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|1редставлен обзор дости>кений и ана!1из р-азвития метода атомно-силовой микроскопии для
исследования животнь1х клеток' причем боль:лое в11имание уделено исспедовани|о я{ивь1х
клеток. Рассмотреньт осо6енности и задачи данного метода исследования' проанализирова-н

ряд слециальнь|х методйк, основаннь1х на использовани|4 атомно-силовой микроскопии. Фб-
суя{день! вогтрось! выбора геометрии зондов для з&дач, связаннь|х с исследованием }кивотнь|х
клеток, определения клеточной адгезии на субстрате' проведения картирования г{оверхности
клеток с использованием химически модифицированнь1х канти'!еверов' анализа распределения
молекулярнь|х компонентов внутри клетки с исг{ользованием микро- и нанохиршгических
подходов. Рассмотреньл особенности совмещения атомно_силовой микроскопии с оптической
и лазерной сканиру}ощей конфокадьной микроског{ией. Фбсркдень1 возможнь{е наг!равлену|я
!1рименения указанного метода в биотехнологии и медицине.

!{лточевьте слова: а1пол1но-с11ловая л|цкроскопця, сцловая спек1проскоп14я, л4|1крохцрур21]я, )ю11вь1е

кле1пкш, эюцво/пнь'е кле!пкц, клетпочнс!я аёеезця, лпоёыфшкацшя кан1пшлевера.
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1цАтомно-силовая микроскопия (А€}1) лши-

роко применяется в биологии' с чем связано
да)ке появление такого термина, как биологи-
чсская Асм. Фдним из направлений биологи-
ческой Асм является изу{ение клеток' причем
)кивь|е клетки как объект исследования пред-
ставля}от наибольтлий интерес. Фсобенность
Асм }кивь!х клеток связана с тем' что они
подви}кнь!' и их исс!|едование требует специ-
альнь1х экспериментальнь1х приемов. Ёеобхо-
димо отп{етить' что одним из неоспоримь1х пре-
имуществ Асм по сравненито с другимивидами
микроскопии вь|сокого разре1пения является
возмо}кность пр о водить исследо вания в воднь1х

растворах. 1{роме того' на базе А€]у1 возник
ряд новь1х методик' таких как химическая су!-

ловая микроскопия, силовая спектроскопия' на-
номанипулирование и др. живь!е клетки явля-

тотся объектом, позволятощим максимально ис-
пользовать весь арсенал Асм и тем самь!м

получать уникальнуто информацию об образце.
||риним.ая также во внимание больптуто фун-
да1\{ентальну1о и прикладну}о значимость пря-
мого исследования живь!х клеток с вь!соким
разре1пением' развитие методик Асм для этих
объектов является чрезвь1чайно ва)кнь!м.

1{ельто данного обзора бьтло рассмотрение
основнь!х задач' которь1е ставятся при работе
с х{ивотнь!ми клетками с помощьто А€1м1' спо-
собьт ретпения этих задач' а так)ке особенности
экспериментального оборудования, которое
требуется для работь! с клетками. |{ри этом
больтпое внимание уделено изг]ени1о именно
х{ивь|х животнь1х клеток. Б обзоре приведень]
конкретнь1е примерь1 применения А€й А1тя |7с-

следования животнь{х клеток' которь1е' в част-
ности' очерчива}от круг ва)кнь1х прикладнь1х и

фундаментальнь|х задач в этой области.

осоБвннос1и и зАдАчи
Атомно-силовои микРоскопии

кАк мвтодА исслвдовАния
животнь1х клвток

Фсновньтм методом визуализации в клеточ-
ной биологии в настоящее время г{родол)кает

€окращения: Асм _ атомно-силовая микроскопия, .1|€1{й _
лазфная сканиру1ощая конфокальная микроскопия, 6РР
(дгееп {1шогевсеп{ рго1е1п) 

_ зеленьтй флуоресцирующий белок,
]г1<А _ тщ)озинкиназа А, 1..16Р _ фактор некроза нервов,
\ъсР _ васкулярньтй эндотелиальньтй фактор роста.
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оставаться оптическая микроскопия ||,2]' 3то
связано с цель|м рядом причин: используемь1е
в оптической птикроскопии ]\{етодические прие-
мьт более тщательно отработань|' чем в других
видах микроскопии' с ее помощь}о сделано ко-
лоссальное количество открь;тий в гистологии
и цитологии. Бторое место по значитт1ости за-
нимает электронная микроско|\ия: молодой, по
сравнени!о с оптической микроскопией, метод'
обеспечиватощий вь|сокое пространственное
разре|шение и поэтому незаменимьтй в биоло-
гических исследованиях $,4). Атомно-силовая
микроскопия - относительно недавно возник-
тпая область' которая на данном этапе развития
направлена в основном на ре1шение конкретнь|х
специфинеских задач' отвеча1ощих особенно-
стям метода.

Б данном обзоре обсуя<датотся современнь|е
достижения и перспективь1 развития А€1!{ как
метода исследования клеток. ,{елается акцент
на работе с х{ивь|ми клетками' поскольку экс-
перименть| с ними наиболее актуальнь1 и ин-
тереснь|' при этом сложнь1 и их г{роведение
требует специальнь|х методик и оборулования
[5]. Аля того чтобь; клетки оставались )кивь!ми
в ходе исследования, необходимо' чтобьл они
находились в естественном физиологическом
окру}кении. Бозможность проведе1|ия измере-
ний в я<идкой среде является особенностьто
Асм, радикально отлича}ощей этот метод от
метода электронной микроско'1ии и повь!1шато-
щей его значимость при работе с клетками.

€ледует отметить' что наблтодение живь!х
клеток с помощь1о Асм является нетривиаль-
ной заданей из-за их подвижности. |[оэтоплу с
момента изобретения А€й до настоящего вре-
мени пол)д1ение качественнь{х изо бр ажен ий >ки-
вь1х клеток является вах<ной сапдостоятельной
задачей [6]. Ёаиболее расг{ространеннь!ми о6ъ-
ектами исследований являтотся фибробластьт [],
нейроньт [8], раковьте клетки [9]. |{о полученнь|м
изобрахсениям обьлчно определя}от следу1ощие
параметрь1: форплу клеток' диа1\{етр (в общем
слу{ае характернь|й линейньтй размер)' вь1соту
над подло)ккой, объем (он складьтвается из объ-
ема ядра, которое хоро|по заметно, и объема
цитоплазмьт). Фбьтнно эти пара]\{етрь1 обобща-
}отся термино1\{ <<морфологинеские>)' они несут
инфорплаци}о о взаимодействии клетки с суб-
стратом' о взаимодействии клеток ме)кду собой,
о биологическом состоянии клетки и влиянии
на нее различнь1х веществ.

Бозмо>кность измерения объема клетки' ад-
сорбированной на подложку, имеет больтпое
значение [10]. Аля определения объема клеток
в суспензиях можно использовать оптические
методь| (например' светорассеяние), или кон-
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дуктометрические' широко при]\{еняемь|е в ге-
матологии. Фднако для определения объема
клетки' находящейся на подло}|(ке' эти методь1
неприменимьт. €ушествутот оптические методь!
(например, лазерная сканиру1ощая конфокаль_
ная микроскопия (лскм))' которь1е позволя1от
из]\{ерить объем адсорбированной клетки' од_
нако метод Асм и]\{еет перед ними преимуще-
ство' поскольку он относительно бьтстрьтй, сла-
бо зависит от конкретного типа клеток и по-
зволяет определить морфологи|о поверхности
одновременно с измерением формь; и объема.

||4зменение морфологических параметров в
ответ на биохимические [10] и физинеские [11]
воздействия дает информаци}о о внутриклеточ-
нь|х процессах. Ёапример, методом А€й бьлло
показано' что в ответ на действие альдостерона
увеличивается объем чувствительнь1х к нему
клеток (использовались клотки пупонной веньт)
[10!. Бьтнитая изобра)кение' полученное после
добавления альдостерона' из полученного перед
этим' мох(но локализовать объеьт' которьтй до-
бавляется в результате набухания. ( помощью
Асм бьтло продемонстрировано действие маг-
нитного поля на клетки [11]. 1{летки лимфоб_
ластомь] подвергались действито поля 2 1л с
частотой 50 [ц. Бьтяснилось' что по мере воз-
действия умень1пается вь|сота клетки над под-
ло>ккой, микроворсинки переста!от бьтть види-
мь|ми' растет количество углублений на по-
верхности. 3ти морфологические эффектьл мо-
гут свидетельствовать о возникновении фу".-
циональнь!х отклонений (например, в клеточ-
ной подвижности и узнавании).

!{змерение морфологических характеристик
адсорбированнь]х клеток является простейтпим
способом описания клеточной адгезии [|2]' 1ак,
больтпая площадь контакта ме)кду клеткой и
субстратом и малая вь!сота говорят о хоротшей
адгезии' хотя это угвер)кдение не может напря-
мую применяться к клеткам малого раз]\4ера.

Б данном обзоре многократно будет поА-
черкиваться ва)кность процесса взаимодействия
кантилевера с клеткой. Фстрьтй кантилевер мо-
х{ет легко проникнуть в клетку' причем это
воздействие мо)|{ет бьтть либо смертельнь|м для
нее |8], либо абсол|отно обратимьлм [11'1з'14].
€ улетом последнего в перспективе появляется
возмо)кность вь!полнения микрохирургических
операций с помощь}о Асм' которая булет об-
сух(даться них{е.

€ помощьто Асм можно наблтодать дефор-
маци}о и другие изменения морфологии клетки'
повре)кденной кантилевером [81. 3то бьтло по-
казано на примере нейронов: после повре)кде-
ния кантилевером мембраньт на теле нейрона
цитоплазма клетки вь|текает и образует ореол,

Атомно-силовАя микРоскопия животнь{х клвток
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в котором контурь1 клетки слабо различимь1.
Бьтяснилось, что при повре)кдении аксона клет-
ка остается тсивой: мо)кно перерсзать аксон
кантилсвером мно)ксство раз' и это не приведет
к гибели клетки. 1{ гибели приводил надрсз на
теле клстки на глубину - 100 нм и длиной мснсе
3 мкм.

Блиянис кантилевера на морфологи1о клет-
ки существснно зависи1 от типа клсток. 3то
бьтло показано при сопоставлении изо6рах<сний
клеток двух типов: клеток нейробластомь{ ли_
нии 51(-]х[-5Ё и клеток сирийского хомяка ли-
нии А\|2 [15]. Бьтло обнарух<ено, что плотная
адгезия являстся одним из ва)кнейтпих факто-
ров' влиятощих на вь{}кивание |(леток в процессе
сканирования. .{ля вьт>киваъ1|1я клеток линии
Ау12 требустся как наличие ме}кклеточнь]х кон-
та1(тов, так и адгезия к ме}к1(лсточному мат-
риксу. |{ри вь:ращиван|1и на стекле клстки этой
линии образутот группь1' сцепленнь1е ме)кду со-
бой волокнами матрикса. (огда цслостность
груг|пь1 нару1цается' клстки бьтстро смста}отся
кантилевером с подлох{ки. Б отличие от них'
!(летки ли|{|4и 5к-ш-5н (она вклточает в себя
1(летки двух типов) располагатотся на подложке
преимущественно поодиночке. |[од действием
кантилевсра в процсссе сканирования клетки
этой линии начинатот дсформироваться, для
них ме)кклеточнь|с контакть! относительно не-
ва)кнь1. Фтметим. что подвижность клеток яв-
ляется основнь!м фактором, тсоторьтй препятст_
вует получсни}о вь1сокого пространственного
разре1шения в э1(спериментах с х{ивьтми клетка-
ми на Асм [6].

1{роме измерения топографических харак-
тсристик клеток' Асм позволяет определять
локальнь1е неоднородности их механических
свойств. 3то достигается при использовании
таких ре)кимов' катс фазовьтй контраст' микро_
скопия латеральнь|х сил' метод модуляции си-
льт. Фднако наиболь|шее распространение г{о-

лучила силовая спектроскопия' поскольку' в

отличие от других персчислсннь|х методов' она
позволяет провести количественнь|е измерения
(в рамтсах теоретической модели взаимодейст-
вия зонда.с тслеткой) таких величин' как сила
взаимодействия кантилсвера с образцом или
модуль упругости изучаемого объекта. Б част-
ности, в ряде исследовании оь|ли измерень1 зна-
чения модуля упругости клеток различнь!х ти-
пов. 14х величинь| варьиру1от от десять!х долей
до сотен к|[а [16].

}}4звестно, что г|олучаемь1е при измерении
методом силовой спектроскопии значен\4я име-
}от значительнь1е погре1пности' которь|е возни-
ка1от из-за неопределенности в форме игль|'
}(есткости кантилевера и т.д. 1ем не менес

важно' что А[\1 п[)зво.1яст ошен}1ть гра.]11енть1
)ксст!(ости Ё? }."1с-]!.3. соотнест}{ 11\ с внутри_
клеточнь|ми стр\кт\Ра\1!1. а также г1рос-1едить
за изменение}1 жес;кост|1 в отвст на ф}1з1.]ческие
и биохими9€€}.11с' во з_]е]"1ст в11я.

йзмеренття 11ч:]\ _1! }0нга проводят путем
индентации - в_]3в.111ван11я острия зонда в клет-
ку. 1{ак |{!?Б|{-1с_т. значсния модуля }Фнга для
конкретного т11п;] к-1сток варьиру}от в [широ!(их
г1ределах (б о_-те.- п [1-]робнь|е даннь]е приведень1
в работах [1].16]'. 1 ак. например' модуль 10нга
для остеоб,1аст!)в составлял от 0,3 до 20 к[{а
[17). (роме того. Разнь1с авторь{ часто приво.]ят
существенно ра]-1}{чньте значения модуля }Фнга
для клеток Ф-]Ё(_)[ с': !1 того х{е типа - это яв-1яется
илл!острацие]"1 к с\11]ествутощим в силовФ1"1 €]1;-\-
троскопии \{ето]]{ческим и метролог'{чес\;:].:
сложностяшт. Бо-пс-рвьтх. больтшое значент1е }:].|:_

ет процедура пр11готовления образша: нс-[)|: \. _

д|'1ма надежная а]ге3}1я клет1(и на [|Ф_].1]:} : :'

(как и во все\ экспериментах' прово.]|1}1._-' :

помощь1о А[\{:. но при этом матер11а.1 _ _ -_

лоя{ки часто ока3ь]вает влияние на ;кес _ !: _ - - :

клетки, как бь;-:о в приведенном пр11}'1.: : :

остеобластап1[1 |17] Бторой фактор - !ь.- ' :
клетки над по.].1о;ккой. Бсли глуб!1на. ::: ; _

тору1о погру)кается 3онд' составляет }{е_*_;.

от вь!соть1 клетк]1 на-] подло)ккой, то в.1;'_[1]:: "1

послсднсй мо;*(но пренебрень [16]. 9:н:.;_ .1- ,1

это условие не вь1по-1нястся' влиян|1е по _-- 
_ т !'

необходимо уч]1ть1вать. вводя поправк]1 : ''
дель' исг|ользус\1ую .]-ця вь!числен|{я \{ :].
}Фнга [18]. ?ретит"т фактор связан с г.'.-:. -':
ность}о механическттх свойств |{.}1€1Ф1т. |.:' - ::
риациям'| локального модуля }Фнга к_]::} 1

зависимости от располо)кения суок-1- _ , 1-: :' 1

структур. ?ак, во \1ногих работах 91\!с'-.::. _:

разнь!с значения жесткости над я.]ро]"'.. . : ,,'
ядерной областью и периферией к-,тетк;: _ 

_

Ёаибольлшсс влияние на )кесткость 1;.-::1-,|

оказь1ва|от элементь1 цитоскелета. Б рас_3._ .: ' -
показано, что после добавления к лгт:тфс'__!1 - :\|
и клеткам линии }Фркат цитохалазина Б. _:;-
табилизиру}ощсго актиновь|с филамснть]. -4'.-:' . -

кость клеток снизилась на 60-707о. кр[1\1: ::.-
11]еназванньтх факторов, на )кесткость к-_::. :.

влияет ее функциональнос состояние. 11о ._,:-:-
ратурнь!м даннь!м' при измснении вне11]н]]\ _.-_

ловий часто )кесткость клетки изменяется -:_
много сильнее' чем ее морфология. Ё{апртт:'гз:.
тромбоцитьт способньт активироваться в рез1,._ь-

тате механического воздействия' приче!\т ак-]]-
вация сопрово)кдается изменением их фор:ть' ;т

структурь| их цитоскелета [20]. |1ри небо,-ть|ш0}"1

силе воздействия тромбоцитьт, адсорбирован-
нь|е на подло)к1(у' мо)кно с!(анировать длите.1ь-
ное время' не вь1зь!вая в них измснений. Фднако
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Рис. 1. Распределение локального модуля }Фнга (а) и топографическое изобраясение (б) фибробласта мь11пи
ш!нзтз. [{а (а): }.{ _ ядро, Р _ наиболее мягкая часть' стрелкой показан относительно мягкий у{асток в
перинуклеарной области. €нимок из работьт [7] приведен с лтобезного разре1пения издательства Б,!веу!ег.
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1
{

!

увеличение силь\' с которои осуществляется ска-
нирование' ведет к их активации.

€ использованием силовой спектроскопии
набл}одалось дви)кение фибробластов по суб-
страту Р|1. Аля неподвижнь1х клеток распре-
деление }кесткости оставалось постояннь1м в
течение длительного времени' однако у дви)ку-
щихся клеток происходило резкое снижение же-
сткости в области ядра. при исследовании фи6-
робластов сог{оставлсние даннь!х Асм и кон-

фокальной микроскопии показало' что основ-
ной вклад в жесткость вносят проме)куточнь1е
и актиновь|е филаментьт, а микротрубочки
влия}от на нее относительно слабо р].

\{етод Асм позволяет проследить измене-
ния )кесткости клеток' сопрово)кда}ощие их диф-
ференцировку и старение ||6,221. Ёапример, с
помощь}о силовой спектроскопии бьтло пока-
зано (на примере клеток мь1ши), что развитие
миобластов в мь11печнь1е волокна сопрово)кда-
ется ростом ]!{одуля 10нга до дифференцировки
от 11,5 * 1,3 к|1а до 45,3 * 4,0 к|{а на вось]\4ой
день дифференцировки !2].

(ак известно' при проведении силовой спек-
троскопии по сетке результатом эксперимента
являет ся карта р аспр еделения значений ло каль-
ного п4одуля 10нга. |[риплер такой карть! для
фибробластов приведен на рис. 1. Фтмотим'
что эти карть! обьтчно име}от низкое разре1пе-
ние (64 х 64), по сравнени}о с обь1чнь1ми Асм-
изобрат{ениями (5|2 х 5|2).

|{ри интерпретации даннь|х силовой спек-
троскопии обь|чно пользу}отся модель}о [ерша.
Фна дает хоро11]о известнь|е соотно1пения для
силь1 взаимодействия зонда и образца 231 для
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кантилевера со сферическим острием радиусом
Ё, которое продавливает образец на глубину
Б. 3та сила взаимодействия равна:

р =! Б ^Б';,.,|л. (1),
'3 

1 -у2

где Б _ локальнь!й модуль }Фнга, у - коэффи_
циент |1уассона образца. ,{ля конинеского ост-
рия с углом сх, при вер1пине сила вь1числяется
по формуле:

-тсЁс]'е)
'=;- у _ 

',б:г9(с).

|{ри работе с клетками обь!чно принима1от
коэффициент [{уассона у = 0,5 (деформация с
сохранениешл объема). Фтметим, что разнь!е ав-
торь1 часто модифицирутот эти формульт, вводя
дополнительнь!е коэффициенть| или мно)кители'
или применя!от другие модели' например мо_
дель [имитриадиса, у{ить|ва}ощу}о ьлия\{ие
толщинь] образца [2.4]. ||рименение плодели [ер-
ца требует, чтобьт исследуемь!й образец бьтл
однороднь{м и изотропнь{м - это условие для
клеток, вообще говоря' не вь1полняется. Б то
)ке время она позволяет аппроксимировать си-
ловь|е кривь|е с г{риемлемой точность1о и по-
этому 1]1ироко использустся для вь!числения мо-
Ауля }Фнга.

|1рямое использование формул (1) и (2) ос-
ложняется тем' что деформация клеток имеет
вязкоупругий характер. 3то бьтло показано для
клеток рака груди двух линий: Р1€Р_7 и Р1€Р_
10А |9]. |1ри увеличении частоть| прикладь]вае-
мой сильл (в ходе измсрений это достигалось
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изменение1\{ относительной скорости кантиле-
вера и образца) значение модуля }Фнга изме-
нялось в 1,4-1,8 раза. 3ависимость измеряемого
модуля }Фнга от скорости деформации отно-
сительно редко учить!вается в экспериментах'

Ёи;ке булут приведень! примерь1 дру'их
применений, однако эти явля}отся основнь|ми'
поскольку они непосредственно следу}от из

принципа действия Асм и не требутот допол-
нй'ел,*',тх модификаций оборудования.

|[одводя итог описаниго особенностей био-
наноскопии клеток млекопита1ощих' подчерк-
нем следу}ощее. Фсновньте цели и задачи ис-
слсдований связань1 с

- измерением морфологических характери-
стик клеток, в том числе изменении этих ха-

рактеристик, происходящих при физинеских'
1имийески х у{ли биологических воздействиях',

- измерением )кесткости и адгезии клеток'
в том числе изменений этих характеристик под
действием физинеских' химических или биоло-
гических факторов.

|[ре>кде нем перейти к обсух(дени}о совре-
меннь|х тенденций в бионаноскопии клеток' от_

метим некоторь!е особенности кантилеверов'
используемь1х при работе с клетками 1\4лекопи-

та1ощих. Радиус кривизнь1 кантилевера оказь{-
вает ре1па}ощее в.]!ияние на разро1пение А€й'

[ля работь: с биомакромолекулами использу_
}отся зондь1' имек)щие радиус кривизнь1 - 1 нм
251. |акие зондь1 сравнительно дороги и эф_

ф"й'""'',' только на г{оверхности с малой тше-

ро*',а''"'ьто (перепадь! вь1соть! менее 20 нм)'

!ля работь1 с клетками они не при1!теня!отся'

Более того, 1широко распространеннь!е крем-
ниевь!е зондь|' иметощие угол при вертлине -22",
часто разреза}от клетки. |{оэтому для исследо-
ьа:г\ия живь|х клеток во многих слу{аях приме-
ня}отся зондь1 из нитрида кремния' име1ощие

угол при вер1пине' равньтй -45" |8'|2]'

спвциАльнь1.в мвтодики
Атомно-силовой микроскопии

для исслвдовАния
животнь1х клвток

Фпрделение 1спето(;ной адгезии с помо|цьк)
Асш|. Бьттпе бьтло ска3ано' что простейтший
способ оценки адгезии связан с описанием мор-

фологии клеток (распластьтван'{я их по под-
йохске). Фднако этот метод носит качественньтй
характер и поэтому применим только для срав-
нения адгезии клеток на разнь1х подлох{ках'

.{ля колииественной оценки адг езии предло}ке-
нь! специальнь!е методь]' основаннь|е на ис-

г|ользовании А€1у1 или ее модификаций' Ба-
пример' использование специального держате-

ля, в которо1\{ кантилевер располагается под
больтшим углом к образцу' позволяет легко
сдвинуть клетку с места. Ёаклоненньтй канти_
левер используется как микроскопичест<ий тппа-

тель: перед экспериментом он располагается
рядо1\{ с клеткой, затем начинает двигаться в
ее сторону и отрь|вает ее от подло)кки, после
отрь|ва клетки регистрируемая сила' действуто-
щая ъ|а кантилевер' становится равной нул1о.

,['остоинство этого метода в том, что он по-
зволяет определить одновр9менно максималь-
ну1о силу' необходимуто для отрь|ва клетки, и

работу (т.е. энерги1о сцепления клетки с цод-
лох<кой). Ёедостаток этого метода в том' что
кантилевер наклонен и не позволяет получить
обьтчное А€1у1 -изобр ая{ение.

€ помощь1о описанного метода бьтло по-
казано' что раковь!е клетки адсорбирутотся бьт-

стрее и прочнее лри 37"(, чем при 23"€, кроме
того, на гидрофильной подло}(ке они адсорби-
ру}отся луч{пе' чем на гидрофобной. 1иличная
сила, необходимая для того' чтобьт оторвать
клетку' составляла 100-200 нЁ [26].

.{ля измерения адгезии могут использовать-
ся кантилеверь| без игл. Ёа кончик такого
кантилевера прикрепляется клетка' затем сни-
ма}отся силовь1е кривь|е на подложке или слое
клеток. |{рикрепление клетки к кантилеверу
осуществляется следутощим образом: кантиле-
вер подвод|ттся к клетке и удерх(ивается над
ней в течение приблизительно 30 с. |[ри этом
клетка связь|вается с поверхность1о кантилевера
и остается на нем при отводе. !ррой способ
измерения адг езиу1 пр едполагает прикр епление
к кантилеверу микроскопической частиць!, по-
крьттой монослоем клеток.

(антилевер с прикрепленной к нему клеткой
(одной или несколькими) мо)кно использовать
для измерения взаимодействия клетки с под-
ло:ккой и для измерения ме)кклеточной адгезии.
(роме того' применяя модель [ерт{а для с||с-
темь1 <<плоскость-сфера>>' мо)кно вь!числить мо_

Ауль }Фнга клетки. 1акой эксперимент бьтл про-
веден на эритроцитах |21). ?1х поверхность об-
ладает относительно низкой адгезией, для того
чтобьт не препятствовать току крови. 9тобьт
эритроцить| прикреплялись к кантилеверу, ра-
бонуто поверхность кантилевера покрь1вали лек-
тином (белком, обладатощим способность1о свя-
зь|вать сахара). Адгезия между двумя эритро-
цитами мала, и зарегистрировать ее в опись|-
ваемом эксперименте не удавалось. Фднако при
добавлении лектина (100 мкг/мл) в среду, где
находились клетки' адгезия возрастала и ста'
новилась заметной. |[о оценкам' сила разрь!ва
связи между птолекулой лектина \мсА и [ли-
кокаликсом сос'гавляет 70 * 5 пЁ.

вФРвмов и АР.
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Фбсудим технические особенности описан-
ного эксперимента. |[осле того, как клетки при_
веденьт в контакт друг с другом, они формирутот
некоторук) контактнук) площадку. Фна, очевид-
но' зависит от силь!' с которой они сх<атьт. 3та
сила неконтролируемо меняется с течением вре-
мени под действием двух факторов. Бо-первь!х'
клетки стремятся увеличить площадь контакта.
Бо-вторьтх' на силу сжатия влияет дрейф кан-
тилевера относительно подло)кки' причем он
может приводить либо к ее увеличенито, либо
к умень1шению. поэтому время контролируемо-
го контакта мех(ду клетками составляет - 1_
10 мин.

Фтметим, что для г{роведения силовой спек-
троског{ии с клетками' закрепленнь!ми на кан-
тилевере' необходипл больтпой ход сканера
вдоль оси 7 (авторьт работьт 211 ислолъзовали
систему' позволя1ощу}о перемещения на 100
мкм). [ипичньтй диапазон перемещений у наи-
более распространеннь]х атомно-силовь|х мик_
роскопов' равньтй 1-10 мкпд, недостаточен для
таких изплерений.

,{ля изутения клетоиной адгезии больгпое
значение имеет возмо)кность модификации кан-
тилеверов. |4звестно' что производство канти-
леверов _ сло>кньтй многостуг{енчатьтй процесс
[28]. Фбьтнно больтшая часть усилий направлена
на то' чтобьт сформировать острие кантилевера
с нанометровь{м радиусом закругления. Фднако
для работь| с клетками малътй радиус закруг-
ления не является оптимальньтм, наоборот' час-
то использу{от кантилеверь1 с прикрепленнь|ми
на конце коллоиднь!ми частицами |29,30]. Ёа
примере мь11пинь|х фибробластов бьтло пока-
зано' что кантилеверь! с микрочастицами на
конце позволятот получать луч1пее разре1|1ение'
чем обьтчнь1е кре]\4ниевь!е кантилеверь1 [29]. 3то
объяснялось тем' что при использовании кан-
тилевера с микрочастицей вязкоупругие свой-
ства клетки оказь|ва1от мень1пее в!|ияние на
изобрахсение. 1{роме того' вь1яснилось' что ис-
пользование частиц диаметро]\4 3,3 мкпд позво-
ляет пол)д1ать б олее качественньтс изо бр ах<ения,
чем использование частиц диаметрами 6,84 и
8,2 мкм.

|{рикрепление микрочастиц к кантилеверу
обьтчно осуществляется под оптическим мик-
роскопом вь{сокого разре1пения с использова-
нием микроманипуляторов. Б работе 271 диа-
п{етр прикрепляемой к кантилеверу сефакрило-
вой микросферьт составлял более 20 мкм. 3онд
с такой настицей на конце не мо)1(ет исполь-
зоваться для получения изображения с вь!соким
разре{пением' однако для проведе11ия силовой
спектроскот;ии он хоро1]]о подходит' поскольку
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точно задает геометри}о контакта с исследуе-
мьтм объектом.

}!икрохирургия. Ф ва>кности взаип4одейст-
вия кантилевера с клеткой у}ке упоминалось
вь|1ше: острьтй кантилевер мо)кет легко проник_
нуть в клетку' причем это воздействие мох{ет
бьтть для клетки как смертельнь|м [8|, так и
безвредньтм [|з,!4,з|,з2!. Бозмоя<ность оказь1-
вать локальное воздействие на х{ивь]е клетки
и вь|сокая пространственная точность делаетАсм привлекательнь|м инструментом для про-
ведения микрохирургических операций.

Ёапример, с помощь1о Асм было иссле-
довано распределение различнь|х матричнь]х
РЁ1{ по объему хсивой клетки |32]. [ля этого
иглу кантилевера вводили в разнь!е участки
клетки' прикладь!вая силу, равну}о 150-200 нЁ.
Ёа поверхность игльт сорбировались ко}1понен-
ть1 цитозоля' вклточая мРЁ1{, и через некоторое
время (-60 с) иглу вь|нимали.3атем 11р0водили
количественньтй |{{Р-анализ собранного мате-
риала и определяли количество исследуемой
мРЁ( (в данном случае мРЁ1{ $-актина). |{о-
лученнь!е таки}{ способом результать] согласо_
вь1вали с результатами' полученнь!ми Р15Ё_ме-
тодом (Р|шогезсеп[ 1п в]тш ЁуБг|6|:а|1оп). Фднако,
в отличие от Р15Ё-метода' для проведения опи-
саннь1х экспериментов с г{о]\{ощь{о Асм не
требуется фиксация клеток. |[отенциально та_
кая технология позволяет изг{ать пространст-
венное и временное распределенис мРЁ1{ в
единственной клетке.

€ помощьк) кантилевера также мо)кно про-
водить трансфекци1о клетки. Б работе [31] не-
модифицированнь;й кантилевер вь!дерх{ивали в
растворе плазмид' кодиру!ощих зеленьтй ф'у'-
ресциру1ощий белок (всРР). 3атем кантилевер
на одну минуту вводили в клетку. 3а это время
происходила десорбция плазмид' с которь1х
транскрибировалась мРЁ1(, затем синтезиро-
вался белок. |1о флуоресцснции всРР опреде-
ляли эффективность трансфекции' которая со_
ставила около 30о/о-

{ля полутения больтпей эффективности и
одновременно повь!1пения воспроизводимости
могут использоваться кантилеверь] с наноигла-
ми' которь{е форллиру1отся путем вь1'1.равлива-
ния обьтчнь{х кремниевь!х игл фокусированнь1м
ионнь1м пу{ком. 1ипичньте наноигль1, сформи-
рованнь|е таким способом, имо1от длину б-8
мкм и диаметр 200-300 нм [13] (рис.2).

Результатьт' полученнь|е методом силовой
спектроско|\ии, с использованием кантилевера
с микроиглой на конце по сравненито с обьтч-
нь|м креп4ниевь|м кантилевером' представлень|
11а р'{с.3. 9тобьл проникнуть в клетку типичнь!м
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Рис. 2. €хема эт<сперимента по микрохирургии с использованисм А(1!1 (а);
кантилевсра с наноиглой на концс (б). Рисунок из работьт [13] публикуется
!-е[1етз> (€оруг|9|1 200-5 Атпег|сап €}те;п|са1 5ос|е1у).

электронная микрофотография
с ра3ре1пения х<урна"'та .\апо

3 2
Ёмегцение гт ьсзотру5к:-;' мкз;

Рис. 3. 3ависимости силь] от смещения кантилевера в экспериментах по силовой спектроскопии. Берхняя
кривая _ подвод, нижт1яя отвод кантилевера; (а) _ типинньтй результат' получаемь]й при использовании
обьтчньтх кантилевсров; (б) _ результат' полутаемьлй [ри использовании кантилсвера с наноиглой на конце.
Рисунок из работьт [13] публикуется с разре1пения я{урнала <<\апо [е1|ег5>> (€оруг19}:1 2005 А;тсг!сап €1тетп]са]
5ос!е{у).

(а)

}?

] -'у

ц
!;!!

п?т-
#
ч
(,

!

кремниевь!м кантилевсром' требуется прило-
)кить силу - 10 нЁ, такое воздсйствие часто
вь!зь|васт нео бр атимь1 е г{о вр е)к де11ия клето чнь!х
структур. [ля проникновения наноигль1 в клет-
ку достаточно усилия - 1 нЁ, о чем свидетель-
ствует характернь|й скачок силь1 на кривой
г!одвода' при этом клетка остается )кизнеспо-
собной.

.{ля доказательства того' что наноигла г;ро-
никает в клетку' примснястся метод конфокаль-
ной микроскопии. .{ля контроля за поло)кением
микроигль! к ней бьтла прикреплена флуорес-
центная метка (рис. 4) и бьтло г{одтвер)|(дено
проникновсние микроигль| не только в клетку'
но и в ядро. кромс того' этот метод позволяет

в|4зуализировать деформации 1(летки и ядра в
тех случаях' когда проникновения зонда не про-
исходит.

||4спользование метода Асм в микрохирур-
гии имеет ряд преимуществ г{о сравнени}о с
традиционнь1ми методиками' использующими
микроигль! и микрокапиллярь!. |{ре>кде всего'
точность позиционирования Асм (- 10 нм) су-
ществснно вь|1пе' чем у традиционнь|х микро_
манипуляторов (- 1 мкм). Бозпцо>кность контро-
ля силь] взаимодействия ме}кду иглой и клеткой,
маль|й размер используемь1х инструментов' а
также более вь1со!(ая пространственная точ-
ность обеспечива1от менсе разру1пительное воз-

(а) {б]

БиоФизи1{А том 56 вьлп. 2 20||
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Рис. 4. (а) _ йзображение клеток и флуоресцентно меченого кантилевера; (б) _ изображения микроигль{'
прониктпей в ядро клетки; (в) _ микроигла не проникает в клетку при недостаточной силе и]\и больплом
радиусе закругления; (г) _ изобра:кения, полг]еннь]е при индентации клеток обьтчньтм кремниевь|м кантилевером.
\.{икрофотографии из работь{ [13] публикуются с разре|]]ения )курнала <<|',1апо [-е1{ег5>> ((оруг1д1-тс 2005 Агпег!сап
€[:егп!са1 5ос1е|у)'
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(б) (в)

деиствие на клетки' чем традиционнь1е мето-
дики'

йикрохирургические процедурь! с помо-

щью Асм могут бьтть применень1 для доставки
{Ё( в клетку. 1акой эксперимент вкл1очал в
себя несколько этапов [33]: первьтй этап состоял
в прикреплении молекул днк к наноигле. |{р,
амплификации {Ё1{ использовали биотинили-
рованнь1е праймерь|, т.е. биотин находился на
обоих концах фрагмента. |[оверхность наноиг-
льт модифицировали авидином, и за счет аф-

финного в3аимодействия одного из концевь{х
биотинов с авидином г{роисходило связь1вание

днк. .{ля доказательства факта прикрепления
!Ё( к зонду использовали силову1о спектро-
скопи}о на подло)кке, модифицированной ави-
дином. Ёаблтодали аффинное связь1вание 6ио-
тина свободного конца фрагмента .{Ё1{ с ави-
дино}4 на поверхности' и это )|казь|вало на
наличие !Б1( на кантиловере. на втором этапе
наноиглу вводили в клетку. |{ри этом получали
силовь1е кривь|е, аналогичнь!е представленнь1м
на рис. 3. Ёа третьем этапе проверяли' остается
ли .{Ё1{ на кантилевере после погружения на-
ноигль! в клетку. .{ля этого кантилевер обра-
батьтвали красителем то-РРо-3, способнь1м
связь1ваться с !Ё(.

Ё1аноиглу с !Ё( погру)кали в клетку 10

раз и после этого клетки сохраняли способность
к делени}о' т.е. воздействие наноигль| не при-
вело к необратимому повре)кдени1о клетки. 1{о-
личество !Ё1{ на кантилевере и наноигле' ко-
торое оценивали по изображениям с конфо-
кального микроскопа, бьтло триблизительно
одинаковь!м до и после многократного погру_
}кения наноигль| в клетку. )(отя по этим изо-
братсениям нельзя точно установить, осталась

БиоФизи1{А том 56 вьлп. 2 20||

17и вся !Ё1{ на наноигле' мо)кно утвер)кдать'
тто !Ё1{ не отделяется от игль1 из-за трения
при вхох(дении в клетку.

Б дальней|пем эта методика бьтла исполь-
зована для доставки гена' кодиру}ощего 6РР
[34'з5]. Ёа модифицированну1о полилизином
наноиглу сорбировали плазмиднуто !Ё1{' на-
ноиглу на несколько минут вводили в ядро
клетки' при этом происходила частичная де-
сорбция плазмид и диффузия их по ядру (рис.
5). 9ерез 24 ч ло интенсивности флуоресценции
6РР определяли степень экспрессии гена и эф-
фективность трансфекции плазмид - она со-
ставляла -707о, что намного вь|1ше' чем в случае
липофекции (- 5|?о) или микроинъекции (- 1'09о).

Бьтло вь|двинуто предполох{ение' что при
наде>кной адсорбции ,{Ё1{ мохсно добиться то-
го, что она не булет отделяться от наноигль|.
Б этом случае экспрессия гена будет идти до
тех пор' г{ока наноигла находи1ся в клетке.
3то мохсет бьлть полезно в тех сл)д1аях' когда
необходимо поддер)кивать строго определенное
время экспрессии гена.

\:1от<но оя{идать, что с помощь}о специально
модифицированнь1х наноигл в клетку мо)кно
булет доставлять белки и другие химические
вещества. 3то позволит контролировать экс-
пресси1о генов в клеткс' что моя(ет использо-
ваться в диагностике и г{ри терапии. Б целом,
использование А€1!1 для вь|полнения микрохи-
рургических операций является одним из наи-
болсс перспективнь|х направлений при работе
с клетками.

[имическая и функциональная модификация
кантилевера. Б последнее время полу{или раз-
витие мето дики' использу1ощие химическу!о мо -
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дификацито повсрхности кантилеверов' 3то' в

частности' химичсская си!|овая микроскопия и

одномолекуляр ная си ловая спектр о ско пия' |{ ер _

вьтй метод примсня1от для изучения г{ростран-

ственного распределения г[о поверхности об-

разца хи\4ических групгт 11 их взаимодсйствие

|зо;. в этом случае иглу кантилевера модифи-

циру}от определенной функциональной груп-

пой. второй метод используется для характе-

ристики молекулярнь|х взаимодсйствий: одна

или несколько молекул растягива}отся мех(ду

кантилевером и образцом [36-38,40]'

|1риведем пример эксперимента по иссле-

дованито распределения тирозинкиназь! А

(1г1сА) на йо'ерхности нервнь1х клеток (Рс 12)

Р?1. [г}А является мембранньтм рецептором
ф'*''р' роста нервов (шсг')' |1ри связьтванр|и

с л".6"д'* формируется димернь!й комплекс'

*"дуй"и '. фун.ц"ональному ответу клетки' Б

эксперименте иглу кантилевера модифицицоРа.-

ли т'+ёг. 3атем на модельной системе' гдс 1г[А
бьтла химичес1{и связана с поверхность!о' изме-

ряли су{{|у взаимодействия между молекулами'

'''' составила 0'06 нЁ (схема эксперимента
приведена на рис. 6). Б контрольном опь1те'

$лр:

Рис. 5. €хема эксперимента по трансфекпии.клетки
с лтобезного разрет]]ения издательства'Б]веу!ег>'

0 и.г;овое
карт1.!р0ва!! !{Ё

с использованием нан0игльт. Рисунок взят из работьт [35]

Рис. б. €хема идентификации рецепторо11т[А на клет1{е Р€ 12 с помощьто модифицированного \6Р кантилевера'

;;;;;;;';;ъ]оБ!! {зт)-'Ё'"!йй_ " !.о..'ого разре1псния издатольства <Б1зеу1ог>'

где 1г(А на поверхности или $0Р на игле

бьтли адсорбированьт физинески, такое взаимо-

действие быстро исчезало. ,{алее бьлло изунено

взаимодействие ]'{6Р с рсцспторами на клетках
Рс|2, построень| адгезионнь1е карть{' |[ример
адгезионной .'р',,, а так)ке топография соот-
ветству|ощего участка и типичнь|е силовь1е кри-

вь1е представлень1 на рис. 1. ||ри этом силь|

взаимодействия регистрировались как нулевь1е'

так и значитсльно больптис, чем 0,0б нЁ, ито

объяснялось мно}кествсннь!\'{ связь]ванием' в

контрольно]\{ опь!те в присугствии ]''[0Р в среде

связь|вание отмечалось намного рехсе' |[о этим

даннь!м бьтл сделан вь]вод' что 1г1сА распре-
дслена гетерогенно, концентрируясь в ог1реде-

,".','"'* областях. 1акая агрегация мо;кет бьтть

связана с сигнальной функцией рецептора'
}1иганд-рецепторнь!е взаимодействия ис-

пользутот и для вь!деления групг|ь1 клеток' нс-

"уш"* данньтй рецептор. Б работе- [38] канти-
,"*"р плодифишировали 1е'.'и*'ом ЁР!, которьтй

с''ец'6'.'"ски связь1вается с \-ацетилгл!окоза_
мином гли1{олипидов' представленнь|х на по_

верхности эритроцитов группь1 А, для вь!деле-

ния этих клеток из сме|панного слоя с эритро-

БиоФизи1{А том 56 вьтп. 2 20|\
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Рптс. 7, 1опография клетки Р€12, полуленная модифицированньтм \6Р
мкм) (а); соответствутощая адгезионная карта (б); на (в) _ слева силовь]е
подвод' п}.нктирнь!е _ отвод), справа кривь]е отвода в области €. Рисунок

разре1пения издатсльства <Б1зеу1ег>>.

э,

(,

кантилевером (размер кадра 8 х 8
кривь]е с точек А и Б (сплотшньте _
из работьт [37] приведен с лтобезного

цитами группь| Б, не иметощих таких гликоли-
пидов. Ёа адгезионнь1х картах заметен сильнь|й
контраст между этиь{и группами клеток' что и
позволяет разделять их.

9асто цспользуется функционализация кан-
тилевера антителами к мембраннь!м белкам [39].
Ёаприплер, таким образо}4 бьтло подсчитано
количество БР3-рецепторов на поверхности
клетки сно. |[редварительно во внеклеточну}о
область рецептора БР3 методами генной ин)ке-
нерии бьтл введен 6РР. {ля силовой спектро-
скопии в качестве зонда использовали 10-мик-

рометровь1е 1парики' покрь|ть1е антитела\4и к
6РР, нто обеспечивало увеличение контактной
области 1\4е)кду иглой кантилевера и поверхно-
сть1о. |[о адгезионнь1м картам смотрели рас-
пределение БР3 на клетке' которое согласова-
лось с иммуногистохимическими данньтми. .{ля
дальнейтпих расчетов использовалась <<работа

разделения>>' вь|числяемая как площадь под си-
ловой кривой. ||4змерения работь! разделения

БиоФизи1{А том 56 вьтп. 2 2о\|

дали дискретнь1и ряд значении' дискрет при-
нимался за энерги}о разрь|ва одной молекуляр-
ной парьт. 3то значение использовали для оцен-
ки общего количества рецепторов на клетке.

|[одобньтм способом мо)кно исследовать ди-
намику и поведение г{оверхностнь1х структур
во времени. Б эксперименте [40] кантилевер
модифицировали антителами к рецептору вас-
|(улярного эндотелиального фактора роста
(увсР). 3то вах<ньтй ангиогенньтй фактор в
тканях )кивотнь1х' стимулирутощий рост эндо-
тслиальнь!х клеток. 1( клеткам добавляли увсР
и последовательно через определеннь1е интер-
валь1 времени строили силовь|е и адгезионнь|е
карть| (рис. 8). Бьтло вь1явлено' что в теченис
1}_45 мин после добавления !Ё6Р или а|1тител,
которь|е оказь]ва}от аналогичное влияние' про-
исходит кластеризация рецепторов в нескольких
о бластях. Фдновр еменно наблто дает ся умень1пе-
ние жесткости клетки' пропорциональное ло-
кальной плотности рецепторов. Бозмо;кно' эти

8ертикап ьное *тклонение пьезотруб к и, нм
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изменения связань1 с подготовкой клетки к рос-

ту и ангиогенезу'
[альнейшее развитие данной области на-

правлено на оптимизаци1о способов модифика-

ции кантилеверов, чтобьт избавуцться от вклада

неспецифических взаимодействий и избехсать

связь1ваниялигандов'прикоторомот{иоказь1-
ва}отся нефункшиональнь1ми' '{ля 

этого при свя-

зь1ваниилигандовсиглойкантилевераисполь-
зу}от различнь1е линкерьт [36!' Б булушем кар-

тирование различнь1х участков связь1вания на

повсрхности клетки и их поведения мо)кет бьтть

Рис.8.€иловоекартированиеэндотелиальнь1хклетоквреальномвремени;(а)._,(в),_специфинескоевзаимо-
действие модифит1иро-;;;;;;-";;;телами *'й'"*"р' " р"п".,''р'*# клет!(и; (а)' (г')'-()к') ._' 

адгсзионнь{е карть1;

(б), (д), (з) - силовьт. .рйй'.' полу1еннъ]е.*^р'.""'" точках "'''*""'*фщих'карт; 
(в)' (е)' (и) - гистограммьт

р'!,р...,.",, .,]::^';в,|,]',#,^35]{::'.#;{#;/*};'н::":;'#{"';#':т!:::."Ёч!у:{{]"!:Ё::
лением. €ила отрьтва с

10 мин после добавл#";;";;;;1""'йБ',"й)'_ |и) _ верез 45 *й'_й'у*'к из работьт [40] предоставлен с

лтобезного разре1пения издательства'Б1веутет>>'

использовано для ре1!]ения многих медицинских

и физиологических задач'

€овмещение А€]}! с оптической микроско'

,.""й ['}б1{п{. т"""чньтй размер клеток бак-

терий составпяет - 1 мкм' размер клеток мле-

.''''"'''щих - 10 мкм' Ёа этих масп'табах хо-

ро1шо применимь1 методь! оптической микро-

скопии' поэтому для работьт с клетками часто

исг|ользу}отся системй, совмешатоп{ие атомно-

с",'''й микроског1 с оптическим микроскопом'

Бсе атомно-силовь{е микроскопь1 можно

формальяо разделить на два класса: те' которь1е

сканируют ооразцом (в англоязьтчной литсра_

БиоФизи1{А том 56 вьтп' 2 20|1
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Рис. 9. €овмещение оптической и атомно-силовой микроскопии при исследовании клсток яичников китайских
хомяков (линия €ЁФ); (а) _ изобраясение' полг{енное методом дифференциально-интерференционого контраста;
(б) А€й-изобрах{ение' пол)д{енное в ре)киме измерения контактного сигнала рассогласования; (в) _ микрорельеф
поверхности. 1!1икрофотография из работь1 |42), публикуется с разре1шения издательства <Ё1веу|ег>>.
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туре их назь1ва}от 5сапп1п9 Р1а{[огтп), и те' ко-
торь1е сканиру}от кантилевером (5сапп|п9
Ёеа0). |[ервьте из них ]\{огут бьтть совмещень1
только с оптическими системами, работа1ощими
в отрая(енном свете. |[ри этом обьтчно исполь-
зу}отся дальнофокуснь!е объективьт, которь|е
име}от сравнительно малое увеличение. &1ик_

роскопь|' в которь1х сканирование осуществля-
ется кантилевером' если образец расположен
на прозрачной подло}(ке' могут бьтть совмеще-
нь1 с ог{тическими системами' в которь1х обра-
зец набл}одается в проходящем светс. 3то дает
возмо)кность использовать короткофокуснь|е и
иммерсионнь!е объективь| и г{ол)д{ать больтпее

увеличение. 1ребование прозрачности образца
при работе с клетками обь1чно вь1полняется'
поскольку многие образцьт клеток готовят на
стекляннь! х или полистир ольнь1х ча1пка х |{ етр и.
|{оэтому для атомно-силовой микроскопии кле-
ток часто использу}отся микроскопь|' скани-
р}тощие кантилевером' в ко\4бинации с инвер-
тированнь1ми оптическими микроскопами' в
том числе флуоресцентнь|ми и конфокальнь1]!ти.
3то, естественно' не отменяет возмоя{ности ие-
пользования микроскопов конструкции 5сап_
п|п9 Р1а{[огп для работь1 с клетками' однако
отражаст тенденци1о развития Асм. Фтметим,
что некоторь1е современнь1е п{икроскопь1 по-
зволя}от проводить сканирова11ие и кантилеве_

ром и образцом одновременно [41].

|[ри работе с клетками обь|чно использу-
тотся атомно-силовь|е микроскопь1 с больтпим
(не менее 10 х 10 мкм) полем сканирова\1ия.
!ля измерения клеточной адгезии, как у)ке от-
мечалось вь1{пе' иногда использу}отся специаль-
нь1е системьт с больтпим (100 мкм) диапазоном
переп{ещений сканера по оси 7 |21]. .{ля ска-
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нирования живь1х клеток использу}от ячсйки с
лсидкой средой, которь|е могут бьтть либо от-
крь|ть1ми' либо герметичнь1ми. 9асто исследо_
вание производится на дне ча1шки |{етри.

Фптический микроскоп, используемьтй од-
новременно с А€}у1, вь|полняет ряд функций.
|[рехсде всего' с его г1омощь}о кантилевер под-
водится к клетке для проведения из]\4ерений,
это особснно актуально' если клетки редко рас-
поло)кень| на подло)кке. на рис. 9 представлен
пример оптического изобрах<ения и А€й_изо_
бра;кения, пол)д1еннь!х с одной и той же области
образца |42]. Флтинеский микроскоп помогает
г{озиционировать кантилевер над клеткой, нто
с)дцественно упрощает пр оведение эксперимента.

Бще более точного позиционирования кан-
тилевера мо)кно добиться с помощь}о флуорес-
центного микроскопа. Б рке упоминавтпейся
работе |42] лриведен пример эксперимента по
обнарух<ени}о рецепторов на поверхности клет-
ки млекопита}ощего с использованием модифи-
цированного зонда. йсследование бь!ло вь!пол-
нсно на клетках яичников китайских хоп4яков
(линия сно)' цель исследования состояла в
том, нтобь1 локализовать рецепторь| 5РБ! в
составе клеточной мембраньт и измерить силу
связь1вания антитела' прикрепленного к канти-
леверу' с рецептором. 1{летки бьтли зафиксиро-
вань! глутаровь{м альдегидом для предотвра-
щения диффузии 5кв1 по мембране. Белок
5РБ| бьтл связан с зелень1м флуоресциру}ощим
белком, благодаря этому с по\4ощь1о флуорес-
цснтной микроскопии легко 6ьтли найдень1 уча-
стки мембрань! с вьтсокой концентрацией 5РБ1.
Антитела к 5РБ1 бьтли химически прикреплень|
к поверхности кантилевсра из нитрида кремния.
Ба>кно отметить' что нитрид крсмния' в отличие
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Рис. 10. |1озиционирование кантилевера, модифицированного антителами, над клеткой для проведен\1я су1ловои

спектроскопии и измерения взаимодей"т"'' 'Ё'''й с белком 5РБ]; (а) _ флуоресценция комплексов 5РБ1 с

зелень]м флуоресиир1гюййй о.'*''; (б) _ автофлуоресчезц:' [озволяет увидеть кантилевер; (в) _ кантилевер

,^"-д"', #'''б,'"',,- отмеченну}о круя(ком на 
^кйдре (а). Рисунок из работьт |42], леяатается с разреп{ения

издательства' 8[зеу|ег'.

от чистого кремния' способен флуоресцировать'
Ёаблтодение флуоресценции помогает наводить
кантилевер на )д!астки мембрань|, в которь1х
сосрсдоточено боль1шое количество рецепторов
(см. рис. 10).

|[осле наведения на нух<ньтй участок за||и-

сь1вали серии силовь!х кривь1х и измеряли ве_

роятность аффинного связь|вания а|1тител с бел-

ком. Бьтяснилось, что на флуоресширу1ощих уча_
стках она составляет \3,67о.||ри силовой спек-
троскопии на слупайнь1х участках мештбраньл,

на которь|х флуоресценция не показь!вала ско-
пления'5кв|, 

-вёро'тнос', 
составляла 2-39о'

|[ринципиальнь1й результат' продемонстриро-
вйньтй в работе |Ф], состоит в том' ито флуо-
ресцентньй микроскоп бьтл использован для
наведения кантилевора на определенньтй уна-
сток мембрань| для вь|полнения силовой спек-
троскопии.

Ёитридньте кантилеверь1 обладатот авто-

флуоресшенцией, остальнь1е мо)!(но модфици_

$'й'Ё, флуоресциру|ощими веществами' (роме
этого' как ух(е бьтло сказано ранее' с помо1ць}о

флуоресцентной метки можно следить за про-
никновением игль| в клетку.

€овмещение А€1!1 с конфокальнь|м микро-
скопо1\{ вах(но при интерпретации даннь|х си-
ловой спектроског{ии' поскольку конфокальньтй
микроскоп позволяет эффективно визуализиро-
вать определеннь|е тишь1 клеточнь1х структур

п], а помощьто А€й мо)кно определить их
локальну}о жесткость. €овмещение с конфо-
кальнь1м микроскопом ва)кно еще и потому'
что оба эти ву|да микроскопии позволя1от из-

мерять размерь! объекта вдоль всех трех осей'
йспользование флуоресцентно мечень{х антител

позволяет идентифицировать объектьт, и это
по могает интер пр етир овать А€}1 -изо бр а}кения'
на которь1х внутренняя стр}т(тура клетки не
видна и идентификация субклетоннь1х структур
затруднена или вовсе невозмох{на. сопоставле-
ние даннь|х' г[олученнь1х разнь{ми методами'
позволяет более корректно у{есть особенности
ка)кдого из них и сделать более точнь1е вь{водь1

об истинном размере объектов.

!,отя совмещеннь!е системь| в г{ринципе ис_

пользу}отся довольно давно' возмоя{ность кор-

ректного наложения изобрах<ений, полуненньтх

р.з,',''" приборашти' г{оявилась недавно |4з1'
|{адр,,, полуиенй,;е на А€\{ и на конфокаль-
ном микроскопе' являтотся дискретнь|ми и пред-
ставлято! собой матриць1 чисел 1(х,у)дгм у1

1(.т,у)ст-зм (в общем слу{ае 1(.т,у,:)сьзм). |1ред-
ставляет интерес не просто измерить размер
объекта по изобрахсени}о с кат{дого }1икроско-
па, но полнос1пьк) совместить эти изо6ра}кения'
€лоясность их совмещения вь]звана не только
тем, что изобрахсения существенно различа1отся
по своему физинескому смь1слу, но и тем' что
необходимо совместить системь! координат
(х,у)дгм и (х,у)сьвм. Аля этого бьлло предло-
х{ено подвергать изобраясения проективнь1м
преобразован^"м так, нтобьт совмещались либо
заданнь1е точки' .:тибо заданнь]е контурь:. €о-
в1\{ещение точек эффективно' если на изо6ра-
х(ении присутствутот хоро1|]о заметнь!е маль1е

объектьт, н{приштер частиць1' угль| и т.п. €о-
вмещение контуров эффективно' если на изо-
бра>кении присутству}от г{ротяженнь|е непре-

рь1внь1е уинии.

€ушествутот системь! , объединя[ощие Асм

с двухфотоннь|м лазернь!м конфокальнь!м мик*

ро".о.''* |441. йзвестно, что двухфотонньтй
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конфокальнь1й микроскоп имеет некоторь!е пре-
имущества перед обьтчньтпт конфокальнь|м мик-
роскопом. Фсновное преимущество связано с
тем' что интенсивность флуоресценции в двух-
фотонном микроскопе г{ропорциональна чет-
вертой степени интенсивности лазера (а не пер-
вой, как в обь:чном конфокальном), поэтошту
область' в которой происходит возбу;кдение
флуорофора' оказь|вается мень1пе - в некоторь{х
случаях это позволяет добиться луч!пего раз-
ре1шения. |[рименительно к биологическим объ-
ектам вая(ное достоинство двухфотонного мик-
роскопа состоит в использоъании инфракрас-
ного лазера' излучение которого слабо рассеи-
вается в тканях. Ёа частицах диаметром г{о-

рядка 1 мкм оптическая двухфотонная система
позволяст получить луч1]1ее разре1пение' чем
Асм. 3то связано не только с конечнь1м ра-
диусо},{ кривизнь| и углом при вер1пине канти-
левера' но и с подвих{ность}о крупнь|х частиц
при сканировании на атомно-силовом микро-
скопе. Б то х<е время на наноразмерньтх объ-
ектах Асм демонстрирует существенно лу{1пее

разре1шение' чем оптический микроскоп. 3та
технология мо)кет найти применение в тех )ке
экспериментах' где используется обьтчная кон-
фокальная микроскопия' но с больтпей эффек-
тивность1о.

зАкл}очвниЁ

Б заклточение еще раз необходимо подчерк-
нуть, что в настоящее вре1\4я Асм позволяет
изучать и анализировать )кивь1е клетки много-
факторно, т.е. изучать шторфологические, ад-
сорбционнь|е' упругие характеристики клеток,
исследовать динамику процессов' в которь|х
участвует клетка' в реальном времени' а так}ке
осуществлять микро- и нанохирургические вме-
1пательства в клетку с помощь}о игль| атомно-
силового микроскопа. |[рименение А€й по-
зволило значительно рас1пирить круг ре1шаемь1х
задач в биологии и 6иофизике клетки и сме)к-
нь1х дисциплинах' причем формулировка новь|х
задач постоянно продол)кается. Ёаблтодается
постепеннь!й переход от визуализации клеток
к изучени1о их локальньтх свойств' а также к
микро_ и наноманиг{улировани}о' в связи с чем
появля1отся новь1е и модифициру1отся сущест-
вутощие методики р\ г{риемь| Асм. 3аметна
тенденция совмещения А€\{ с другими мето-
дами, например' такими как оптическая или
лазерная сканиру}ощая конфокальная микро-
скопия' что позволяет эффективно дополнять
одни результать| другими для одного и того
;ке объекта.
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|{оскольку в основе метода Асм ле)кит
взаимодействие зонда с образцом' то вопросу
вьтбора зонда и ре]киму сканирования уделяется
больтпое внимание. Б зависимости от формьт
и радиуса закругления игль1' она может <<ка-

саться>> клетки, не внося изменений в ее мор-
фологито (в этом ре)киме, как правило' изуча-
ется морфология' адгезионнь1е' упругие и не-
которь1е дрщие поверхностнь1е свойства клет-
ки), либо проникать внутрь клетки' внося об-
ратимь1е или необратимь!е изменения в струк-
туру клеточной стенки.

€канирование клсток химически модифици-
рованнь|ми зондами открь|вает больтпие пер-
спективь1 для различного рода картирования
клеточнь|х поверхностей, например, на наличие
определеннь!х рсцепторов или молекулярнь|х
структур.

Фдной из наиболее интересной в плане г{рак-
тического применения тенденцией является мик-
ро-/нанохирургия с г{омощь}о Асм, позволя1о-
щая делать надрезь| в одной единственной клет-
ке' исследовать ее внутренн|о}о структуру' вво-
дить в х(иву1о клетку определенньтй ген или
отбирать небольлпое количество какого-либо
элемента из внутриклеточного матрикса для
дальнейтпего анализа. |{ри этом вь|сокое про-
странственное разре1шение позволяет анализи-
ровать распределение того или иного компо-
нента по его располох{ени1о в >кивой клетке.

|{роведенньтй анализ работ демонстрирует
больтшой потенциал прип4енения метода Асм
для исследования )кивотнь]х клеток, которьтй
мот{ет бь:ть использован для ре{пения больтшого
крша задач' в том числе связаннь1х с практи-
ческим применением в биотехнологии и |$еди-
цине.

Работа вь1полнена при финансовой под-
дер)ккс Фцп <<Ёаунньте и нау{но-педагогиче-
ские кадрь! инновационной России>> на 2009 -
2013 годьт и программьт |{резидента Российской
Федерации мк-2010 (проект мк-5|2|.2010.2).
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А1огп!с ['огсе Р!!сговсору о[ 1-1т1п9 €е|[в:
А{уапсея ап0 !'ц1цге Фц1[оо[э

[пь1!1. Ё{пвгпот*, }.!. Бщпту* **' 0,.!. }цбпюйп**, ку. $ьа11ап*, ап0 1.!. [агп1по[!|**
*Б!о!о91са! Раси!ту, [отпопозоу А4озсоуу 5[а[е [/п]уегз|ту, 1/отоБ'ету 6огу, |\| о:сотц' 1 19991 Рц;:]а

**Рйуз!са! Раси!ту, !-отпопозоу [|4 озсо'ш 5[а!е (/п]уегз!ту, |огоб'ету 6огу, ||| озсои,, 119991 Рцвз!а

1}:е а4уапсез о[ {}те гпе1[о0 о[ а{огп|с {огсе гп|сговсору {ог |птев{|3а||п9 {1те ап!гпа| се1|в ап0 ап
апа1ув|з о{ |св 6еуе1оргпеп{ }:ауе бееп геу!етуе6, ш1{}п гпцс}т а{1еп1|оп Бе1п9 д|меп 1о з{ц0|ев о[
11т1п9 се11э. 11те {еа{цгез ап0 ргоБ1егпв о{ 1}:е гпе{}'по6 [лауе 6ееп сопв|0еге0' ап0 а пцгпбег о{
врес|а| гпе{}ло6з баве6 оп (}те цзе о{ а{огп]с {огсе тп|сгоэсору 1тате Бееп апа1уае4. 1}:е ргоб1егпв
о1 с}:оов|п9 1}ле 9еогпе1гу о{ рго6ев {ог в1ц0!ев о{ ап|гпа! се11в' 6е1еггп|па1|оп о{ се11 а61тев|оп оп
вшБз{га1е, гпарр|п9 о{ с}:е се11 вцг[асе шв|п9 с}:егп|са11у гпо0|||е0 сап{11еуегв, ап6 1[те 61з1г|бц{|оп
о{ гпо1есц1аг со1пропеп{з |пв16е 1}те се11 тт|с}: с}:е цзе о[ гп!сго- ап0 паповцг9|са1 арргоас1':ев }пауе
бееп 0!зсцвзе0. ]1те ргоб1егпз о{ согпБ|п|п9 1[те а1огп|с [огсе гп|сговсору :т11}: ор{!са1 ап6 1азег
всапп|п9 соп{оса1 гп1сговсору 1тауе бееп сопв|6еге6. Ровв!Б1е арр1!сас!опв о{ с1те гпе{}по0 |п
б1о1ес}тпо1о9у ап6 гпе61с1пе аге 6!зсцвве6.

|{еу ногёз: а!оуп]с |огсе тп!сговсору, [отсе тп1сговсору, тп1стозиг3ец, [1т!п3 се!!в, ап!пао! се!|;, се!!
ас|йез!оп, сап[ ]!еуег поо*!||са! !оп
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