
32

Современные методы наноаналитики – сканирующая зондовая микроскопия, атом-
ные весы, оптическая микроскопия сверхвысокого разрешения за дифракционным 
приделом, флуоресцентная и интерференционная микроскопия – открывают новые 
возможности в медицинской диагностике на уровне отдельных биомакромолекул, ви-
русных частиц, клеток бактерий и высших организмов [1–3].

Контроль и измерения

С помощью сканирующего 
зондового микроскопа (СЗМ) 
удается наблюдать различия 
в морфологии кишечной па-
лочки (Escheriсhia coli) и век-
торной вакцины против дизен-
терии – гибридной E. coli, унас-
ледовавшей патоген от Shigella 
flexnery (рис.1).

Следует отметить, что бакте-
рии E. сoli в организме челове-
ка могут выполнять полезные 
функции – сбраживать глюко-
зу, лактозу и другие углеводы, 
служить вакциной или же, на-
против, приводить к серьезным 
заболеваниям.

Недостаток СЗМ для меди-
цинских приложений – на по-

лучаемые результаты влияют 
геометрические и механичес-
кие характеристики исследуе-
мых объектов.

Современная наноаналити-
ка должна обеспечивать мно-
гопараметрический анализ об-
разца, регистрируя отклики 
от него в результате механи-
ческих, электрических, опти-
ческих и биоспецифических 
взаимодействий.

Ведущие мировые произво-
дители наноаналитики, напри-
мер, компании "Карл Цейсс" 
и "Джеол" активно работают 
в области создания многофун-
кциональных приборов. Такой 
подход наблюдается и у фирм, 

выпускающих СЗМ, причем 
в создании платформ на осно-
ве СЗМ участвуют многие иг-
роки.

В частности, немецкая компа-
ния "ВИТек" создает оборудова-
ние, в котором применяется ра-
мановская микроскопия, совме-
щенная с атомно-силовым мик-
роскопом (АСМ). Области при-
менения разработки: химия, 
биология, фармацевтика, мате-
риаловедение.

Фирма "Вееко" создала при-
бор, в котором СЗМ совмещен 
с высокоапертурной оптичес-
кой микроскопией. Область 
применения – биология.

Фирма "Агилент" выпустила 
совмещенный с АСМ флуорес-
центный микроскоп.

В развитие мировых тенден-
ций предлагается платфор-
ма «Бионаноскопия», сущест-
венное преимущество которой 
– одновременное применение 
работающих на предельно вы-
соком разрешении как мини-
мум пяти взаимно дополняю-
щих друг друга наноаналити-
ческих методов.

Платформа позволяет про-
водить всесторонний анализ 
пробы в фиксированном объе-
ме и потоке, при стабилизации 
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Рис.1. �Штамм E. сoli: исходный родительский (а), трансдуктан-
тный (б) (СЗМ, размер кадра 4х4 мкм2 [4])
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температуры и регистрации 
совокупности свойств: геомет-
рических размеров, локальных 
коэффициентов упругости 
и трения, кинетических пара-
метров роста, оптических ха-
рактеристик, электропроводи-
мости, резистентности по отно-
шению к реагентам и медика-
ментам, особенностей биоспе-
цифического отклика.

В разрабатываемом диагно-
стическом приборе для син-
хронного применения исполь-
зуются следующие подходы:
•	 высокоапертурная оптичес-

кая микроскопия (обзорное 
наблюдение пробы и кине-
тики на микроуровне);

•	 интерференционная микро-
скопия (регистрация поло-
жения /перемещения повер-
хности образца по нормали 
с нанометровым разрешени-
ем и поиск особенностей ре-
льефа – локальных вершин 
и впадин);

•	 СЗМ (анализ локальных 
свойств и морфологии кри-
тических областей – рецеп-
торов, мембранных пор, 
трансмембранных белков, 
пилей);

•	 атомные весы (точное оп-
ределение массы вещества 
на воздухе и изменения по-
верхностного напряжения 
в монослойных пленках ана-
лита в жидкости);

•	 методы нанооптики (регис-
трация с нанометровой точ-
ностью положения оптичес-
ких маркеров биоспецифи-
ческого взаимодействия).
Наря д у с  мед и ц и нс кой 

д иа г нос т и кой п л атформа 
"Бионаноскопия" (см. табл.) мо-
жет эффективно применяться 
в фармацевтике, токсикологии, 
косметологии, для контроля 
пищевых продуктов и в других 
областях, требующих комплек-
сного анализа вещества на мо-
лекулярном уровне.

Важно отметить, что ком-
бинация методов обеспечива-
ет результат, который невоз-
можно получить при последо-
вательном использовании от-
дельных аналитических при-
боров. Так, с помощью интер-
ференционного микроскопа 

можно осуществить быстрый 
просмотр образца, выбрать 
на нем по интерференционно-
му контрасту области опреде-
ленной высоты, а с помощью 
СЗМ в динамике исследовать 
детали процесса на наномет-
ровой шкале. С использовани-
ем оптического нанорегистра-
тора можно определить поло-
жение оптической метки с точ-
ностью до нанометра.

Р а с ч е т ы  п о к а з ы в а ю т, 
что цена платформы моле-
кулярного экспресс-анали-
за для конечного потребителя 
в расширенной комплектации 
(большее количество сменных 
зондов, различные варианты 
проточных ячеек, широкофор-
матные мониторы, производи-
тельная компьютерная станция) 
будет варьироваться от 1,2 млн. 
до 4 млн. руб., что находится 

в нижнем ценовом диапазоне 
медицинской аналитической 
аппаратуры и ниже стоимости 
зондовых микроскопов ряда 
мировых производителей.

Необходимость создания 
многофункциональных плат-
форм на основе комбинации 
приборов наноаналитики обу-
словлена следующими обстоя-
тельствами.

Современная медицина все 
более персонофицируется. 
Новые эффективные методики 
лечения и терапии неизбежно 
должны в максимальной степе-
ни соответствовать особеннос-
тям пациента. Это формирует 
высокую потребность в техно-
логических комплексах, спо-
собных быстро и всесторонне 
анализировать биологический 
материал конкретного челове-
ка на уровне отдельных клеток 

Технические параметры платформы "Бионаноскопия"

Технический параметр Значение
Точность регистрации положения метки (опти-
ческие методы) 1 нм

Точность регистрации нанобъектов (зондовая 
микроскопия) 0,01 нм

Точность регистрации положения вершины 
по высоте (интерферометрия) 0,1 нм

Количество пикселей оптического изображения ≥2048×2048
Количество пикселей СЗМ-изображения ≥ 1024×1024
Объем пробы < 0,1 мкл
Стабильность температуры > 0,1°С
Суммарное время многопараметрического ана-
лиза ≤ 3 мин

Он-лайн передача данных – с криптографичес-
кой защитой Да

Рис.2. �Структуры: (а) нормального волоса, (б) волоса с пато-
логией. Вставка на рис. слева – перепад высот между 
чешуйками (кутикулой) здорового волоса, по данным 
АСМ составляющий 380 нм
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и биомакромолекул. Таким об-
разом, платформа молекуляр-
ного экспресс-анализа, позво-
ляющая визуализировать осо-
бенности биологических объ-
ектов с нанометровой точнос-
тью, как нельзя лучше подхо-
дит для многих отраслей диа-
гностической медицины, при-
чем интеграция большого ко-
личества методов анализа и их 
предельно высокая чувстви-
тельность делает платформу 
уникальной.

Эксперты отмечают, что плат-
форма "Бионаноскопия" при-
звана обеспечивать эффек-
тивный молекулярный анализ 
биологического материала че-
ловека как с целью назначения 
адекватного курса лечения, 
так и предотвращения возмож-
ных заболеваний. Особенность 
платформы состоит в возмож-
ности проведения анализа 
за минимально короткое вре-
мя при повышении надежнос-
ти результатов.

Возможно применение раз-
рабатываемой платформы 
для анализа структуры чело-
веческого волоса, что относит-

ся к трихологии – науке о воло-
сах (рис.2).

Другой пример – микрохи-
рургия, точнее, нанохирур-
гия. В клинической практи-
ке для повышения вероятнос-
ти имплантации зародышей 
в слизистую оболочку матки 
необходимо локальное высо-
коточное разрушение прозрач-
ной оболочки ранних эмбрио-
нов. Подобные задачи возника-
ют и при удалении из эмбрио-
нов фрагментов клеток на эта-
пах дробления зародыша (кор-
рекция фрагментации). Они 
решаются с помощью стеклян-
ных микроинструментов (иглы, 
скальпеля, присоски), диодного 
лазера или обработкой эмбри-
онов специальными раствора-
ми. Минимальный размер мик-
рохирургических инструмен-
тов ограничен физическими 
свойствами стекла и составля-
ет не менее 1 мкм для микро-
иглы и нескольких микромет-
ров для микроскальпеля. Такие 
микроинструменты оказывают 
значительное повреждающее 
действие на клеточный пласт, 
в том числе, вызывая гибель 
отдельных клеток в месте пов-
реждения. Диодный лазер со-
здает локальные повреждения 
с плохо контролируемым диа-
метром, поскольку его дейс-
твие связано с термической де-
струкцией и может оказывать 
токсическое воздействие на эм-
брионы.

Очевидно, что для миними-
зации травмирующего воздейс-
твия на эмбриональные струк-
туры нельзя обойтись без инс-
трумента с характерными раз-
мерами в десятки и сотни на-

нометров, дающего возмож-
ность проводить высокоточные 
операции на клеточном и суб-
клеточном уровнях. На реше-
ние этих задач нацелена плат-
форма "Бионаноскопия": атом-
но-силовая микроскопия поз-
воляет делать аккуратный над-
рез с нанометровой точностью, 
а расположение надреза зада-
ется с помощью оптической 
и интерферометрической мик-
роскопии.

В клеточной репаративной 
медицине все чаще использу-
ются тканеинженерные конс-
трукции. Распространенным 
типом воздействия на клет-
ки является, например, хи-
мическое воздействие росто-
выми и другими факторами, 
стимулирующими направ-
ленную дифференцировку. 
Модифицированные в резуль-
тате такого воздействия клет-
ки эффективно используют-
ся, однако при введении кле-
точной суспензии непосредс-
твенно в ткани и внутривенно 
в процесс репарации включает-
ся очень небольшая часть кле-
ток (в случае миокарда 1–2%). 
По этой причине в современ-
ной клеточной биотехнологии 
на первое место выходит на-
правление тканевой и органной 
инженерии. Основные принци-
пы такого подхода заключа-
ются в разработке и примене-
нии для трансплантации в пов-
режденный орган носителей 
из биодеградируемых матери-
алов, заселенных донорскими 
клетками. Для эффективно-
го развития данного направле-
ния необходимо иметь инстру-
мент, позволяющий оказывать 
на определенные клетки хи-
мическое воздействие, локали-
зованное в области нескольких 
сот нанометров, и отслеживать 
результирующие структурные 
изменения таких клеток.

В связи с этим также акту-
альна разработка высокоточ-
ного прибора для выполнения 
микрохирургических операций 
на клеточных структурах, ком-
партментах с нанометровой точ-
ностью и доставки в определен-
ные клеточные структуры нано-
количеств активных веществ.

Рис.3. �Морфологический анализ бактериальных клеток 
Klebsiella pneumoniaе, провоцирующих воспалитель-
ные процессы в легких человека

Рис.4. �Трехмерное изображе-
ние эритроцитов
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Пред лагаемая платфор-
ма позволяет воздействовать 
на клетки механически, достав-
лять нанолитровые объемы ак-
тивного вещества в определен-
ные клеточные компартмен-
ты, выполнять сложные хи-
рургические операции на та-
ких структурах, а также опре-
делять свойства клеток: жест-
кость оболочки, структуру ци-
тоскелета, упругость мембра-
ны, подвижность мембранных 
структур.

Важно отметить, что АСМ – 
единственный метод, позво-
ляющий продвинуть микро-
хирургию на наноуровень, 
удовлетворить требования 
к точности, воспроизводимос-
ти и автоматизации воздейс-
твий на клетки, придать новый 
импульс развитию клеточных 
технологий. Основные его пре-
имущества:

•	 получение трехмерного изоб-
ражения объектов с разре-
шением до атомарного и мо-
лекулярного;

•	 возможность исследовать 
объекты в жидкой среде;

•	 высокая пространственная 
точность и локализация воз-
действия в методе силовой 
нанолитографии.
Суть последней состоит в ис-

пользовании в качестве инстру-
мента для точечного воздейс-
твия АСМ-зонда (кантилевера) 
на поверхность объекта. Хотя 
этот метод широко использу-
ется для формирования мик-
ро- и наноразмерных рельефов 
на неживых объектах (синтети-
ческие полимеры, кремний, гра-
фит, титан, многие другие мате-
риалы), его применение к жи-
вым системам ограничивает-
ся единичными эксперимента-
ми. Поэтому применение АСМ 
для микрохирургических опе-
раций на клетках и клеточных 
структурах является сущест-
венно новым подходом в отечес-
твенной и мировой науке.

Характерный радиус за-
кругления АСМ-зонда – 10–
25 нм (на два порядка мень-
ше, чем для стеклянного мик-
роинструмента), что позволит 
свести к минимуму негатив-
ное воздействие от хирурги-
ческого вмешательства в клет-
ку. Положение зонда контро-
лируется системой обратной 
связи (точность позициониро-
вания в плоскости образца 10–
100 нм). Это обеспечивает лока-
лизацию силового воздействия 

в малой области; возможность 
визуализации исследуемых 
объектов позволит контроли-
ровать результаты микромани-
пуляций. В целом, применение 
АСМ представляется чрезвы-
чайно перспективным для мик-
рохирургии и нанохирургии.

Ш и р о к и е  п е р с п е к т и в ы 
платформы «Бионаноскопия» 
для диагностики бактериаль-
ных инфекций обусловлены 
возможностью работы с оди-
ночными бактериями – возбу-
дителями заболеваний. В час-
тности, на рис.3 представлены 
полученные методом зондовой 
микроскопии изображения 
микробных клеток Klebsiella 
pneumoniaе различных штам-
мов. СЗМ дает детальное изоб-
ражение, а оптическая мик-
роскопия и интерферометрия 
обеспечивают быстрой поиск 
объектов при широком поле 
обзора, причем биомаркеры 
в виде оптических меток поз-
воляют локализовать положе-
ние антигенов. 

Другое перспективное при-
менение платформы "Био
наноскопия" – наблюдение 
и диагностика клеток крови 
человека. На рис.4 приведе-
но изображение эритроцита в 
норме, характерный диаметр 
которого – 8 мкм. При тща-
тельном анализе клеток крови 
можно увидеть и другие типы 
эритроцитов.

На рис.5 представлено СЗМ-
изображение эхиноцита – раз-
новидности эритроцита челове-
ка. Следует отметить, что рас-

Рис.5. �Изображение эхино-
цита – разновидности 
эритроцита человека [5]

Рис.6. �Механическая система 
АСМ "ФемтоСкан" 
(Центр перспективных 
технологий)

Рис.7. �Атомные весы "БиоСкан" – микрокантилеверный ана-
лизатор химических и биологических веществ в жидких 
средах (разработаны совместно с ООО “Академия био-
сенсоров”) (а); проточная жидкостная ячейка и держа-
тель кантилевера атомных весов (б)
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сматриваемый метод позволяет 
наблюдать клетку в трех изме-
рениях. (Перспективы примене-
ния методов АСМ в реанимато-
логии подробно описаны в [5].)

Следует отметить, что кон-
цепция платформы молекуляр-
ного анализа родилась на осно-
ве уже апробированных разра-
боток – многофункционального 
СЗМ "ФемтоСкан" (рис.6), атом-
ных весов "БиоСкан" (рис.7), 
оптического нанорегистрато-
ра [6], атомно-силового интер-
ференционного микроско-
па "ФемтоСкан Инлайт", полу-
чившего в 2009 году премию 
РОСНАНО "Лучшая разработка 
в области нанотехнологий" [7].

Работа выполнена при подде-
ржке РФФИ (Проект № 10-04-
01574-а), ФЦП «Научные и на-
учно-педагогические кадры ин-
новационной России» (контракт 
№П255), ФСР МФП НТС (11277) 
и Научной программы НАТО 
«Наука для мира».
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Родунер Э.
Размерные эффекты в наноматериалах

Нанотехнологии, позволяющие манипулировать веществом 
на уровне атомов и молекул и обещающие в значительной сте-
пени изменить жизнь будущих поколений, становятся ведущим 
направлением развития общества в XXI столетии. На основе на-
нотехнологий можно создавать новые материалы, системы и ус-
тройства, которые по своим характеристикам значительно пре-
восходят существующий уровень. 

В монографии преимущественно на примере наночастиц рас-
смотрено проявление физико-химических свойств материалов, 
связанное с размерными эффектами. Основное внимание уде-
лено структуре, электронному строению, магнитным характе-
ристикам, каталитическим и термодинамическим особенностям. 
Рассматриваются также разнообразные возможности примене-
ния нанотехнологий во многих областях техники, медицины, на-
уки и общественной жизни.

Книга является ценным и интересным современным руководс-
твом для студентов, аспирантов, научных сотрудников и разра-
ботчиков, специализирующихся в области нанотехнологий и на-
номатериалов.
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