адгезия к под-

ложке и клетки фиксировали метанолом. Эта 

серия позволяла оценивать темновую ток-

сичность. Во второй серии экспериментов 

клетки вносили в термостатируемую жидко-

стную ячейку (37º С), после чего происходи-

ла спонтанная адгезия и в течение 2 часов 

наблюдали за интактными клетками, затем 

вносили квантовые точки – исследования 

фототоксичности. 

В первой серии экспериментов зафикси-

ровали ярко выраженный  цитотоксический 

эффект квантовых точек, даже в том случае, 

когда клетки не праймированы адгезией к 

субстрату, а фототоксическое воздействие 

исключено условиями проведения экспери-

мента. Инкубация нейтрофилов с квантовы-

ми точками в течение 5 мин не являлась 

опасной – отмечалась только голубая авто-

флюоресценция. Но уже через 10 мин клетки 

начинают поглощать квантовые точки, при 

этом четко отмечается зависимость между 

наполненностью клеток квантовыми точками 

и структурой: эмиссия в красной области 

спектра, характерная для квантовых точек, 

кореллирует с потерей клеткой ядра и разру-

шением мембраны. Через 90 мин после инку-

бации с CdSe/ZnS-меркапто-уксусная кисло-

та (0,1 мг/мл) количество поврежденных кле-

ток постепенно нарастает, отмечается гибель 

нейтрофилов по механизму нетоза. 

Дополнительную информацию дает ис-

пользование метода АСМ: даже клетки, со-

храняющие целостность мембраны и ядро, 

образуют псевдоподии, не характерные для 

нейтрофилов, фрагменты псевдоподий на 

некоторых участках выглядят как «расплав-

ленные», в отличие от всегда четко структу-

рированных псевдоподий, формируемых 

клетками при фагоцитозе микроорганизмов 

(рис. 1). 

 

Рис. 1. АСМ-микроскопия псевдоподий 

нейтрофилов, поглощающих квантовые точ-

ки. Стрелками обозначены фрагменты «рас-

плавленных» псевдоподий. Изображение по-
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лучено на микроскопе SolverBio (NT-MDT, 

Россия), обработано в программе Topometrix. 

Та же концентрация квантовых точек бы-

ла использована при инкубации с клетками, 

адгезированными и распластанными на суб-

страте. Обнаружено, что квантовые точки в 

концентрации 0,1 мг/мл образуют крупные 

конъюгаты, а для клеток отмечались сле-

дующие феномены. Во-первых, наблюдается 

активное поглощение квантовых точек ней-

трофильными гранулоцитами. Во-вторых, 

клетки, поглотившие квантовые точки, со-

храняют способность к хемотаксису и даже 

обмену наноразмерными флюорофорами. В-

третьих, нейтрофилы еще больше укрупняют 

конъюгаты квантовых точек,  и пытаются 

экскретировать их на одном из полюсов. 

Достаточно продолжительное время клетки 

еще сохраняют высокую подвижность, но 

через 60 мин она сменяется характерным ис-

тончением мембраны по периферии, свиде-

тельствующем о гибели клеток. В-четвертых, 

у части нейтрофилов наблюдается эффект 

«избегания» квантовых точек, когда они не 

просто активно выводят конъюгаты кванто-

вых точек либо в среду, либо передавая их 

другим клеткам, но формируют выпячивание 

мембраны в месте концентрации  CdSe/ZnS-

МУК (рис. 2).  

 

Рис. 2. Углубление участка мембраны 

нейтрофильного гранулоцита в месте кон-

центрации квантовых точек CdSe/ZnS-МУК 

(0,1 мг/мл). Изображение получено на кон-

фокальном микроскопе Carl Zeiss Axiovert 

200M LSM 510 META (Германия), увеличе-

ние объектива х100. 

Через 100 мин после внесения квантовых 

точек неизбежно наступает «вскипание» 

клетки. Морфологические признаки такого 

«вскипания» не однородны. В основном 

можно выделить две группы клеток. Первая 

группа характеризуется быстрым некрозом, в 

результате которого при микроскопии визуа-

лизируется только «тень» клетки.  Вторая 

группа начинает образовывать не характер-

ные для нативного нейтрофила крупные гра-

нулы, быстро концентрирует весь цитоплаз-

матический материал в центре клетки, после 

чего периферическая часть истончается и 

клетка формирует характерные «волдырча-

тые» тени. Летальность CdSe/ZnS в концен-

трации   0,1 мг/мл подтверждена и в отноше-

нии клеток линии HeLa и в отношении чело-

веческих гепатоцитов, однако в этих работах 

авторы фиксировали цитотоксический эф-

фект в течение 24 часовой инкубации [1]. 

Обсуждая механизмы цитотоксичности, 

авторы отмечают, что кадмий вызывает ги-

бель клеток в концентрации 100 – 400 мМ, 

поскольку ионы токсиканта способны связы-

вать сульфгидрильные группы многих, в том 

числе митохондриальных белков. При этом 

тиогруппы инактивируются, что приводит к 

митохондриальной дисфункции и гибели 

клеток по механизму некроза. Морфологиче-

ское описание некротической гибели гепато-

цитов полностью соответствуют тем, что на-

блюдались в наших экспериментах в отно-

шении нейтрофильных гранулоцитов, т.е. 

после воздействия квантовыми точками, по-

крытыми меркапто-уксусной кислотой, об-

нажается гранулированная цитоплазма, гра-

ницы клеток становятся нечеткими и рас-

плывчатыми, ядро не определяется и форми-

руются очевидные волдырчатые структуры.  

Таким образом, сочетание двух методов 

высокоразрешающей микроскопии: атомно-

силовой и конфокальной позволяет давать 

комплексную оценку процессов воздействия 

на нативные клетки разных классов биоген-

ных и абиогенных веществ, а также оцени-

вать динамику и феноменологию таких 

сложных процессов, как клеточная гибель. 

Работа выполнена при поддержке ФЦП, 

№ ГК 14.740.11.0456. 
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Недавно методом АСМ высокого разре-

шения было обнаружено, что при адсорбции 

из водных растворов короткого олигопептида 

гексаглицил-амида  (ГГА)  поверхность гра-

фита плотно покрывается высокупорядочен-

ными эпитаксиальными ламеллярными мо-

нослоями [1]. Уникальным для эпитаксии 

полимеров и олигомеров на неогранических 

кристаллических субстратах является суще-

ствование, в зависимости от концентрации, 

двух типов морфологически различных 

структур ГГА с направлениями роста ламе-

лей, сдвинутыми относительно  друг друга на 

30
О
 (или 90

О
) (рис. 1). Был проведен качест-

венный анализ энергетики водородных свя-

зей для всего набора возможных двумерных 

упаковок молекул ГГА с учетом их размеще-

ния на решетке графита со следующими вы-

водами (рис.2): 1) L1 и L2 ламели являются 

соответственно паралельными и антипарал-

лельными β-листами с двумя молекулами 

ГГА в элементарной ячейке, упакованными 

нормально сторонам ламелей, 2) молекуляр-

ная ориентация относительно решетки гра-

фита в L1 и L2 ламелях различна – соответ-

ственно вдоль <1120> и <1010>  направле-

ний, 3) L1 ламели являются сдвоенными па-

реллельными β-листами, ориентированными 

по типу «голова к голове», 4) L2 ламели яв-

ляются сборками из нескольких молекуляр-

ных рядов (антипараллельных β-листов), 

сшитых межрядными водородными связями. 

Обнаружение высокоупорядоченных ламел-

лярных монослоев ГГА неожиданно как по 

самому его факту (всюду плотное покрытие 

сильно гидрофобной поверхности графита 

наблюдалась до сих пор только для гидро-

фобных же алканов и их производных, но не 

для водо-растворимых олигопептидов), так и 

по богатству наблюдающегося на наноуровне 

структурного многообразия. 

При сильных разбавлениях наблюдались 

исключительно ламели L1 вне зависимости 

от времени адсорбции, в то время как L2 ла-

мели появлялись при концентрациях 

~0,5 мкг/мл и более и не наблюдались при 

меньших. Возможное объяснение образова-

ния и сосуществования двух типов структур-

но-различных групп ламелей предполагает 

димеризацию ГГА в растворе (при 

~0,5 мкг/мл) и рост ламелей L1 из мономе-

ров, а L2 – из димеров ГГА (рис. 3). Единич-

ные ГГА молекулы ориентируются при ад-

сорбции преимущественно вдоль <1120> на-

правлений решетки графита, так как в этом 

направлении имеет место соразмерность пе-

риодичности 0,74 нм графита и периодично-

сти вдоль олигопептидной цепи (~0,7 нм). 

Напротив, для димеров энергетически более 

выгодной является ориентация вдоль направ-

Рис. 2.  Схематическое изображение ламелей L1 

и L2 соответственно с параллельной и  антипа-

раллельной упаковками молекул ГГА, различ-

ным межмолекулярным расстоянием и ориента-

цией молекул относительно решетки графита. 

Концевые амидные группы показаны синим, 

межрядные водородные связи – пунктиром. 

Рис. 1. АСМ изображение ламелей L1 и L2. 

mailto:vprokh@gmail.com
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ления графита <1010>, при которой имеется 

соразмерность в направлении вдоль ламели 

(периодичность графита 0,492 нм вдоль 

<1120> близка к оптимальному расстоянию 

~0,5 нм между соседними молекулами в ди-

мере (и ламеле). 

В дополнение к изложенному в [1]  в дан-

ном докладе сообщается о новых АСМ на-

блюдениях: 1) структурные модели (рис. 2) 

прямо подтверждаются АСМ изображениями 

ультра-разрешения (рис. 4), полученными на 

высокоточном АСМ приборе Smart-SPM 

(AIST-NT), 2) наблюдаются новые ламелляр-

ные структуры с периодичностью ~3,7 нм, 

соответствующей «полуторной» длине моле-

кулы ГГА (рис. 5). Последний результат сви-

детельствуют о том, что многообразие моле-

кулярных упаковок в ламеллярных структу-

рах ГГА на графите моделями на рис. 2 не 

исчерпывается. 

АСМ наблюдения ламеллярных структур 

ГГА на графите демонстрируют ряд новых 

черт, не наблюдавшихся при эпитаксии не-

пептидных молекул: существование альтер-

нативных молекулярных ориентаций, поли-

дисперсность ширины ламелей L2, зависи-

мость структур от концентрации раствора. В 

совокупности они свидетельствуют о струк-

турно-богатой и до сих пор неисследованной 

области. Источником структурного многооб-

разия является присущее олигопептидам 

свойство образовывать сети межмолекуляр-

ных водородных связей и несоразмерность 

их кристаллических структур с решеткой 

графита. С практической точки зрения по-

крытие графита высокоупорядоченными оли-

гопептидными монослоями может найти ши-

рокое применение для модификации и «био-

модификации» поверхностных свойств как 

самого графита, так и карбоновых наномате-

риалов типа углеродных нанотрубок и гра-

фена. 
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Рис. 4. АСМ изображение «элементарных» L2 

ламелей с шириной 2,5 нм (длина молекулы 

ГГА), группирующихся в связки из 2–4 ламелей, 

наблюдающиеся как единые структуры при не-

достаточном латеральном разрешении. 

Рис. 3. Модель роста ламелей L1 и L2 из моно-

меров (a) и димеров (b) соответственно. 

Рис. 5. АСМ фазовое изображение ламеллярных 

нанокристаллов ГГА с периодом ~5,4 нм  в ок-

ружении монослоя ламелей с периодом ~ 3,7 нм. 

Ориентация ламелей в кристаллах – вдоль их 

длинных осей, в монослое – показана более жир-

ной белой линией.  
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Микроскопические методы являются ос-

новополагающими для исследования клеточ-

ных структур в гистологии и клеточной био-

логии. Главными из них являются оптическая 

микроскопия и – для получения высокого 

разрешения – просвечивающая электронная 

микроскопии (ПЭМ). Атомно-силовая мик-

роскопия применяется для исследования гис-

тологических препаратов чрезвычайно редко: 

стандартные способы подготовки образцов 

для АСМ позволяют исследовать поверх-

ность образца, но не его внутреннюю струк-

туру.  

Цель данной работы состоит в развитии 

экспериментальных методик, которые позво-

лили бы проводить сканирование срезов тка-

ней на атомно-силовом микроскопе (АСМ). В 

основе этих методик лежит сочетание раз-

личных режимов АСМ с протоколами иммо-

билизации исследуемого материала в твердой 

среде и приготовления срезов, которые при-

меняются для ПЭМ. При этом если для ПЭМ 

требуется приготовление ультратонкого сре-

за, проницаемого для электронного пучка, то 

для АСМ значение имеет только гладкость 

поверхности, получаемой после резки.  

В работе было показано, что АСМ приме-

нима для изучения поверхности ультратон-

ких срезов и блоков эпоксидной смолы, при 

этом обнаруживаются рельеф и неоднород-

ность свойств на поверхности, которые соот-

ветствуют структуре биологического мате-

риала.  

Предлагаемые методики визуализации 

были опробованы на образцах тканей живот-

ных (препараты печени и селезенки крыс), и 

растений (меристема корешка риса), а также 

на культуре (А549). Исследуемые объекты 

фиксировались, проходили процедуру обез-

воживания, заливки в смолу и приготовления 

ультратонких срезов. После этого осуществ-

лялось сканирование блоков или срезов 

на АСМ. На поверхности блоков эпоксидной 

смолы с залитыми образцами с использова-

нием различных режимов работы атомно-

силового микроскопа были получены изо-

бражения субклеточных структур.  

 

Рис. 1. Поверхность эпоксидного блока, 

препарат печени мыши. 

Некоторые полученные изображения ис-

следуемых образцов представлены на рис. 1 

и 2. На рис. 1 представлено изображение по-

верхности блока эпоксидной смолы с тканью 

печени мыши, зафиксированным в нем. На 

изображении  видна структура гепатоцита – 

фрагмент ядра и цитоплазмы, так же видны 

митохондрии, липосомы и вакуоли. В правой 

части изображения видна цитоплазма сосед-

ней клетки с органеллами, а немного вверху 

– кровеносный капилляр с фрагментами не-

скольких эритроцитов. 

Другим объектом исследования являлся 

препарат меристемы корешка риса (рис. 2). 

При заливке препарата в эпоксидную смолу 

растительная ткань пропитывается хуже, чем 

животная, ввиду особенностей анатомиче-

ского строения (наличия толстых клеточных 

стенок). На изображении видны клетки мери-

стемы и хорошо различимые клеточные 

стенки, а  так же ядра, располагающиеся в 

середине клеток. 
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Рис. 2. Поверхность эпоксидного блока, 

препарат меристема корешка риса. 

Измерения, проведенные на нескольких 

блоках, показывают, что наиболее заметными 

объектами всегда являются ядра и ядрышки: 

на топографических изображениях они вы-

глядят как углубления до 100 нм, которые 

очень заметны на фоне относительно гладкой 

цитоплазмы.  

На полученных изображениях видна 

структура клеток: ядерная оболочка и хрома-

тин ядер, плазматическая  мембрана, мем-

браны вакуолярной системы (аппарат Голь-

джи, везикулы), митохондрии (рис. 3) и дру-

гие органеллы. Было показано, что при ис-

пользовании алмазного ножа поверхность 

для исследования получается более ровной, а 

рельеф – более информативным, чем при 

резке стеклянным ножом. 

 

 

Рис. 2. Изображение митохондрии в пре-

парате культуры клеток. Видны кристы, рас-

стояние между ними около 100 нм. 

Исследования срезов на АСМ дают воз-

можность получать изображения, сопостави-

мые с малым увеличением (менее 25000х) 

просвечивающего электронного микроскопа. 

Дальнейшее развитие методик позволит ис-

пользовать АСМ как дополнительный метод 

исследования тканей, используемый в соче-

тании с другими видами микроскопии. 
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Мембрана животных клеток – многоком-

понентная функциональная структура, обра-

зованная липидами, белками и их глико-

конъюгатами. Важной характеристикой кле-

точных мембран является их поверхностный 

заряд, зависящий от биохимического состава 

мембранных компонентов и состояния кле-

ток. 

Перспективным методом анализа поверх-

ностного заряда клеток является динамиче-

ское рассеяние света, ДРС (фотонная корре-

ляционная спектроскопия). 

Этот метод находит широкое применение 

для исследования клеточной стенки микро-

организмов [1]. 

Актуальной задачей представляется соз-

дание на основе ДРС способов характеристи-

ки состояния плазмалеммы клеток человека и 

животных, что представляет интерес для ме-

дицинской диагностики и клеточных биотех-

нологий. 

Целью настоящей работы явился анализ 

поверхностного заряда клеток человека в 

норме и при индукции апоптоза методом 

ДРС на анализаторе Malvern ZetasizerNanoZS 

(Malvern Instruments). Объектами исследова-

ния служили эритроциты человека и опухо-

левые культуры клеток HeLa и MCF-7. 

Апоптоз клеток в суспензии индуцирова-

ли путем добавления 2 мМ дексаметазона 

или температурной обработки в ФСБ. 

Установлено, что при рН 7 клетки HeLa, 

MCF-7 и эритроциты имеют отрицательный 

дзета-потенциал, который составляет около 

-19,4 ± 0,8, -20,9 ± 0,4 и -31,8 ± 1,1 мВ соот-

ветственно (рис.1). Подобный отрицатель-

ный заряд клеток, вероятно, обусловлен при-

сутствием фосфо- и гликолипидов в составе 

цитоплазматической мембраны клеток.  

Более высокое значение дзета-потенциала 

эритроцитов, почти на 10 мВ, по сравнению с 

культивируемыми клетками можно объяс-

нить наличием большого количества остат-

ков сиаловой кислоты на поверхности эрит-

роцитов [2].  

 

 

Рис. 1. Кривая распределения дзета-

потенциала клеток HeLa, полученная на ана-

лизаторе Malvern Zetasizer Nano ZS. 

По данным проточной цитометрии и 

флуоресцентной микроскопии, обработка 

клеток повреждающими факторами в усло-

виях опыта сопровождалась уменьшением 

метаболической активности клеток, но не 

приводила к фрагментации ДНК. По данным 

ДРС в этих условиях происходило увеличе-

ние значений отрицательного дзета-

потенциала исследуемых клеток. Это увели-

чение можно объяснить повышением содер-

жания на внешнем липидном слое клеток 

фосфатидилсерина – раннего маркера апоп-

тоза, который имеет большую плотность от-

рицательного заряда, чем фосфатидилхолин.  

Результаты проведенного исследования 

свидетельствуют о перспективности приме-

нения метода динамического рассеяния света 

для анализа поверхностной структуры клеток 

человека и оценки их состояния в норме и 

при различных воздействиях. 
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Одним из актуальных направлений совре-

менной науки является создание подходов 

для усиления сигнала комбинационного рас-

сеяния света, регистрируемого от живых кле-

ток. На кафедре биофизики биологического 

факультета разработан подход, позволяющий 

получать сигнал гигантского комбинацион-

ного рассеяния (ГКР) от интактных эритро-

цитов [1]. В то же время известно, что колло-

идные частицы благородных металлов, ввиду 

своей реакционной способности, могут вы-

зывать повреждение мембран живых клеток. 

Целью данной работы является определение 

характера влияния наночастиц серебра на 

эритроциты млекопитающих. 

В ходе работы, по методу, описанному 

в [2] были получены коллоидные растворы 

серебра, различающиеся по размеру частиц. 

Оценку диаметра наночастиц серебра прово-

дили методом динамического светорассеяния 

(Zetasizer Nano ZS, Malvern). Полученные 

коллоидные растворы различались по поло-

жению максимума плазмонного резонанса и 

коэффициенту усиления сигнала комбинаци-

онного рассеяния от целых эритроцитов. Так 

же была измерена цитотоксичность получен-

ных коллоидных растворов серебра, а именно 

доля разрушившихся эритроцитов в образце 

с коллоидным раствором и в его отсутствии. 

Обнаружено, что степень гемолиза зависит 

от диаметра наночастиц серебра. 

Для оценки влияния наночастиц серебра 

на структуру эритроцитов были получены 

изображения эритроцитов методом лазерной 

интерференционной микроскопии. Были 

оценены площадь поверхности, средняя фа-

зовая высота и распределение вещества. По-

казано, что присутствие в среде инкубации 

наночастиц серебра не оказывает существен-

ного влияния на морфологические параметры 

эритроцитов. 

Для исследования локализации наноча-

стиц серебра на поверхности эритроцитов 

были получены изображения фиксированных 

эритроцитов методами атомно-силовой и 

конфокальной микроскопии в присутствии 

коллоидных растворов серебра. АСМ и кон-

фокальные изображения получены с исполь-

зованием Зондовой нанолаборатории NTE-

GRA SPECTRA (НТ-МДТ, Россия). 

 

Рис. 1. Конфокальное изображение (а) и 

изображение полученное методом атомно-

силовой микроскопии (б) эритроцита челове-

ка с коллоидами серебра. Точками отмечены 

спектр комбинационного рассеяния агрегатов 

наночастиц (1) и спектр комбинационного 

рассеяния от эритроцита (2).  

На конфокальном изображении эритроци-

та видны участки, имеющие характерную для 

агрегатов наночастиц серебра форму спектра. 

Видно, что наночастицы серебра образуют 

агрегаты на поверхности мембраны эритро-

цитов и, таким образом, могут вызывать уси-

ление сигнала комбинационного светорас-

сеяния примембранного гемоглобина. На 

атомно-силовом изображении не зарегистри-

ровано повреждений мембраны в области  

локализации наночастиц. 
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Одним из наиболее интенсивно разви-

вающихся и перспективных направлений 

восстановления сетчатой оболочки глаза по-

сле травмы является трансплантация стволо-

вых и прогениторных клеток. Возможность 

направленной и контролируемой дифферен-

цировки стволовых клеток является одной из 

актуальных задач современной биологии раз-

вития. Накопленные к настоящему времени 

данные по решающему значению микроок-

ружения для дальнейшего развития транс-

плантированных стволовых клеток позволи-

ли применить принципиально новые подхо-

ды для их терапевтического введения.  

Однако вопросы функционального заме-

щения утраченных нейронов сетчатки транс-

плантированными клетками остаются откры-

ты. Применение методов атомно-силовой 

микроскопии и органотипического культиви-

рования позволяет детально описать морфо-

логические преобразования, происходящие с 

клетками, введенными в ткань реципиента, 

проследить их пути миграции и оценить пер-

спективность применения в регенеративной 

медицине. 

Культивирование сетчатки проводили в 

виде эксплантатов в стандартных условиях в 

среде DMEM/F12 с 20 нг/мл FGF и EGF, 7% 

FCS, гепарином, добавками В12 и N2. Для 

трансплантации использовали EGFP+ клетки 

стромы костного мозга (ММСК) 4-го пасса-

жа, нейрональные стволовые/прогенитриные 

клетки (НСПК), вводимые стеклянным мик-

рокапилляром в концентрации 1000–3000 

клеток в 0,1 мкл среды под контролем мик-

романипуляторов Nareshige.  

Для повреждения сетчатки использовали 

инфракрасный лазер (1480 nm) Zilos-tkTM 

(Hamilton Thorne) мощностью 300 мВ. Выби-

рали квадрат со стороной 100 мкм средней 

области разрастания края эксплантата сет-

чатки. Повреждение сетчатки проводили 15-

ю импульсами лазера длительностью 1000–

3000мс на 14 сутки культивирования. 

АСМ-изображения были получены на 

микроскопе Solver BIO Olympus (НТ-МДТ, 

Россия), с полем сканирования 

100х100х7 мкм
3
 и системой емкостных дат-

чиков. С помощью совмещенного с прибором 

инвертированного оптического микроскопа 

осуществлялся подвод кантилевера к образ-

цу, установка места сканирования. Сканы 

256х256 точек, скорость сканирования под-

биралась для получения оптимального ре-

зультата (0,3–1,5 Гц). Размер скана от 20х20 

до 90х90 мкм
2
. Изображения были обработа-

ны средствами программы Nova (НТ-МДТ, 

Россия). 

При нанесении на поверхность экспланта-

та сетчатки НСПК практически отсутствова-

ла их миграционная активность и процессы 

нейрональной дифференцировки. В популя-

ции трансплантированных клеток присутст-

вовали лишь единичные β-III-тубулин пози-

тивные клетки. Это объясняет незначитель-

ный терапевтический эффекта транспланти-

рованных НСПК в клинической практике при 

супрахориоидальной или ретробульбарной 

инъекции. При инъекции НСПК вглубь слоев 

нейросетчатки трансплантированные клетки 

активно мигрировали и изменяли свою мор-

фологию, выпускали длинные ветвящиеся 

отростки, приобретали фенотип, характер-

ный для нейронов. При достижении зоны по-

вреждения наблюдалась остановка миграции 

клеток, отмечено образование ими ассинап-

тических дендритов, распространяющихся во 

всех плоскостях, и агрегация трансплантиро-

ванных клеток друг с другом. Пришедшие в 

поврежденную область клетки оставались в 

ней на протяжении всего времени экспери-

мента и полностью утрачивали миграцион-

ную активность, образуя густую сеть нейри-

тов. Первые клетки, пришедшие в зону воз-

действия лазера, детектировали спустя 1 час 

после трансплантации при введении их на 

расстоянии 100 мкм, через 12 часов – при 

инъекции на удалении в 500 мкм и через 3–5 

суток – при дальних областях транспланта-

ции (>1000 мкм). Наиболее активное привле-

чение клеток в поврежденную область про-

исходило на протяжении первых 3-х суток 

после создания дефекта сетчатки и резко уга-

сало в последующие. При исследовании рас-

пределения трансплантированных НСПК в 

эксплантате с несколькими зонами лазерного 
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повреждения, находящимися на различном 

расстоянии от места инъекции (600 мкм, 

1000 мкм, 3000 мкм), было показано заселе-

ние трансплантированными клетками всех 

зон повреждения через 7 суток после инъек-

ции. Однако было отмечено уменьшение ко-

личества клеток в зонах повреждения по ме-

ре их удаления от области введения. При 

удалении зоны повреждения от зоны введе-

ния клеток на 1000 мкм клеточная популя-

ция, детектируемая в поле зрения, включаю-

щем поврежденный лазером участок, состав-

ляла 56% от количества клеток зоны, удален-

ной на 600 мкм и 27% – в зоне, удаленной на 

3000 мкм от места трансплантации. 

В отличие от НСПК, способ введения 

ММСК не влиял на активность миграции 

трансплантируемых клеток. Как при нанесе-

нии на поверхность, так и при инъекции 

вглубь эксплантата, ММСК мигрировали по 

всем направлениям от места введения в тече-

ние первых суток. С началом дифференци-

ровки клеток их миграция останавливалась, 

что позволяет говорить о важности первых 

часов после трансплантации для миграции 

введенных клеток, занятия ими новых ниш, 

пролиферации и дифференцировки с после-

дующей возможностью репарации дефектов. 

При трансплантации ММСК движение кле-

ток не было аттрагировано к области травмы 

сетчатки. В то же время, при нанесении по-

вреждения эксплантату, ММСК быстрее из-

меняли свою морфологию по сравнению с 

введенными клетками в контрольные образ-

цы, не подверженные воздействию лазера. В 

данной серии экспериментов морфологиче-

ские изменения ММСК детектировали спустя 

24 часа после инъекции, в то время как в кон-

троле лишь через трое суток. Эти данные по-

зволяют сделать предположение, что для 

морфологической дифференцировки транс-

плантированных клеток, отвечающей усло-

виям их нового микроокружения, чрезвычай-

но важны регуляторные факторы, высвобож-

дающиеся при гибели клеток в районе нане-

сения повреждения. 

При помощи методов АСМ было показано 

морфологическое преобразование трансплан-

тированных ММСК в клетки с нейрональным 

фенотипом, их активная миграция до 3-х су-

ток после инъекции и образование биполяр-

ных и мультиполярных нейритоподобных 

выростов. Выселению клеток из эксплантата 

сетчатки предшествовало образование ла-

меллоподиальных выростов (средняя длина 

10,1 ± 2,0 мкм, средний диаметр 

3,7 ± 0,5мкм). К 7 суткам культивирования 

наблюдалось увеличение их протяженности 

(средняя длина 21,7 ± 5,0 мкм, средний диа-

метр 0,78 ± 0,23 мкм). По поверхности гли-

альных и эндотелиальных клеток происходи-

ло распространение нейритоподобных отро-

стков ММСК, которые достигали нескольких 

миллиметров в длину и до 0,47 мкм в диа-

метре. Показано достоверное отличие 

(p<0,01) в величине отростков, формируемых 

глиальными и эндотелиальными компонен-

тами сетчатки и высотами отростков нейро-

нов и трансплантированных ММСК. Показа-

но отсутствие достоверных отличий 

(p = 0,52) в средней квадратичной шерохова-

тости поверхности трансплантированных 

ММСК, изменивших свою морфологию на 

нейроноподобную и нейронов сетчатки, а так 

же отсутствие достоверных отличий 

(p = 0,26) при сравнении асимметрии распре-

деления отростков трансплантированных 

клеток и нейронов эксплантата сетчатки. Не 

удалось выявить достоверных различий и в 

размахе высот отростков между ММСК и 

нейронами сетчатки при наличии достовер-

ных различий (p<0,01) высот отростков этих 

клеток с высотами отростков глиальных и 

эндотелиальных клеток сетчатки. Получены 

АСМ-изображения синаптических расшире-

ний, формируемых трансплантированными 

ММСК на концах нейритоподобных вырос-

тов. Так же прослежено взаимодействие ме-

жду такими синапсами и клетками эксплан-

тата. С применением красителя Di-I было 

показано, что слияние трансплантированных 

ММСК и клеток сетчатки не происходило. 

Кроме того при применении потенциалчув-

ствительного красителя удалось выявить 

возможность изменения потенциала мембра-

ны некоторых трансплантированных ММСК, 

изменивших свою морфологию в ответ на 

внешнее раздражение. Однако таких клеток 

было выявлено всего около 0,01% после 

трансплантации. 

Таким образом, полученные данные по-

зволяют говорить о наличии истинных про-

цессов трасндифференцировки и морфологи-

ческом преобразовании ММСК в нейронопо-

добные клетки, способные к установлению 

взаимосвязей с клетками сетчатки, и в неко-

торых случаях функциональному встраива-

нию в имеющиеся нервные сети, что делает 

этот тип клеток перспективным для терапии 

нейродегенеративных заболеваний сетчатки. 

Работа выполнена при реализации ФЦП 

«Научные и научно-педагогические кадры 

инновационной России» на 2009–2013 годы.
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Рис. 1. Название института, выгравиро-

ванное на графите методом локального анод-

ного окисления. Изображение получено с 

помощью атомно-силового микроскопа 

«ФемтоСкан». 

Новые углеродные материалы (углерод-

ные нанотрубки, графен, тонкие пленки гра-

фита) демонстрируют уникальные физиче-

ские и химические свойства. Спектр потен-

циальных применений этих материалов об-

ширен: наноэлектромеханические системы, 

сенсоры, элементы наноэлектроники, гибкие 

дисплеи и др. Среди методов наноструктури-

рования углеродных материалов особенно 

перспективно локальное анодное окисление, 

в котором используется сканирующий тун-

нельный или атомно-силовой микроскоп. 

Между зондом и поверхностью подается на-

пряжение, поверхность является анодом. Ли-

тография для углеродных материалов с 

sp
2
-гибридизацией может проводиться в двух 

режимах. В первом режиме атомы углерода 

поверхности окисляются до газообразных 

оксидов, а на поверхности образуются углуб-

ления. Во втором режиме в области под зон-

дом формируется структура оксида графена 

или оксида графита в случае нескольких уг-

леродных слоев (рис. 1). 

Стандартные зонды для атомно-силовой 

микроскопии с металлическим покрытием 

позволяют проводить окисление в первом 

режиме. Для проведения литографии с обра-

зованием структур из оксида графита авто-

рами работы предложена новая конструкция 

зонда [1-3]. Показано, что скорость форми-

рования оксида графита зависит от ряда па-

раметров: напряжения, скорости движения 

зонда, формы острия, относительной влаж-

ности воздуха (эксперименты выполнены на 

поверхности высокоориентированного пиро-

литического графита производства «Атом-

граф-кристалл»). Проведен поиск условий, 

при которых возможно формирование оксида 

графита с помощью сканирующего туннель-

ного микроскопа. Обнаружена область на-

пряжений, в которой формируются единич-

ные бугорки на поверхности графита. Верх-

няя граница области соответствует напряже-

нию начала образования полостей на поверх-

ности графита. В процессе литографии на-

пряжение может быть понижено, при этом 

также образуются полости. При напряжении 

меньшем, чем нижняя граница выше указан-

ной области, окисление поверхности графита 

останавливается. 

Работа авторов поддержана Министерст-

вом образования и науки Российской Феде-

рации (госконтракт №14.740.11.0906), НАТО 

(программа «Наука для мира» грант 

CBN.NR.NRSFP 983204), грантом FP7 

№257511 (проект EU-RU.NET), Фондом со-

действия развитию малых форм предприятий 

в научно-технической сфере (программа 

УМНИК). 
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При подготовке биологических объектов к 

микроскопическим исследованиям к клеткам, 

находящимися в естественном физиологиче-

ском состоянии, применяются различные 

способы фиксации и окраски. Задачей на-

стоящего исследования явилось сравнение 

методами атомно-силовой микроскопии 

морфологических характеристик клеток ти-

муса мыши, фиксированных и окрашенных 

общепринятыми методами, и нефиксирован-

ных никакими препаратами. 

При этом соблюдались все требования 

Хельсинкской декларации по гуманному об-

ращению с животными (1975, 1993), Дирек-

тивы Совета Европейского Сообщества по 

защите животных, используемых в экспери-

ментальных и других научных целях (1986). 

Визуализацию тимоцитов на поверхности 

покровного стекла выполняли на атомно-

силовом микроскопе Solver P47H, сканер 

50×50 мкм (НТ-МДТ, Россия). Сканирование 

осуществляли на воздухе при комнатной 

температуре в полуконтактном режиме 

кремниевыми кантилеверами NSG11 и в кон-

тактном режиме кремниевыми кантилевера-

ми СSG11 с радиусом закругления острия 

10 нм (НТ-МДТ, Россия). Сканирование про-

водилось с разрешением 512×512 точек. Силу 

адгезии и модуля Юнга измеряли методом 

силовой спектроскопии. Структура поверх-

ности клеточной мембраны тимоцитов ана-

лизировалась, используя феноменологиче-

ские параметры: параметры шероховатости, 

параметр перепада высот и энтропию [1]. 

Выделенные клетки тимуса наносили на 

предметное стекло и инкубировали во влаж-

ной среде при 20°С 10–15мин. За это время 

происходила спонтанная адгезия тимоцитов к 

стеклянной подложке. Фиксация клеток осу-

ществлялась 2,5%, 1%, 0,6% глутаровым аль-

дегидом, метанолом в течение 2 мин и сме-

сью этилового спирта с эфиром (1:1) в тече-

ние 10 мин. Окраска образцов производилась 

по Рамановскому-Гимза 1 мин. Затем образец 

тщательно отмывали и высушивали при 20
о
С. 

Сканирование клеточной поверхности не 

фиксированных тимоцитов в полуконтактном  

режиме позволяет визуализировать некото-

рые детали внутреннего строения клетки. На 

изображении можно различить расположен-

ные под мембраной элементы цитоскелета и 

ядро (рис. 1а). Исследование показало, что 

основные параметры тимоцитов в нефикси-

рованных препаратах значительно и досто-

верно отличаются от фиксированных анало-

гов. Параметры шероховатости и перепада 

высот в 3–4 раза выше, а высота клеток в 3–6 

раз больше у фиксированных тимоцитов в 

отличие от характеристик тимоцитов без 

применения фиксации. 

 

       а)  б)  в) 

 

       г)         д)              е) 

Рис. 1 АСМ-изображения тимоцитов а) не 

фиксированных б) фиксированных 0,6% глу-

таровым альдегидом, в) фиксированных ме-

танолом. Изображения мембраны тимоцитов: 

г) не фиксированных, д) фиксированных 

0,6% глутаровым альдегидом, е) фиксиро-

ванных метанолом. 

Окрашивание клеток незначительно ска-

зывалось на феноменологических параметрах 

мембраны клеток, кроме тимоцитов, фикси-

рованных 0,6% глутаровым альдегидом, у 

которого все параметры при окрашивании 

увеличивались более чем в два раза. 

Данные силовой спектроскопии также по-

казали различия в силах адгезии между зон-

дом и поверхностью тимоцитов, фиксиро-

ванных и окрашенных, и нефиксированных. 
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В настоящее время во всем мире наблю-

дается рост научного интереса к нанотехно-

логии, что делает необходимым и оправдан-

ным разработку новых исследовательских 

инструментов и контрольно-измерительного 

оборудования, позволяющего регистрировать 

процессы с субмолекулярным уровнем про-

странственного разрешения, формировать и 

контролировать свойства наноструктур.  

В результате проведенных научных ис-

следований стала очевидным необходимость 

применения нанометрологии и в промыш-

ленности для контроля качества новых мате-

риалов, качества обработки поверхностей, в 

особенности в таких областях, как микро и 

наноэлектроника. Современные методы ме-

дицинской диагностики в свою очередь тре-

буют создания приборов для контроля ДНК, 

РНК, распознавания белков и вирусов, кон-

троля состояния и реакций живых клеток 

конкретных организмов на различные хими-

ческие вещества, в том числе лекарства.  

Реальность нанотехнологии – одной из 

образующих технологий современности – 

ощущается в появлении новых материалов, 

компьютеров, лекарств. Производства в свою 

очередь требуют новой метрики, а следова-

тельно разработки и утверждения стандар-

тов, тестовых структур специальных прибо-

ров на которых можно производить кон-

трольные измерения и поверки. 

Внедрение нанотехнологии в промыш-

ленность требует подготовки соответствую-

щих специалистов, для чего необходимо вве-

дение соответствующих курсов и специаль-

ностей как в ВУЗах, так и профессиональных 

училищах, а в недалеком будущем и в обще-

образовательных школах.  Это требует раз-

работки соответствующего оборудования для 

лабораторий, виртуальных приборов, учеб-

ников, курсов лабораторных работ. 

К настоящему времени в России уже соз-

даны более 120 классов при университетах и 

колледжах, оборудованных специальными 

приборами, Наноэдьюкаторами, которые по-

зволили вести практические занятия со сту-

дентами и школьниками физико-

математических школ. Создано уже второе 

поколение этих приборов – низкобюджет-

ных, но высококачественных зондовых мик-

роскопов, на которых можно параллельно с 

обучением вести и научные работы по иссле-

дованию наноматериалов с разрешением 

вплоть до атомарного.  

 
                       

Рис. 1. Сканирующий зондовый микро-

скоп Наноэдьюкатор II. 

 

Разработаны курсы лабораторных работ, 

учебники. Введены специальности Наноэлек-

троника, Наноматериалы.  

Расширение областей применения потре-

бовало создание автоматизированных скани-

рующих зондовых микроскопов со встроен-

ными алгоритмами, обеспечивающими воз-

можность работы на них специалистов-

материаловедов.  

Для исследовательских целей простые 

зондовые микроскопы перестали обеспечи-

вать уровень. Потребовалась разработка сис-

тем, интегрирующих внутри себя целые 

группы методов. Это так называемые Нано-

лабы. Этот класс приборов позволяет наряду 

с данными СЗМ получать информацию о мо-

лекулярном составе поверхности и объема, 

реконструировать трехмерное распределение 

физических свойств объектов с нанометро-

вым разрешением, изучать кинетику измене-

ния состояний отдельных молекулярных 

фрагментов и кластеров в широком интерва-

ле температур, осуществлять автоматиче-

скую диагностику большого ансамбля 

объектов.
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ТРАКТОВКА ДАННЫХ АТОМНО-СИЛОВОЙ МИКРОСКОПИИ 

МЕТОДОМ МОЛЕКУЛЯРНОЙ ДИНАМИКИ 

А.П. Толстова, А.Д. Протопопова, И.В. Оферкин, Е.Г. Завьялова, М.Г. Годзи 
МГУ имени М.В. Ломоносова 

solly8@mail.ru 

Одна из актуальных задач современной 

биофизики – изучение конформационных 

особенностей адсорбированных белковых 

структур в условиях in vitro. Существующие 

экспериментальные методы не в состоянии 

разрешить структуру адсорбированного био-

полимера с требуемой точностью. На сего-

дняшний день атомно-силовая микроскопия 

(АСМ) представляется наиболее перспектив-

ным для улучшения методом с точки зрения 

разрешения адсорбированных конформаций 

белков [1, 2, 3]. Для уточнения данных АСМ 

было предложено использовать данные ком-

пьютерного моделирования.  

В качестве объектов эксперимента были 

выбраны белки лизоцим и фибриноген. Для 

начала были получены четкие изображения 

мономеров лизоцима в АСМ на слюде в дис-

тиллированной воде, при нейтральном рН. 

Затем методами молекулярной динамики бы-

ла построена модель адсорбции молекулы 

лизоцима на поверхность оксида кремния 

(моделировал слюду) в программе NAMD и 

силовом поле CHARMM [4]. По результатам 

моделирования была построена модель 

АСМ-изображения белка. Компьютерное и 

реальное АСМ-изображения сравнивались. 

Далее был проведен эксперимент с белком 

фибриногеном: были получены четкие изо-

бражения фибриногена, адсорбированного на 

поверхности слюды и слюды, обработанной 

гексаметилдисилазаном (ГМДС) (рис. 1.); 

были построены модели адсорбции белка на 

эти подложки в воде, вакууме, и в процессе 

высыхания (рис. 2). 

Исследования конформационных преоб-

разований фибриногена имеют научный ин-

терес, поскольку этот белок участвует в про-

цессе образования фибриновых сгустков в 

крови, информация о характере адсорбции 

молекул фибриногена на поверхности разно-

го рода важна, например, в имплантологии.  

 

 

 

Рис. 1. АСМ-изображения фибриногена на 

поверхности ГМДС (А) и слюды (Б). 

Особенность используемых подложек в 

том, что на слюде фибриноген находится в 

компактной форме, концевые домены в виде 

глобул. На ГМДС фибриноген частично те-

ряет третичную структуру, разворачиваясь и 

взаимодействуя с поверхностью подложки 

максимальной площадью. Из рис. 1 видно, 

что на гидрофильной поверхности белок со-

храняет гантелеобразную форму, тогда как на 

гидрофобной происходит его частичная де-

градация и, таким образом, уплощение. При 

этом высоты единичных молекул на этих 

подложках различались в среднем в 2 раза 

(на гидрофобной подложке фибриноген на 

45% ниже). В моделях было получено расхо-

ждение конечных конформаций концевых 

доменов в зависимости от подложки (рис. 2). 
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Тем не менее, существенной деградации тре-

тичной структуры белка замечено не было, 

что говорит о медленной скорости этого про-

цесса. 

 

 

Рис. 2. Конечные конформации фибрино-

гена в модели на ГМДС (А) и слюде (Б). 

Как видно из рисунка 2, характер 

взаимодействия белка с поверхностью 

существенно меняется в зависимости от 

вида поверхности, несмотря на то, что 

адсорбция происходит в обоих случаях. 

Можно выделить гидрофобные и гидро-

фильные домены, а также оценить высо-

ты объектов. Для этого, как и в работе с 

лизоцимом, было построено модельное 

АСМ-изображение фибриногена. Разница 

в высотах фибриногена на разных под-

ложках составила 27%. Это несколько 

меньше, чем в эксперименте, однако, в 

модели не учитывалось приминание об-

разца зондом в процессе сканирования, 

что вносит свои искажения в высоты.  

Тем не менее, полученные в модели 

количественные данные подтверждаются 

многочисленными публикациями по 

АСМ, одновременно дополняя их [5,6,7]. 

 В перспективе предложенный метод 

может открыть следующие возможности:  
1. получение дополнительных данных о 

структуре исследуемого биополимера: 

 соотношение и природа сил, дей-

ствующих на зонд;  

 аминокислоты, связанные с под-

ложкой; 

 сила связи биополимера с под-

ложкой; 

2. свойства биополимера в растворе 

(размеры, заряд, функциональная актив-

ность); 

3. возможность проведения исследова-

ний конформационных преобразований 

биополимеров in vitro;  

4. существенное улучшение точности 

зондовой микроскопии. 

Проблема зондовой микроскопии со-

стоит в неполной объективности полу-

чаемых данных. Проблема компьютер-

ных моделей – в обилии аппроксимаций, 

их ограниченной применимости, однако 

поскольку в качестве исходных данных 

моделирования используются высоко-

точные экспериментальные данные ЯМР 

и РСА, то соединение этих двух методов 

даст уверенное, неиллюзорное понима-

ние молекулярных процессов, происхо-

дящих в биополимерах.  
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ИЗУЧЕНИЕ СВОЙСТВ ИСКУССТВЕННЫХ ВИРУСНЫХ ЧАСТИЦ 
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Биологический факультет МГУ имени М.В. Ломоносова 
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Ранее нами был описан новый тип искус-

ственных вирусных частиц сферической 

формы (СЧ), полученных путем термической 

обработки вируса табачной мозаики (ВТМ) 

[1]. Нагревание раствора ВТМ до 94–98ºС 

сопровождается денатурацией и структурной 

перестройкой белка оболочки ВТМ, что при-

водит к формированию СЧ, размер которых 

лежит в пределах от 50 нм и выше и зависит 

от концентрации вирусного препарата. Так, 

средний диаметр СЧ, образуемых нативным 

ВТМ при концентрации 0,1, 1 и 10 мг/мл, со-

ставляет, соответственно, 50–160, 100–350 и 

250–800 нм. 

Показано, что СЧ являются высоко ста-

бильными: их размер и форма остаются не-

изменными при хранении при 4°С в течение 

года, после осаждения СЧ при центрифуги-

ровании (10 000 g), при повторном нагрева-

нии до 98°С и при циклах заморозки-

разморозки. 

  

Рис. 1. Микрофотографии смеси СЧ и на-

тивного ВТМ до (а) и после (б) обработки 

протеиназой К. Просвечивающая электрон-

ная микроскопия, контрастирование 2% ура-

нил ацетатом. 

Результаты экспериментов свидетельст-

вуют о том, что структурные перестройки 

белка оболочки в ходе термической денату-

рации ВТМ делали белковые молекулы чув-

ствительными к протеолитическому расщеп-

лению. В данной работе была изучена воз-

можность биодеградации СЧ в присутствии 

протеиназы К. В качестве контроля исполь-

зовали вирионы ВТМ, устойчивые к протео-

литическому расщеплению. В результате об-

работки смеси СЧ и нативного ВТМ (рис. 1а) 

протеиназой К произошел селективный про-

теолиз СЧ, в то время как частицы ВТМ не 

подверглись воздействию фермента (рис. 1б). 

С помощью методов иммунофлуоресце-

ной и иммуноэлектронной микроскопии бы-

ли изучены антигенные свойства СЧ 

(рис.2 а,б). 

Обнаружены высокие адсорбционные 

свойства СЧ. Показано, что на 50 мкг СЧ с 

диаметром 500 нм может быть адсорбирова-

но до 10 мкг модельного белка. В качестве 

модельного белка использовался бычий сы-

вороточный альбумин или белок оболочки Х-

вируса картофеля.  

  

Рис. 2. Изучение антигенных свойств ис-

кусственных вирусных частиц. (а) иммуноф-

луоресцентная микроскопия с использовани-

ем вторичных антител, конъюгированных с 

флуорофором Alexa 488, и (б) иммуноэлек-

тронная микроскопия с использованием час-

тиц коллоидного золота размером 12 нм. 

Способность к эффективной адсорбции 

белковых молекул, а также возможность к 

биодеградации протеолитическими фермен-

тами позволяют рассматривать искусствен-

ные вирусные частицы как перспективные 

платформы для презентации целевых биоло-

гически активных веществ, в том числе  ан-

тигенов и антигенных детерминант различ-

ных патогенов 
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Mycoplasma gallisepticum is a widely distri-

buted causative agent for respiratory diseases of 

poultry. Poultry infection with this mycoplasma 

may also mediate pathology and death of em-

bryos as well as contamination of vaccines de-

veloped on their base. It was recently reported 

on some features of M. gallisepticum S6 adapta-

tion [1, 2]: this process was connected with alte-

rations in morphophysiology, ultrastructure, 

DNA topology, protein expression and pathoge-

nicity. The aim of the present study was to in-

vestigate M. gallisepticum S6 cells cultivated in 

different growth conditions using atomic force 

microscopy. To prepare samples for AFM stu-

dies, 1 mL of the corresponding M. gallisepti-

cum S6 cells were centrifuged at 12000 rpm for 

20 min at room temperature. The pellet was re-

suspended in 1 mL of PBSx1 (pH=7.2). Then, 

cells were again centrifuged at 12000 rpm for 

15 min at room temperature and repeatedly re-

suspended in 0.5 mL of the same buffer. The 

prepared cells (5 L) were placed onto the mica 

(Advanced Technologies Center, Moscow, Rus-

sia) with removed upper layer. Cells were dried 

at air and then were rinsed twice with redistilled 

water, and after each rinsing the samples were 

dried in air in both instances. AFM imaging was 

performed with Solver P47H atomic force mi-

croscope (NT-MDT, Moscow, Russia) operating 

in the tapping mode using fpN11S cantilevers 

(r ≤ 10 nm, Advanced Technologies Center, 

Moscow, Russia). The height, Mag (signal from 

lock-in amplifier), RMS (signal from RMS de-

tector) and Phase (signal from the phase detec-

tor) were performed with the Nova 1.0.26 RC1 

software (NT-MDT, Moscow, Russia). The scan 

rate was 1 Hz. Image resolution was 512 x 512. 

We imaged hundreds of individual mycop-

lasma cells cultivated in vitro. For the first time, 

it was found that cultivation of these mycoplas-

ma cells in unfavorable growth conditions re-

sulted in intensive appearance of nanostructures 

with diameter of 20–70 nm (Fig. 1) similar to 

membrane vesicles (MV) mediating in bacteria 

protein secretion, intercellular interactions and 

pathogenesis [3]. 

 

Fig. 1. AFM image (5x5 m scan area) of 

typical cells and MV-like formations of M. gal-

lisepticum S6 (signal from lock-in amplifier). 

Typical mycoplasma cells (large ones) are sur-

rounded with nanostructures similar to MV of 

bacteria. 
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КОМПЛЕКСНЫЙ АНАЛИЗ СТРУКТУРЫ ПЛЕНОК 

ПОЛИВИНИЛОВОГО СПИРТА, МОДИФИЦИРОВАННОГО 

N-ВИНИЛПИРРОЛИДОНОМ СОВРЕМЕННЫМИ 

МИКРОСКОПИЧЕСКИМИ МЕТОДАМИ 

Н.М. Филатова, Л.Д. Асулян, В.А. Алферов, А.А. Горячева, 

Г.Р. Ростовцев, К.В. Грачева 
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Синтетические полимеры являются пер-

спективными носителями для иммобилиза-

ции клеток микроорганизмов. Их использо-

вание позволяет получать пленки и гели, 

длительное время удерживающие биологиче-

ский материал, при сохранении каталитиче-

ской активности микроорганизмов. Среди 

таких синтетических полимеров широкое 

распространение получил поливиниловый 

спирт (ПВС). 

Матрицы на основе ПВС применяются в 

биотехнологии для создания гетерогенных 

катализаторов на основе иммобилизованных 

ферментов. Такие матрицы используют в ви-

де пленок, образующихся под действием УФ-

излучения, или криогеля. Однако, УФ-

облучение губительно влияет на микроорга-

низмы, а рецепторные элементы с использо-

ванием криогеля показали неудовлетвори-

тельные результаты по долговременной ста-

бильности, что объясняется недостаточной 

механической прочностью криогеля, обра-

зующегося за счет водородных связей [1]. 

В связи с этим целью настоящей работы 

является получение нового носителя, моди-

фикацией поливинилового спирта 

N-винилпирролидоном, что позволило бы 

увеличить механические характеристики 

матрицы при получении в мягких условиях 

биокатализаторов на основе иммобилизован-

ных клеток микроорганизмов. 

Модификацию ПВС проводили в присут-

ствии нитрата церия-аммония в качестве 

инициатора, который используют в реакции 

взаимодействия ПВС с N-винилпиридином 

[2]. 

В ходе эксперимента варьировали соот-

ношение ПВС : N-винилпирролидон : ини-

циатор. Исчезновение двойных связей в N-

винилпирролидоне контролировали методом  

ИК-спектроскопии. Показано, что увеличе-

ние содержания инициатора в реакционной 

смеси приводит к исчезновению в ИК-

спектре полосы 1625 см-1 характерной для 

области валентных колебаний С=С связи, что 

подтверждает разрыв двойных связей в N-

винилпирролидоне (рис. 1). 

 
Рис. 1. ИК-спектры поливинилового спирта, 

модифицированного N-винилпирролидоном. 

Пленки, полученные смешиванием рас-

творов ПВС и поливинилпирролидона, после 

высушивания растворяются в буферном рас-

творе, а пленки на основе ПВС, модифици-

рованного N-винилпирролидоном в присут-

ствии инициатора, набухают, но не раство-

ряются, что служит доказательством сетча-

той структуры полученного полимера. 

Определение содержания сшитого поли-

мера проводили методом экстракции, для 

этого образец пленки взвешивали, заливали 

водой и перемешивали в течение 4–6 часов, 

затем воду сливали, а набухшую пленку су-

шили до постоянной массы. Опыт повторяли 

несколько раз, пока масса образца после вы-

сушивания не перестанет изменяться. Пока-

зано, что увеличение количества инициатора 

при модификации приводит к увеличению 

содержания сшитого полимера для образца 1 

на 11%, для образца 2 – на 13%. 
Анализ структуры ПВС, модифицирован-

ного N-винилпирролидоном проводили ме-

тодом световой микроскопии (световой мик-

роскоп AXIO imager A1). 

Известно, что характерной особенностью 

строения ПВС является наличие протяжен-
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ных пор со средним сечением 0,18–0,26 мкм 

(рис. 2)[3]. 

Модифицированный полимер имеет ли-

нейные участки, характерные для ПВС и уча-

стки с сетчатой структурой (рис. 3). 

 
Рис. 3. Фотография модифицированного 

поливинилового спирта (увеличение в 100 

раз), 195×150 мкм2. 

Анализ поверхности пленок модифициро-

ванного поливинилового спирта, проводили 

методом атомно-силовой микроскопии в кон-

тактном режиме (Solver-PRO ЗАО «НТ-

МДТ», Россия). Результаты обрабатывали с 

помощью программы Nova. 

На рис. 4 представлено 3D изображение 

поверхности образца полимера, размером 

10×10 мкм
2
 и профилограмма сечения по-

верхности пленки модифицированного ПВС. 

Рассчитали статистические параметры гео-

метрических свойств поверхности, получен-

ные значения приведены в табл. 1. 

 

 образец 1 образец 2 

Объем выборки 65536 65536 

Среднее ариф-

метическое от-

клонение про-

филя, Ra 

32,74 нм 32,23 нм 

Среднее квадра-

тическое откло-

нение профиля, 

Rq 

38,49 нм 37,43 нм 

Табл. 1. Статистические параметры гео-

метрических свойств поверхности. 

В данной работе получен полимер сетча-

той структуры, который может быть исполь-

зован в качестве носителя для иммобилиза-

ции микроорганизмов. Исследована его 

структура. Показано, что содержание ини-

циатора при модификации не влияет на топо-

графию поверхности модифицированного 

поливинилового спирта. 

 

 
а) 

 
б) 

Рис.4. а) АСМ-изображение модифициро-

ванного ПВС образец 2; б) профилограмма 

сечения поверхности. 
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Исследовали переднюю большеберцовую 

мышцу взрослых собак в условиях чрескост-

ного дистракционного остеосинтеза голени с 

темпом 1,0 мм в сутки с различной дробно-

стью.   

Фрагменты мышцы, фиксированные в 

жидком азоте, разлагали на поперечные 

криостатные срезы, в которых выявляли ак-

тивность миозиновой АТФ-азы [1], актив-

ность лактатдегидрогеназы (ЛДГ). Изобра-

жения препаратов (АТФ), полученные по-

средством светового микроскопа "Opton" 

(Германия) и АПК «ДиаМорф», программа 

Color (Россия), использовали для стереологи-

ческого анализа: в программе PhotoFiltrе тес-

товую решетку из 100 точек [2], совмещали с 

изображениями. Рассчитывали объемную, 

численную плотность миоцитов и микросо-

судов, относительный объем эндомизия.  
 

 
Рис. 1. Фрагменты криостатных срезов 

мышцы: а – активность АТФ-азы по Padicula, 

German, pН 9,0; b – активность ЛДГ. Увели-

чение – 200х. 
 
Фрагменты мышцы, фиксированные в па-

раформглютаральдегидном фиксаторе, с 

постфиксацией в осмиевой кислоте, обезво-

живанием и заключением в эпоксидные смо-

лы, на ультратоме "Nova" (LKB, Швеция) 

разлагали на полутонкие (окраска по 

M.Ontell) и ультратонкие (контрастирование 

по Рейнольдцу) срезы. Полутонкие срезы ис-

следовали посредством той же техники, что 

криостатные, изображения редактировали в 

программе PhotoFiltrе (рис.2).   

Данные световой микроскопии полутон-

ких и криостатных срезов необходимы для 

представления общей морфологической кар- 

тины, а так же особенностей метаболизма 

мышечной ткани.   
 

 

   
Рис. 2. Фрагменты полутонких срезов: а – 

нормальная гистоструктура мышцы, b – раз-

личные стадии контрактур миоцитов, с – 

центрально расположенное ядро и группа 

регенерационных ядер в миоцитах (справа), d 

– парный миобласт. Окраска по M.Ontell, 

увеличение а, b – 500х, c, d – 1250х.  
 
Эпоксидные блоки после изготовления 

полутонких срезов было предложено исполь-

зовать для выявления ультраструктуры мышц 

на частично коррозионных препаратах, полу-

ченных методом протравливания в 2% рас-

творе алкоголята натрия (4 часа). После вы-

сушивания в вакууме, напыляли серебром, 

исследовали при помощи сканирующего 

электронного микроскопа ―JSM-840‖ (рис.3).  

На ультратонких срезах исследовали ка-

пилляры эндомизия передней большеберцо-

вой мышцы, используя электронный микро-

скоп JEM-100B при стандартном увеличении 

11800х (рис.4). Полученные изображения 

безъядерных зон капилляров проецировали 

посредством фотоувеличителя «Нева-5» 

(Россия) на открытую тестовую решетку ко-

ротких отрезков, получая увеличение 44840х. 

Определяли: а) измеряемые величины, 

выявленные в признаках 1–4: Рi – число тес-

товых точек, попавших на i-структуру, соот-

ветствует числу единиц объема: 1 – просвета  

b а 

b а 

d с 
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Рис. 3. Электронные сканограммы мыш-

цы: а – миоциты, их пучки, 400х, b – иденти-

фицированы миофибриллы, 4000х, с –

аретриола (А) и отходящие микрососуды 

в интерстиции, 1500х, d – ативированный 

фибробласт с отростками (стрелка), 

1200х.     
 

капилляра, 2 – эндотелия капилляра, 3 – гра-

нулярного эндоплазматического ретикулума 

(ГЭР), 4 – митохондрий (МТХ); б) расчетные 

величины, выявляемые в признаках 5–10: 5 – 

число единиц объема эндотелия на единицу 

объема просвета капилляра, признаки 6, 7, 8 

– доля объема, занимаемая люминальными, 

базальными и цитоплазматическими микро-

пиноцитозными везикулами, в объеме эндо-

телия; 9 – доля объема, занимаемая ГЭР, от 

объема эндотелия; 10 – доля объема, зани-

маемая МТХ, от объема эндотелия. 

Первичные данные анализировали мето-

дами непараметрической статистически в 

программе M.Excel-2000, достоверность раз-

личий определяли на основании  критерия 

Вилкоксона и рандомизации компонент для 

независимых выборок [3, 4]. 
 

 
Рис. 4. Электронограмы капилляров эндо-

мизия передней большеберцовой мыш-цы. 

Увеличение 11800х. 
 
По результатам ультраструктурно-

стереологического анализа капилляров  эн-

домизия сделан вывод о механизмах адапта-

ции сосудистого эндотелия к высокодробной 

круглосуточной автодистракции и режиму 4-

кратной дробности дозированного удлине-

ния. Однако однозначных выводов о пре-

имуществе одного из режимов дистракции 

сделать не удалось.  

С целью получения дополнительной 

скрытой информации о биологическом объ-

екте как целостной системе, был проведен 

информационный анализ по данным ультра-

структуры капилляров эндомизия. Рассчиты-

вали: значения информационной энтропии 

(Н, бит), относительной энтропии (h), избы-

точности (R, %), организации (О, бит) систе-

мы, пользовались общепринятыми формула-

ми [5, 6].  

Установлено, что в условиях 4-кратной 

дробности дистракции для эндотелия капил-

ляров характерны признаки повышенной ме-

таболической активности и интенсификации 

окислительно-восстановительных процессов, 

при этом отмечены минимальные значения 

коэффициента избыточности и абсолютной 

организации – показатели надежности систе-

мы, а так же максимальные значения инфор-

мационной и относительной энтропии. Про-

демонстрировано несомненное преимущест-

во круглосуточной автодистракции, при ко-

торой по окончанию периода растяжения ко-

эффициент избыточности и абсолютная ор-

ганизация выше в 2,4 раза по сравнению с 4-

кратной дробностью, через месяц фиксации 

разница составила 1,2, соответственно; в ус-

ловиях автодистракции отмечались мини-

мальные значения информационной и отно-

сительной энтропии.  
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Спектроскопия комбинационного рассея-

ния (КР) является перспективным методом в 

клеточной биофизике и различных биомеди-

цинских исследованиях (обнаружение опухо-

левых тканей, атеросклеротических бляшек, 

оценивание оксигенации крови и т.д.). Пре-

имуществом спектроскопии КР является то, 

что она дает информацию о конформации и, 

следовательно, свойствах биомолекул in vivo, 

без влияния на целостность клетки. Однако, 

КР сигнал большинства биомолекул слабый 

и для его регистрации требуется высокая 

концентрация исследуемых молекул (во мно-

гих случаях более 1 мМ), недостижимая при 

использовании большинства живых клеток.  

Спектроскопия гигантского комбинаци-

онного рассеяния (ГКР, surface enhanced 

Raman spectroscopy, SERS) c использованием 

наночастиц (НЧ) серебра или золота позволя-

ет на много порядков усилить  КР молекул, 

расположенных вблизи от поверхности нано-

частиц. Использование спектроскопии ГКР 

позволяет исследовать молекулы в наномо-

лярных концентрациях, как изолированные, 

так и находящиеся внутри целых живых кле-

ток. 

Несмотря на преимущества спектроско-

пии ГКР, существует ряд трудностей в ее 

применении к исследованиям живых клеток. 

Прежде всего, необходимо оптимизировать 

экспериментальные условия для обеспечения 

целостности и жизнеспособности клетки в 

растворе с НЧ и сохранения свойств плазмо-

на НЧ. Кроме того, нужно определить зави-

симость усиления КР сигнала от свойств НЧ 

(их размера и длины волны плазмонного ре-

зонанса (ПР)). Последнее особенно важно, 

так как серия приготовлений коллоидных 

растворов дает НЧ с немного разными свой-

ствами и, следовательно, разной способно-

стью усиливать КР сигнал, что может приво-

дить к неверной интерпретации полученных 

результатов. В связи с этим, при изучении 

клеток необходимо быть уверенным, что ре-

гистрируемый эффект является следствием 

изменений в клетке, а не изменений морфо-

логии и агрегации НЧ. Таким образом, необ-

ходим удобный объект исследований, на ко-

тором можно изучить все особенности при-

менения метода ГКР в условиях in vivo. 

Рис. 1. Схема участка мембраны и при-

мембранного пространства эритроцита с НЧ 

благородного металла на его поверхности.  

Эритроцит — один из наиболее распро-

страненных объектов в биомедицинских ис-

следованиях и медицинских тестах. Это от-

носительно простая клетка, основное содер-

жание которой — гемоглобин (Гб) — обла-

дает интенсивным КР благодаря наличию 

гемопорфирина. Особенностью эритроцитов 

является наличие двух популяций гемогло-

бина: мембраносвязанный (не более 0,5% от 

общего количества, Гбмс) и цитозольный 

(99,5%, Гбц). Наночастицы благородного ме-

талла усиливают сигнал от молекул Гб, нахо-

дящихся не дальше 20 нм от поверхности 

НЧ. В случае эритроцита (рис. 1) на плазма-

тическую мембрану приходится около 10 нм, 

а оставшиеся 10 нм на фракцию Гбмс, 

который связан с цитозольным участком 

белка полосы 3 (анионный переносчик). Мы 

показали, что добавление к суспензии 

эритроцитов наночастиц серебра или золота 

приводит к усилению сигнала только от Гбмс 

[1]. 
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В представленной работе было проведено 

исследование того, как свойства НЧ серебра 

(размер и положение длины волны плазмон-

ного резонанса) влияют на усиление КР от 

Гбмс в интактных эритроцитах. 

Были использованы коллоидные растворы 

серебра, приготовленные по методике, пред-

ложенной Leopold and Lendl [2] с модифика-

цией. Полученные коллоиды представляют 

собой раствор, содержащий NaCl (в концен-

трации 3 мМ) и НЧС со сферической формой 

(рис. 2) и содержат 2 фракции НЧС: малые по 

размеру частицы (около 10 нм в диаметре) и 

относительно большие (около 40–70 нм). 

Рис. 2. Изображение наночастиц серебра, 

полученное при помощи просвечивающей 

электронной микроскопии (ПЭМ). 1 – фрак-

ция крупных НЧ; 2 – фракция НЧ среднего 

размера; 3 – НЧС вытянутой формы; 4 – НЧС 

ограненной формы. 

Положение ПР варьировалось для кол-

лоидов из разных проб от 400 до 422 нм, при 

этом оно смещалось в более длинноволновую 

область при увеличении размера НЧ. Экспе-

риментальный образец получали двухэтап-

ным разведением крови в 10000 раз с после-

дующим смешиванием с коллоидным рас-

твором в объемном соотношении 3:2. При 

помощи трех независимых методов было по-

казано, что при таком приготовлении образца 

эритроциты не изменяют морфологию, вяз-

кость плазматической мембраны и устойчи-

вость к гемолизу.  

Было установлено, что интенсивность 

спектров увеличивается со сдвигом ПР в бо-

лее коротковолновую область (рис. 3) и с 

уменьшением размера наночастиц. 

Для количественной оценки усиления КР 

сигнала нами был посчитан коэффициент 

усиления (enhancement factor — EF) для трех 

характерных наиболее интенсивных полос в 

ГКР спектре гемопорфирина гемоглобина в 

эритроцитах: 1375, 1588 и 1640 см
-1

 (рис. 3).  

Было получено, что EF для всех полос увели-

чивается при сдвиге ПР в коротковолновую 

область и при уменьшении размера НЧ, при 

этом полосы 1588 и 1640 см
-1

 усиливаются в 

большей степени, чем полоса 1375 см
-1

. Та-

ким образом, коллоидные растворы с разны-

ми свойствами НЧ по-разному усиливают КР 

Гбмс в целых эритроцитах. Мы предполагаем, 

что подобная зависимость будет наблюдаться 

и для КР других типов молекул в клетках, 

что должно быть принято во внимание при 

проведении серии экспериментов с использо-

ванием разных коллоидов. Кроме того, варь-

ируя свойства НЧС, можно получать усиле-

ние интересующей области спектра КР от 

клеток. 

Рис. 3. Спектры ГКР Гбмс в эритроцитах. 

Над спектрами указаны значения положения 

плазмонного резонанса в спектре поглоще-

ния использованных коллоидов. 
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ВИЗУАЛИЗАЦИЯ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ ПАТОГЕННЫХ БАКТЕРИЙ 
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В ходе эволюции у возбудителей инфек-

ционных заболеваний сформировался ряд 

механизмов, обеспечивающих их проникно-

вение сквозь эпителий и развитие инфекции 

[1]. Известно, что патогенные микроорганиз-

мы рода Neisseria секретируют на своей по-

верхности белки, обеспечивающие транспор-

тировку гонококков «силами самой клетки» в 

нижележащий эпителий [2]. 

Нами исследованы два изогенных штамма 

Neisseria gonorrhoeae (NG3 и NG3mut). В хо-

де стандартного тестирования адгезионных 

свойств этих штаммов было установлено их 

отличие в связывании с поверхностью куль-

тивируемых эпителиальных клеток. В част-

ности показано, что в идентичных условиях 

эксперимента штамм NG3 связывается с по-

верхностью культивируемых эпителиальных 

клеток эффективнее, чем NG3mut. Особенно-

сти адгезии и транспортировки клеток через 

эпителий были изучены с помощью атомно-

силовой микроскопии. Использовали микро-

скоп NTegra prima (НТ МДТ, Россия), скани-

рование в полуконтактном режиме на возду-

хе, зонды HA-NC с высоким аспектным со-

отношением 5:1, жѐсткостью балки кантиле-

вера ~ 3,4 Н/м. Обработку данных проводили 

при помощи Gwyddion 2.23 и Nova 

1.1.0.1780. 

 

 

Рис. 1. Изометрическая проекция рельефа 

диплококка NG3 на поверхности эпители-

альной клетки через 3 часа после нанесения 

бактериальной суспензии (вверху). Результат 

вычитания полиномиальной аппроксимации 

рельефа (фона) позволяет выявить мелкие 

подробности рельефа (внизу). 

 

 

 

Рис. 2. Изометрическая проекция рельефа 

диплококков NG3mut на поверхности эпите-

лиальной клетки через 3 часа после нанесе-

ния бактериальной суспензии (вверху). Ре-

зультат вычитания полиномиальной аппрок-

симации рельефа (внизу). 
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Для получения препарата в 1 мл культу-

ральной среды, покрывающей эпителиальные 

клетки (линия HT-29) на поверхности пред-

метного стекла, добавляли 100 мкл суспен-

зии, содержащей ~10
8
 бактерий. Для фикса-

ции препаратов использовалась кратковре-

менная (~5 сек.) отмывка предметного стекла 

от культуральной среды в дистиллированной 

воде с последующим высушиванием на воз-

духе. 

На полученных микрографиях видны осо-

бенности рельефа эпителиальной клетки 

вблизи еѐ контакта с бактериальной. Харак-

терные выросты цитоплазматической мем-

браны, возникающие на начальной стадии 

проникновения гонококка в эпителиальную 

клетку, наблюдаются для всех клеток штам-

ма NG3 и значительно менее выражены при 

взаимодействии эпителиальных клеток и 

штамма NG3mut. 

Полученные образы подтверждают выяв-

ленные в ходе классических адгезионных 

тестов различия в эффективности связывания 

штаммов NG3 и NG3mut с клетками эпите-

лия. 

Дальнейшее понимание особенностей 

взаимодействия патогенных микроорганиз-

мов с клетками эпителия человека требует 

наблюдения этого процесса в реальном вре-

мени in vitro, что возможно с использованием 

атомно-силовой микроскопии в термостати-

рованной проточной жидкостной ячейке. 

Авторы признательны компании НТ-МДТ 

(Россия) за предоставление атомно-силового 

микроскопа для исследований. 
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СКАНИРУЮЩАЯ ЗОНДОВАЯ МИКРОСКОПИЯ ГРАФЕНА 

Е.А. Хестанова, О.В. Синицына, И.В. Яминский 
Центр перспективных технологий 

 e.khestanova@gmail.com 

На сегодняшний день сканирующая зон-

довая микроскопия (СЗМ) является одним из 

основных методов определения топологии 

тонких плѐнок и такого интересного мате-

риала как графен [1]. Следует так же отме-

тить, что СЗМ является одной из немногих 

методик, позволяющих манипулировать объ-

ектами с чрезвычайно большой точностью 

(10 нм) [2].  

Тем не менее, применение методики зон-

довой микроскопии несѐт в себе некоторые 

трудности, связанные с интерпретацией по-

лучаемых изображений. Помимо этого нель-

зя исключать возможность влияния зонда на 

исследуемый материал, что может привести к 

нежелательному изменению топологии.  

В данной работе была изучена топология 

графеновых кластеров, осаждѐнных из сус-

пензии на подложки из золота. Данные об-

разцы были получены при термическом рас-

ширении высокоориентированного пироли-

тического графита с интеркалированным же-

лезом между кристаллическими плоскостями 

(0001). 

Исследование графеновых кластеров про-

водилось в контактной моде в режиме атом-

но-силовой микроскопии (АСМ). В результа-

те были получены изображения графеновых 

листов (рис. 1) высотой 2–3нм, что соответ-

ствует 6–10 графитовым слоям. Малая тол-

щина изучаемых слоѐв также подтверждается 

их «прозрачностью»: на изображении видна 

не только топология графеновых листов, но и 

рельеф подложки под ними - сферические 

частицы золота. Влияние зонда в таком слу-

чае незначительно, так как сила взаимодей-

ствия зонда с образцом поддерживалась рав-

ной 5 нН, что достаточно мало. 

Для топологии данных кластеров было 

отмечено наличие складок толщиной 4–6нм. 

Такие складки часто наблюдаются при изу-

чении топологии графена на подложке. В ли-

тературе [3] их образование объясняется ми-

нимизацией потенциальной энергии. Помимо 

наличия складок на полученных изображени-

ях наблюдалось присутствие частиц высотой 

10–30нм, что не характерно для графеновых 

кластеров, полученных, например, методом 

микромеханического расщепления. Данные 

вкрапления могут соответствовать частицам 

железа. 

Для установления природы данных частиц 

планируется провести измерения в режиме 

магнитно-силовой микроскопии. Данная ме-

тодика является двухпроходной и позволяет 

изучать топологию поверхности и еѐ магнит-

ные свойства. Таким образом, наличие маг-

нитных свойств у обнаруженных в составе 

графеновых кластеров частиц подтвердит 

наше предположение о том, что они содер-

жат атомы железа. 

 

Рис. 1. АСМ изображение листа графена с 

предполагаемой частицей железа. Размер 

кадра 500×500 нм. 

Автор выражает благодарность всему 

коллективу ЗАО «Центр перспективных тех-
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Изучение структурных особенностей и 

функциональных свойств инулиназ (КФ 

3.2.1.7) имеет теоретическое и прикладное 

значение. Эти ферменты участвуют в углевод-

ном метаболизме высших растений и микроор-

ганизмов, являются важнейшими компонента-

ми сигнальных путей, играют одну из ключе-

вых ролей в контролировании процессов кле-

точной дифференцировки и развития. Они 

также могут быть использованы в циклах про-

изводства сахаров с различной степенью по-

лимеризации, в частности, фруктозы и инуло-

олигосахаридов – неотъемлемых компонентов 

функционального питания, снижающих риск 

возникновения сахарного диабета, кариеса и 

ожирения.  

Актуальными и перспективными являются 

исследования особенностей надмолекулярной 

организации инулиназ и родственных им фер-

ментов. Модели пространственной структуры 

предложены только для инвертазы Thermotoga 

maritima [1], экзо-инулиназы Aspergillus awa-

mori [2] и фруктан 1-экзогидролазы Cichorium 

intybus [3], до сих пор не выяснено, какие эн-

зимы группы гликозидгидролаз (GH 32) обра-

зуют олигомеры, а какие существуют в моно-

мерной форме. 

Цель данной работы заключалась в изуче-

нии молекулярной организации инулиназ из 

различных продуцентов. Объектами исследо-

вания были инулиназы из Kluyveromyces mar-

xianus и Aspergillus niger, а также три фракции, 

выделенные из Helianthus tuberosus, обладаю-

щие инулиназной активностью, которые мы 

условно назвали инулиназа I, инулиназа II и 

инулиназа III.  

Для исследования особенностей молеку-

лярной организации белковых глобул в на-

стоящее время успешно применяются различ-

ные сочетания классических методов биохи-

мического анализа и современные биофизиче-

ские подходы, в том числе метод атомно-

силовой микроскопии (АСМ). В последние 

годы зондовая микроскопия становится одним 

из основных методов прямой визуализации 

ДНК, отдельных вирусов, клеток, белков и 

мембран. 

В связи с вышесказанным для изучения мо-

лекулярной организации инулиназ нами был 

использован комплексный подход, заключаю-

щийся в сочетании АСМ с методами динами-

ческого светорассеивания, гель-

хроматографии, электрофореза, инфракрасной 

спектроскопии.  

Установлено, что инулиназы из Kluyvero-

myces marxianus и Aspergillus niger, а также 

инулиназа I из Helianthus tuberosus являются 

гетеродимерами, а инулиназы II и III пред-

ставлены мономерной формой. 

На объемном изображении поверхности 

молекулы инулиназы из Kluyveromyces mar-

xianus, полученном с помощью АСМ, от-

четливо видно, что данный белок имеет 

димерную структуру (рис. 1 А1, Б1). Показа-

но, что высота субъединицы № 1 превышает 

высоту субъединицы № 2 в 2 раза. Анализ 

профиля сечения позволяет определить высо-

ту и латеральные размеры инулиназы и ее 

субъединиц. Длина нативной глобулы намно-

го превышает ее высоту, возможно, такое уп-

лощение молекулы происходит за счет много-

точечного связывания заряженных аминокис-

лотных остатков с поверхностью слюды.  

Показано, что инулиназа из Aspergillus niger 

также является гетеродимером (рис. 1 А2, Б2). 

Методом АСМ продемонстрировано, что 

инулиназа I из Helianthus tuberosus (рис. А3, 

Б3) образует димеры (причем на изображении 

встречаются в равной степени как димеры, так 

и мономеры), а инулиназы II (рис. А4, Б4) и III 

(рис. А5, Б5) существуют в мономерной фор-

ме.  

Исследования пространственных особенно-

стей молекул инулиназ из различных проду-

центов необходимо расширять и развивать, так 

как вопрос о существовании и типе надмоле-

кулярной организации у этой группы энзимов 

окончательно не решен. 

Возможно, процессы ассоциации-

диссоциации инулиназы и родственных ей 

ферментов играют важную роль в регуляции 

метаболизма растений и микроорганизмов, 

использующих в качестве запасных питатель-

ных веществ инулин, различные фруктаны и 

фруктоолигосахариды.  
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Рис. 1. Визуализация молекул инулиназ из 

различных продуцентов методом атомно-

силовой микроскопии (А – трехмерное изо-

бражение, Б – сечение рельефа поверхности): 

1 – инулиназа из Kluyveromyces marxianus, 

2 – инулиназа из Aspergillus niger, 

3 – инулиназа I из Helianthus tuberosus, 

4 – инулиназа II из Helianthus tuberosus, 

5 – инулиназа III из Helianthus tuberosus. 
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В настоящее время широкое распростра-

нение, как в экспериментальных исследо-

ваниях, так и в клинической практике полу-

чили методы микрохирургии преимп-

лантационных эмбрионов млекопитающих. 

Целью настоящей работы была разработка 

методов микрохирургии эмбрионов при по-

мощи современных лазерных технологий. В 

работе была использована установка с функ-

циями «оптический скальпель – оптический 

пинцет» на основе фемто-секундного хром-

форстеритового лазера (оптический скаль-

пель), непрерывного иттербиевого волокон-

ного лазера (оптический пинцет), разрабо-

танная в отделе лазерной плазмы Объеди-

ненного института высоких температур РАН.  

Эксперименты проводили на преимплан-

тационных эмбрионах мышей линии 

C57Bl/CBA. Нами были проведены микрохи-

рургические процедуры двух типов: 1) слия-

ние бластомеров эмбрионов 1,5 сут. развития 

с помощью «оптического скальпеля»; 2) био-

псия клеток троф-эктодермы эмбрионов 3,5 

сут. развития с помощью системы «оптиче-

ский скальпель – оптический пинцет». Про-

цедуру слияния бластомеров проводили в 

каплях среды для манипуляций М2 (MR-

015P-5D, Millipore), покрытых минеральным 

маслом. Перед биопсией эмбрионы помеща-

ли в инкубатор и культивировали в стандарт-

ных условиях (37˚С, 5%СО2) в среде М16 

(MR-016-D, Millipore) до стадии бластоци-

сты, приступающей к хэтчингу, а саму про-

цедуру биопсии клеток трофэктодермы про-

водили в бескальциевом растворе. После ла-

зерного воздействия эмбрионы культивиро-

вали в течение суток (после биопсии) и 3-х 

сут. (после слияния бластомеров) для про-

верки их жизнеспособности.  

Ранее нами была разработана методика 

слияния клеток эмбриона на стадии 2-х бла-

стомеров с помощью серии лазерных им-

пульсов. Эта методика была нами усовер-

шенствована: при энергии импульса порядка 

300 нДж клетки сливались с одного лазерно-

го импульса. После процедуры слияния эм-

брионы были жизнеспособны и развивались 

до стадии бластоцисты (рис. 1). 

Рис. 1. Слияние бластомеров на стадии 

двух клеток: до выстрела (А), через 10 мин. 

(B) и  через 45 мин. после выстрела (С); по-

следующее развитие эмбриона: 1-й, 2-й, 3-й и 

4-й дни после слияния (D, E, G и Н соответ-

ственно), окрашивание флуорес-центными 

красителями на живые (I) и мертвые клетки 

(J). 

После процедуры биопсии трофэктодер-

мы, в ходе которой лазерными импульсами 

отрезали небольшое количество клеток тро-

фэктодермы, эмбрионы на следующий день 

были жизнеспособны, только единичные 

клетки в зоне биопсии окрашивались иоди-

дом пропидия (P1304MP, Invitrogen) через 

сутки после процедуры. Ранее нами была 

разработана процедура биопсии редукцион-

ного тельца (РТ) с помощью системы «опти-

ческий пинцет», после которой эмбрионы 

также сохраняли жизнеспособность и разви-

вались до стадии бластоцисты.  

Таким образом, разработанные нами ме-

тодики слияния бластомеров эмбриона на 

стадии 2-х клеток и бесконтактной лазерной 

биопсии трофэктодермы не оказывают нега-

тивного влияния на жизнеспособность клеток 

эмбрионов. 
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Many essential cellular processes are pro-

vided with regulated dynamics of actin fila-

ments. Comprehensive study of this problem 

becomes possible with structural data that allows 

revealing actin filament interactions with differ-

ent biomolecules like actin binding proteins 

(ABP). So we can make a step towards under-

standing the precise mechanism of work of the 

actin system in living cell. One of the ABP, 

САР, found in most eukaryotic cells, is a com-

plex molecular machine, providing the assembly 

and disassembly of filaments in those parts of 

the cell, where it is necessary at a particular pe-

riods of time [1]. Research on full-length CAP is 

almost impossible using such structural biology 

methods as X-ray analysis or NMR, since CAP 

forms high-molecular-weight complex [2], also 

because of complication with obtaining suffi-

cient quantities of purified full-length protein for 

crystallization. Using the X-ray, crystal struc-

tures of isolated C-and N-terminal [3] domains 

of the protein have been obtained so far. Crystal 

structures are dimers of monomers of corres-

ponding fragment (fig. 1). Inspite of this the or-

ganization of oligomeric complex seems to be 

ambiguous, so it becomes obviously try to ob-

tain data on the structure by electron microscopy 

of macromolecules. This method requires very 

small amounts of protein for analysis. Although 

the resolution of this method is worse than the 

crystallographic one, it is an effective solution to 

the problem of crystallization. Three-

dimensional reconstruction of the CAP protein, 

obtained by interpretation of particles as the 

projections from different angles relative to 

electron micrographs, is a very good 

approximation, it provides an illustration of 

three-dimensional structure of the protein and its 

oligomeric structure. 

  The aim of the work was to obtain 

three-dimensional reconstruction of the N-

terminal fragment of recombinant CAP-protein. 

N-terminus of CAP was expressed in E. coli 

and purified (fig. 2) using affine chromatogra-

phy with two tags: His and GST. 

 

 

Fig. 1. Crystal structure of N-CAP dimer 

from D. discoideum (PDB 1S0P). 

Fig. 2. Fractions of purified N-CAP on SDS-

PAGE. 

We obtained micrographs (fig. 3) treated with 

2% uranyl acetate for negative staining on ТEМ 

FEI CM-12 (120 kV, 60 kx, defocus 1.5 um). 

We have picked up 1878 and 22274 protein par-

ticles with His- and GST-tag, respectively. IM-

AGIC [4] was used as a software for single par-

ticle analysis (fig. 4). 

 

 

Fig. 3. Electron micrograph with N-CAP par-

ticles purified using His-tag. Scale bar represents 

50 nm. 
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Fig. 4. Reconstruction in IMAGIC from top 

to bottom row: band-pass filtered original par-

ticles; class averages selected for reconstruction; 

reprojections from 3D model; 3D model. 

Reconstruction and docking of N-CAP with 

His-tag is shown on fig. 5. Hexameric complex 

of N-CAP termini includes 6 ―petals‖ associated 

in cup-shaped structure. The size of the model 

corresponds to molecular weights of its compo-

nents: 240 kD for six 40 kD monomers. We in-

terpreted our model using automatic docking in 

Situs program [5]. We show that only six mo-

nomers of N-CAP can be docked into electron 

density of the model. We suppose the upper part 

of the ―cup‖ to be a complex of coiled coil do-

mains, which were not crystallized in X-ray, but 

shown to stimulate the oligomerization process. 

In this case we propose C-CAP fragments to 

connect to the edges of cup’s petals. So N-CAP 

seems to form the central part of the huge com-

plex and C-CAP are at the periphery. This cor-

responds well to a hypothesis about involving 

CAP complex in actin treadmiling and ABP 

binding simultaneously [2]. 

 

 

Fig. 5. Model of N-CAP with His-tag (reso-

lution is about 20 Å). 

The further analysis on more number of im-

ages of N-CAP, purified with GST-tag, allowed 

obtaining the three-dimensional reconstruction 

with higher resolution (fig. 6). The overall mole-

cular weight of complex with GST-tag is about 

350 kD. This complex is supposed to form pen-

tamer, possibly because of steric interactions 

explained by huge size of GST-tag (25 kD). 

 

 

Fig. 6. Model of N-CAP with GST-tag (reso-

lution is about 18 Å). 

We accomplished a comparison of two re-

constructions and shown the bigger domain 

(lower part of model on fig. 6) is CAP, while the 

upper part, as we suppose, is formed by residues 

of GST.  The interpretation of obtained results 

has been done using docking of CAP and GST 

monomers. We show docking of crystal struc-

ture of CAP is more suitable in the bigger (low-

er) part of 3D-recontruction. 

Thereby we pointed out that three-

dimensional structure of N-terminal fragments 

of CAP protein, obtained so far using TEM and 

single particle analysis, leds us to revealing the 

oligomerization state of the complex. We show 

N-CAP fragments associated in hexameric or 

pentameric structure. This complex is stabilized 

by N-terminal coiled coil domains of CAP. 
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Клеточное ядро содержит в своем составе 

большое число различных структурных до-

менов, каждый из которых характеризуется 

специфическим набором белков и РНК. Уди-

вительным представляется то, что различные 

домены не отделены от окружающей их нук-

леоплазмы мембранами, а сами белки не на-

ходятся в структурах постоянно, а непрерыв-

но перемещаются между доменами и нуклео-

плазмой. Возникает вопрос – каким образом 

происходит накопление в локальных облас-

тях ядра тех или иных белков? 

В настоящее время мы проводим исследо-

вание механизмов создания высокой концен-

трации специфических белков в самой круп-

ной из ядерных структур – в ядрышке. Сей-

час уже очевидно, что механизмов накопле-

ния белков в ядрышке множество. Использо-

вание современных методов световой и элек-

тронной микроскопии позволяет выявлять 

такие механизмы непосредственно в живых 

клетках. Ниже приведены данные по изуче-

нию одного из механизмов – накоплению 

белков за счет специфических сигнальных 

последовательностей. 

Сигналы ядрышковой локализации пред-

ставляют собой специализированные амино-

кислотные последовательности, определяю-

щие неспецифическое накопление белков в 

ядрышке. Выраженность действия различных 

сигналов ядрышковой локализации может 

варьировать в широких пределах, что, по-

видимому, связано с молекулярными меха-

низмами реализации функциональной актив-

ности этого типа сигнальных мотивов. По-

следнее делает актуальным разработку мето-

дов количественной оценки выраженности их 

действия.  

Для этого мы использовали конструкты, 

образованные зеленым флуоресцирующим 

белком (EGFP) и тестируемой последова-

тельностью. Увеличение накопления содер-

жащего тестируемый мотив химерного белка, 

по сравнению с EGFP, будет свидетельство-

вать о потенциальной способности последо-

вательности играть роль сигнала ядрышко-

вой локализации. Количественной мерой на-

копления может служить отношение концен-

траций белка в ядрышке к концентрации бел-

ка в нуклеоплазме. Использование отноше-

ния, а не абсолютной величины, снимает 

проблему большого разброса в содержании 

белка в разных клетках популяции экспрес-

сирующих белок клеток.  

Так как уровень флуоресценции EGFP 

пропорционален его концентрации, то изме-

рение этого параметра производится доста-

точно легко в живых клетках с использова-

нием лазерного сканирующего конфокально-

го микроскопа. Для анализа мы выбрали две 

экспериментальные системы. 

Во-первых, был детально проанализиро-

ван ранее открытый нами неспецифический 

сигнал ядрышковой локализации в гистоне 

Н2В [1]. Результаты измерений показывают, 

что выраженность действия тестируемой по-

следовательности коррелирует с ее зарядом. 

То есть механизм действия сигнала ядрыш-

ковой локализации имеет, по-видимому, 

электростатическую природу 

Во-вторых были созданы несколько серий 

искусственных сигналов ядрышковой лока-

лизации, отличающихся двумя параметра- 

ми – количеством положительно-заряженных 

аминокислот или плотностью их расположе-

ния. Результаты измерения подтверждают 

наблюдения, сделанные при изучении сигна-

ла ядрышковой локализации гистона Н2В. 

При этом выраженность накопления обратно 

пропорциональна скорости обмена белка в 

ядрышке, измеренной методом FRAP. 

Таким образом, результаты работы под-

тверждаю высказанную ранее гипотезу о том, 

что сигналы ядрышковой локализации реали-

зуют свою функциональную активность пу-

тем электростатического взаимодействия с 

компонентами ядрышка. 
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В настоящее время в связи с сокращением 

запасов ископаемого топлива ставится во-

прос о получении альтернативных видов го-

рючего из возобновляемых ресурсов. Из-за 

распространенности и дешевизны древесное, 

целлюлозосодержащее сырье наиболее пер-

спективно для производства биоэтанола. Од-

нако древесина является очень устойчивым к 

гидролизу материалом и требует дополни-

тельной обработки для облегчения доступа 

фермента к молекулам целлюлозы. Ультра-

измельчение – процесс обработки материала 

на энергонагруженных установках, конечным 

продуктом которого являются частицы  суб-

страта с размерами 10
-6

–10
-9

 м. Оценить раз-

меры частиц можно при помощи метода ла-

зерной интерференционной микроскопии.  

Цель работы заключалась в изучении воз-

можности использования метода лазерной 

интерференционной микроскопии для изме-

рения размеров частиц древесины при ульт-

раизмельчении. 

Измельчение осиновых опилок проводили 

с помощью планетарной шаровой мельницы 

Retsch PM–100 (Германия) при скорости 

вращения 400 и 600 об./мин в течение 20 и 

40 минут. Для определения размеров ультра-

дисперсных частиц (УДЧ) их помещали в 

дистиллированную воду на 24 ч. Оценка раз-

меров частиц была выполнена с использова-

нием лазерной интерференционной микро-

скопии (ЛИМ). ЛИМ позволяет количествен-

но с высокой точностью измерять оптиче-

скую разность хода (ОРХ), пропорциональ-

ную высоте объекта и показателю преломле-

ния. Исследования проводились с использо-

ванием автоматизированного интерференци-

онного микропрофилометра, разработанного 

в институте ВНИИОФИ (Москва, Россия) на 

базе микроинтерферометра Линника МИИ-4 

(ЛОМО, Россия) с длиной волны лазера 

650 нм.  

Если предположить, что частицы являют-

ся однородными сферическими, то макси-

мальная толщина (максимальное значение 

ОРХ) соответствует диаметру частиц.  

При измерении УДЧ методом ЛИМ было 

обнаружено, что в супернатанте находятся 

частицы различного размера (рис. 1).  

 

Рис. 1. Изображение УДЧ в супернатанте. 

Время ультраизмельчения 20 мин, скорость 

вращения 600 об./мин. 

Установлено, что, несмотря на большой 

разброс в размерах, наибольшее число частиц 

в супернатанте составляют частицы нано-

метрового диапазона. При этом показано, что 

увеличение времени вращения приводит к 

уменьшению размера наиболее часто встре-

чаемых частиц примерно в два раза. 

Кроме того, судя по изменению величины 

стандартного отклонения, характеризующего 

разброс размеров измеренных частиц, можно 

предположить, что увеличение скорости 

вращения мельницы приводит к некоторому 

увеличению дисперсности системы.  

Увеличение времени обработки субстра-

тов при измельчении от 20 до 40 мин приво-

дит к появлению в среде частиц от 2 до 

200 нм.
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Взаимодействие белков с поверхностью 

твердых адсорбентов часто сопровождается 

перестройкой в структуре адсорбированного 

белка. Это явление может оказать огромное 

влияние на биологические свойства белков, в 

которых адсорбция играет ключевую роль. 

Поэтому изучение особенностей физической 

адсорбции белков на различные подложки 

является актуальной проблемой. 

Объектом исследования в настоящей ра-

боте являются РНКазы, в проявлении биоло-

гической активности которых важную роль 

играет цитоплазматическая мембрана. 

В работе методом атомно-силовой микро-

скопии исследована физическая адсорбция 

панкреатической РНКазы и РНКазы Bacillus 

intermedius на отрицательно заряженную по-

верхность слюды и гидрофобную поверх-

ность пирографита. 

Визуализацию адсорбции РНКаз на по-

верхностях выполняли на атомно-силовых 

микроскопах Solver P47H, сканер 50×50 мкм 

и Solver Pro, сканер 3×3 мкм (НТ-МДТ, Рос-

сия). Исследуемые поверхности сканировали 

на воздухе при комнатной температуре в по-

луконтактном режиме стандартными крем-

ниевыми кантилеверами NSG11 (НТ-МДТ, 

Россия) с гарантированным радиусом закруг-

ления острия 10 нм. Сканирование проводи-

лось при рабочей амплитуде колебаний кан-

тилевера 15–25 нм с разрешением 

512×512 точек, используя 3 режима сканиро-

вания: постоянной амплитуды, регистрации 

фазы и сигнала рассогласования. Время 

взаимодействия РНКаз с поверхностью варь-

ировалось от 30 сек до 10 мин, концентрация 

варьировалась от 1 мкг/мл до 50 мкг/мл. Для 

исследования кинетики сорбции белков ис-

пользовался программный пакет MatLab.  

Анализ кинетики адсорбции РНКаз на 

слюду показал, что с увеличением времени 

взаимодействия количество адсорбированно-

го белка на единицу площади слюды возрас-

тало для обоих ферментов. При этом РНКаза 

Bacillus intermedius адсорбировалась в 3–5 

раза эффективнее, чем панкреатическая 

РНКаза. Адсорбция РНКазы Bacillus interme-

dius на слюду сопровождалась агрегацией 

молекул фермента.  

Адсорбция РНКаз на незаряженную гид-

рофобную поверхность пирографита качест-

венно отличалась от их адсорбции на слюду.  

Молекулы белков, адсорбированных на 

пирографите, представляли собой слипшиеся 

структуры, в то время, как  на поверхности 

слюды их можно дифференцировать по раз-

меру и форме (рис. 1 и 2). 

   

Рис. 1. АСМ-изображения молекул пан-

креатической РНКазы (а) и РНКазы Bacillus 

intermedius (б), адсорбированных на слюде. 

Время взаимодействия со слюдой 2 мин. 

Размер кадров 5×5 мкм. 

   

Рис. 2. АСМ-изображения молекул пан-

креатической РНКазы (а) и РНКазы Bacillus 

intermedius (б), адсорбированных на пиро-

графите. Время взаимодействия с пирогра-

фитом 2 мин. Размер кадров 2×2 мкм. 

При этом РНКаза Bacillus intermedius ад-

сорбировалась на незаряженную поверхность 

пирографита, так же как и на заряженную 

поверхность слюды, – более эффективно, чем 

панкреатическая РНКаза. 

Полученные в работе результаты позво-

ляют заключить, что физическая адсорбция 

РНКаз зависит как от их физико-химических 

свойств и нативной структуры, так и от хи-

мической природы поверхности, и может со-

провождаться перестройкой в структуре ад-

сорбированного белка. 

а б 

а б 
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ИЗМЕРЕНИЕ ХАРАКТЕРИСТИК НЕРВНОГО ВОЛОКНА ПРИ ПО-

МОЩИ МЕТОДА ЛАЗЕРНОЙ ИНТЕРФЕРЕНЦИОННОЙ 

МИКРОСКОПИИ 

А.И. Юсипович
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, В.Л. Минаев
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Г.В. Максимов
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Московский государственный факультет им. М.В. Ломоносова,  
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Всероссийский научно-исследовательский институт оптико-физических измерений 

nrodionova@mail.ru 

При помощи метода лазерной интерфе-

ренционной микроскопии (ЛИМ) неинвазив-

но оценивались морфофункциональные ха-

рактеристики нервного волокна. 

ЛИМ позволяет значительно увеличивать 

контраст биологических объектов без ис-

пользования красителей. Это в первую оче-

редь относится к клеткам и тканям. Также 

ЛИМ позволяет количественно измерять оп-

тическую разность хода (ОРХ) – параметр, 

зависящий от геометрического размера ис-

следуемого объекта по вертикали, и от его 

показателя преломления. ОРХ определяется 

по формуле: 

ОРХ=(k-k0)z,   (1) 

где k0- показатель преломления окружающей 

среды, равный 1,34 для используемого фи-

зиологического раствора, k – показатель пре-

ломления объекта, зависящий от его состава, 

а z – высота объекта в точке измерения. Зна-

чение ОРХ в каждой точке составляет фазо-

вое изображение объекта. 

В работе использовался автоматизирован-

ный интерференционный микропрофило-

метр, разработанный в институте ВНИИОФИ 

(Москва, Россия) на базе микроинтерферо-

метра Линника МИИ-4 (ЛОМО, Россия) с 

длиной волны лазера =650 нм. 

Латеральное разрешение метода ЛИМ со-

ответствует традиционному разрешению оп-

тических микроскопов и определяется крите-

рием разрешения Релея, однако, ЛИМ гораз-

до более чувствителен к изменению верти-

кальных размеров объекта. При исследова-

нии нервного волокна разрешение по верти-

кали составляет /200, и равно 3,25 нм. 

Миелиновое нервное волокно имеет дос-

таточно сложное строение и представляет 

собой длинный отросток нейрона – аксон, 

многократно обернутый плазматическими 

мембранами Шванновских клеток, форми-

рующими миелин (рис. 1) [1]. Поддержание 

сложной структуры миелинового нервного 

волокна необходимо для выполнения нерв-

ным волокном своей основной функции – 

проведения возбуждения.  

Используя метод ЛИМ мы оценивали сле-

дующие параметры нервного волокна 

(рис. 1): диаметр нервного волокна и диаметр 

аксона в перехвате Ранвье, интернодали и 

насечке, длину перехвата Ранвье. 

 
Рис. 1. Схематичное изображение миелино-

вого нервного волокна. 

Типичное фазовое изображения нервного 

волокна, а также сечения фазового изобра-

жения на различных его участках представ-

лены на рис. 2. 

Величина ОРХ зависит как от геометрии 

так и от показателя преломления объекта, что 

приводит к некоторым особенностям ото-

бражения нервного волокна при помощи ме-

тода ЛИМ (рис. 2). 

Показатели преломления различаются на 

различных участках нервного волокна. Пока-

затель преломления миелина определяется, 

главным образом, липидами и равен 1,43, 

показатель преломления цитоплазмы опреде-

ляется водой и растворенными в ней белками 

и составляет около 1,35. Наличие разницы в 

показателях преломления приводит к тому, 

что участки, содержащие большое количест-

во миелина имеют большую величину ОРХ 

(интернодаль, рис. 2г), чем участки, не 

имеющие миелиновой оболочки (перехват 

Ранвье, рис. 2в). Наличие заполненных раз-

личными гранулами каналов в области насе-

чек также приводят к изменению фазового 

изображения волокна (рис. 2д).  
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Рис. 2. Типичное фазовое изображение 

нервного волокна (а). Белыми линиями обо-

значены сечения различных участков нерв-

ного волокна, приведенных на рисунках б–г. 

Основываясь на сечениях определяли диа-

метр волокна на различных участках, а также 

диаметр аксона и насечки. Зеленый отрезок 

соответствует дине перехвата Ранвье. Сини-

ми стрелками указаны измеряемые величины 

ОРХ, характеризующие состояние волокна на 

различных участках: I – на перехвате Ранвье, 

II – в центральной части интернодали (харак-

теризует состояние аксона), III – в области 

компактного расположения миелина (харак-

теризует состояние миелина). 

Различие показателей преломления на 

различных участках волокна приводит к то-

му, что мы оцениваем изменение высоты во-

локна по формуле (1) с разной точностью.

В той области, где вклад миелина в толщину 

волокна максимален (края интернодальной 

области), точность измерения составляет 

около 40 нм. В области перехвата Ранвье, где 

минимальна доля мембран, точность состав-

ляет около 300 нм. В остальных областях 

точность будет варьироваться в зависимости 

от доли миелина. Таким образом, в области 

интернодали можно оценивать нанометровые 

изменения геометрии миелинового волокна. 

Следует также учитывать, что величина 

ОРХ зависит не только от толщины, но и от 

свойств объекта, главным образом от его по-

казателя преломления. Таким образом, изме-

нение величны ОРХ может отражать измене-

ние внутренних структур волокна и отражать 

изменение его функциональных характери-

стик. 

Оценивая ширину волокна на разных уча-

стках можно оценить его геометрию, а оце-

нивая величину ОРХ и сравнивая с измене-

нием геометрии, еще и функциональное со-

стояние нервного волокна. 

Список литературы: 

1. Сотников О.С., Функциональная морфо-

логия живого мякотного нервного волокна 

М.: Наука, 1976. 
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Рис. 1. Фазовое изображение тучной клет-

ки в процессе дегрануляции через 0 (а), 20 (б) 

и 40 (в) минут после начала активации. 

Для визуализации изменений, происходя-

щих в тучной клетке (мастоците) крысы в 

процессе дегрануляции, использовали метод 

лазерной интерференционной микроскопии 

(ЛИМ). 

Метод ЛИМ позволяет без применения 

красителей увеличить контраст изображения, 

а также позволяет  количественно оценить 

величину оптической разности хода (ОРХ) в 

каждой точке объекта. Величина ОРХ, или 

фазовая высота, зависит от произведения 

толщины объекта на разность показателей 

преломления объекта и среды (величины 

пропорциональной концентрации вещества в 

клетке). 

Изменение величины ОРХ в каждой точке 

объекта называется фазовым изображением 

объекта. Используя это изображение можно 

оценить латеральные размеры (площадь) 

клетки, а также среднее значение ОРХ для 

нее. 

Тучная клетка содержит гранулы, содер-

жащие ряд медиаторов (гистамин, серотонин, 

цитокины, гепарин и другие), которые вы-

свобождаются из клетки при дегрануляции. 

При этом, как было показано на фиксирован-

ных клетках [1], происходит миграция гранул 

к мембране, а затем слияние мембран гранул 

и внешней мембраны с последующим выбро-

сом содержимого. 

Активацию клетки проводили при помо-

щи нецитотоксического либератора гистами-

на – вещества 48/80 в концентрации 

0,25 мкг/мл. 

Методом ЛИМ в условиях in vitro было уста-

новлено, что неактивированный мастоцит 

представляет из себя плотную однородную 

(поскольку все компоненты имеют похожие 

показатели преломления) клетку, содержа-

щую большое количество гранул, которые на 

изображении выглядят как небольшие «бу-

горки» на поверхности (рис. 1а). В процессе 

дегрануляции наблюдается увеличение пло-

щади клетки и уменьшение средней величи-

ны ОРХ (величины, пропорциональной тол-

щине клетки). В процессе дегрануляции на 

фазовом изображении начинает хорошо про-

сматриваться ядро, что обусловлено перерас-

пределением вещества в клетке, тем что гра-

нулы скапливаются вблизи мембраны клетки. 

Список литературы: 

1. Deng Z, Zink T, Chen HY, Walters D, Liu 

FT, Liu GY., Biophys J., 96(4), 1629–39 (2009).
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Конкурс изображений 
BioImage 

Багров Дмитрий Владимирович
 

Биологический факультет МГУ им. М.В. Ломоносова 

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

Водоросли. Разветвленная структура из по-

ли(оксибутирата) на слюде, плоскость ламели па-

раллельна плоскости подложки. 

Размер кадра 2х2 мкм
2
 , перепад высот 6,6 нм. 

Изображение получено на приборе Solver PRO.

Сороконожка. сложная структура из стопок ламе-

лей поли(оксибутирата) на слюде. Размер кадра 2 

мкм х 2 мкм х 41 нм. Изображение получено на 

приборе Solver PRO. 

Цветы. двумерные сферолиты из по-

ли(оксибутирата) на слюде. Между ними наблюда-

ются области, заполненные ламелями расположен-

ными на ребре, и по-видимому, аморфным полиме-

ром. Изображение получено на приборе Solver 

PRO. 
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BioImage 
Будник Оксана 

Международный центр «Институт прикладной оптики», Киев, Украина 

Микроскоп: инвертирующий микроскоп TE 200 (Nikon, Япония) 

 

Рыбьи игры 

Изображения нейронных клеток (GT1-7, иммортализованные клетки гипоталамуса) на пласти-

ковой подложке, полученные на инвертирующем микроскопе. Картинки получены в соавторстве с 

Паоло Ариано (Туринский Университет) и Андреем Будник (Институт физики НАНУ). 

Синицына Ольга 
ИНЭОС РАН, Москва 

Микроскоп: атомно-силовой микроскоп 

ФемтоСкан (ЦПТ, Россия) 

Цветы сульфида меди на полимерной поляне 

АСМ-изображение поверхности органо-

неорганической нанокомпозиции, содержащей  

кремнийорганический блоксополимер и частицы 

сульфида меди. Образец получен Н.В. Черкун, 

Н.В. Сергиенко, Б.Г. Завином в ИНЭОС РАН. 



 78 

BioImage 
 

Ефремов Юрий 
Кафедра биоинженерии биологического фа-

культета МГУ им. М.В. Ломоносова 

Микроскоп: атомно-силовой микроскоп 

Solver Bio Olympus (НТ–МДТ, Россия) 

 

Изображения поверхности живого эмбриона 

шпорцевой лягушки Xenopus Laevis. 

Е.А. Ермоленко, А.С. Васильченко, А.О. Плотников 
Оренбургский государственный университет 

Институт клеточного и внутриклеточного симбиоза УрО РАН, Оренбург 

Микроскоп: атомно-силовой CMM-2000 (ЗАО «КПД», Россия) 

 
Представлены АСМ-изображения элементов клеточной поверхности протистов отряда 

Centrohelida, для дифференциации и таксономии которых используются основные морфологиче-

ские признаки элементов наружной клеточной оболочки – чешуек и спикул. Изображение получе-

но в режиме постоянного контакта кантилеверами MSCT-AUNM (PSI, США).  

Обработка изображений производилась с использованием программы Femtoscan.2.3.106. 
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BioImage 
 

Петухова Дарья 
УЦКП «Современные нанотехнологии» УрГУ имени А.М.Горького 

Микроскоп: атомно-силовой микроскоп NTEGRA Therma (НТ–МДТ, Россия) 

 

За мембраной. 

Изображение альвеолярного макро-

фага крысы на слюде, полученное 

полуконтактной методикой атомно-

силовой микроскопии. 

 

Швец Виолетта 
Физический факультет МГУ имени М.В. Ломоносова 

Микроскоп: атомно-силовой микроскоп ФемтоСкан (ЦПТ, Россия) 

Наноенот. 

Изображение енота получено с помощью 

локального анодного окисления ВОПГ. Раз-

мер кадра 1144×1144 нм
2
. 
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BioImage 
 

Филатова Наталия 
Тульский государственный университет 

Микроскоп: оптический микроскоп AXIO imager A1 (Zeiss, Германия) 

 

Модифицированный поливиниловый спирт. 

 

Трушин Максим Викторович 
Казанский федеральный университет 

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

M. gallisepticum S6 cells. AFM 

image of typical M. gallisepticum 

S6 cells surrounded with numerous 

formations similar to membrane 

vesicles. Signal from lock-in am-

plifier. 

3D AFM image A. laidlawii PG8 

cells cultivated at cold stress. 

 









SmartSPM™

Универсальный сканирующий зондовый микроскоп нового поколения

ООО “АИСТ-НТ”
Россия 124460, Москва, Зеленоград
Панфиловский проспект, д. 4
Тел.: +7-495-229-96-41, +7-495-229-96-42
Факс: +7-495-228-62-81
E-mail: info@aist-nt.ru
www.aist-nt.ru

✔ Полностью автоматическая настройка прибора - меньше 5 минут от включения до сканирования
✔ Уникальный быстрый сканер
✔ Высокая точность сканирования (нелинейность по XY < 0.03%, по Z < 0.1%)
✔ Сверхвысокое разрешение, вплоть до атомарного, на 100 мкм сканере
✔ Возможность измерять фоточувствительные образцы, не оказывая на них влияния, благодаря применению ИК лазера 

регистрирующей системы с длиной волны 1300 нм
✔ Удобное решение для интеграции СЗМ с оптическими методами (рамановская и конфокальная микроскопия)

Графит (ВОПГ)
Контактный АСМ, скан 3.2 нм

Алкановый слой C28H58
Бесконтактный АСМ, скан 100 нм

Молекулы ДНК (832 bp)
Бесконтактный АСМ, скан 220 нм

Пленка железоиттриевого граната
МСМ изображение, скан 42 мкм

для изучения свойств поверхности на нанометровом уровне

Новые решения -
Новые возможности

ООО “АИСТ-НТ”
Россия 124460, Москва, Зеленоград
2-й Западный проезд, д. 1, стр. 1
Тел.: +7-499-995-09-54
Факс: +7-499-995-09-56
E-mail: info@aist-nt.ru
Web: http://www.aist-nt.ru



HOPG substrates for 
Scanning Probe Microscopy

СлоистаяСлоистая структураструктура ВОПГВОПГ
максимальномаксимально упрощаетупрощает
скалываниескалывание кристаллакристалла

ПроводящаяПроводящая атомарноатомарно
гладкаягладкая поверхностьповерхность
идеальнаидеальна длядля СТМСТМ ии АСМАСМ

ХимическиХимически инертныйинертный ВОПГВОПГ
нене реагируетреагирует сс образцомобразцом

ВодаВода изиз атмосферыатмосферы нене
адсорбируетсяадсорбируется нана
гидрофобнойгидрофобной
поверхностиповерхности графитаграфита

http://www.nanoscopy.net e-mail: spm@nanoscopy.net
Тел.:+7 495 926 37 59  Факс: +7 495 939 10 09

ВОПГ подложки
для сканирующей зондовой микроскопии

Центр перспективных технологий

ЕстественнаяЕстественная калибровочнаякалибровочная
решёткарешётка сс шагомшагом 0,246 0,246 нмнм

99,9% 99,9% чистыйчистый углеродуглерод

МежплоскостноеМежплоскостное расстояниерасстояние (002)(002) 3.3543.354--3.358 3.358 ÅÅ
ПлотностьПлотность 2.242.24--2.25 2.25 гг//смсм33

ТеплопроводностьТеплопроводность параллельнопараллельно (002) (002) 
ТеплопроводностьТеплопроводность перпендикулярноперпендикулярно (002)(002)

1700+/1700+/--100100ВтВт/(/(мм··K) K) 
8+/8+/--1 1 ВтВт/(/(мм··K)K)

КоэффициентКоэффициент тепловоготеплового расширениярасширения
параллельнопараллельно (002) (002) 
КоэффициентКоэффициент тепловоготеплового расширениярасширения
перпендикулярноперпендикулярно (002)(002)

--1x101x10--6 K6 K--11

20x1020x10--6 K6 K--11

ЭлектропроводностьЭлектропроводность параллельнопараллельно (002) (002) 
ЭлектропроводностьЭлектропроводность перпендикулярноперпендикулярно (002)(002)

2.1+/2.1+/--0.1x106 [(0.1x106 [(ВтВт··мм))--11] ] 
5x102 [(5x102 [(ВтВт··мм))--11]]

ЧистотаЧистота > 99.99 %> 99.99 %

http://www.nanoscopy.net/
mailto:spm@nanoscopy.net






”ООО НПП “Центр перспективных технологий
Advanced Technologies Center
www.nanoscopy.net
e-mail: spm@nanoscopy.net

Нанотьюнинг к― антилевер

высокого разрешения

К р е м н и е в ы е к а н т и л е в е р ы

Сверхострые зонды из
алмазоподобного углерода

Радиус зонда ~1 нм

Наблюдаемый диаметр
молекул ДНК 14-17 нм

Кантилеверы для всех видов зондовой микроскопии

Большой выбор размеров и характеристик

Категория "Super" ― радиус скругления иглы менее 10 нм
Категория "Standard" ― радиус скругления иглы менее 25 нм

Проводящее и магнитное покрытие

АСМизображение молекул
трехцепочечной ДНК, полученное c
помощью кантилевера нанотьюнинг



Многофункциональный 
сканирующий зондовый микроскоп

ФемтоСкан

•Более 50 режимов сканирования

•Регулируемая температура образца

•Полное управление микроскопом через Интернет

•Возможность сканирования на воздухе и в жидкости

www.nanoscopy.ru
spm@nanoscopy.net

ЗАО «Центр перспективных технологий»



Сборник тезисов пятой международной конференции 

"Современные достижения бионаноскопии". 15–17 июня 2011 

года, Москва, физический факультет МГУ им. М.В. Ломоносова 

— 90 с. 

 

Генеральный спонсор: 

 ЗАО «Центр перспективных технологий» 

Спонсоры: 

ЗАО «НТИ» 

ООО «STORMOFF group of companies» 

ООО «Аист-НТ» 

ООО «Нано Скан Технологии» 

ЗАО «Техносистема Н» 

 

 

 

http://www.nanoscopy.org/bionanoscopy/ 
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