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Резюме:  В данной работе рассматриваются преимуще-

ства сканирующего зондового микроскопа перед другими 

часто используемыми устройствами. Описано несколько 

современных методов сканирующей зондовой микроско-

пии, созданных специально для наблюдения мягких био-

логических объектов. Представлены изображения эри-

троцитов, полученные при сканировании в контактном 

режиме атомно-силового микроскопа.
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Summary: The advantages of a scanning probe microscope 

over other widely used devices are discussed in this paper. Sev-

eral modern methods of scanning probe microscopy designed 

specifically for observing soft biological objects are described. 

There are also presented images of erythrocytes obtained by 

scanning in the contact mode of an atomicforce microscope.
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Введение

Заболевания крови – серьезная проблема современ-
ной медицины. Обычно они сопровождаются нарушения-
ми строения и функций различных кровяных клеток или 
изменением их числа.

Наиболее давно используемый метод наблюдения 
микрообъектов, в том числе и эритроцитов – оптическая 
микроскопия. Он позволяет получить общую информа-
цию о составе крови,  процентном содержании в ней раз-
личных клеток и их форме. Но с помощью оптического 
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микроскопа довольно трудно получить качественное изо
бражение одной конкретной клетки и лучше изучить ее 
строение.

В конце двадцатого века появляются принципиально 
новые микроскопы, позволяющие получать изображения 
объектов с высоким разрешением (вплоть до атомного на 
лучших современных устройствах). Эти изобретения от-
крыли новые возможности для исследования биологиче-
ских объектов.

Использование оптической микроскопии  

в изучении клеток крови

Использовать оптические микроскопы для изучения 
биологических объектов начали столетия назад. Такие на-
блюдения позволяют подсчитать процентные соотноше-
ния различных клеток крови, что позволяет сделать об-
щие выводы о состоянии здоровья пациента.  (Например, 
при активации иммунной системы в ответ на раздражи-
тель резко возрастает число определенных групп лейко-
цитов.) Такие подсчеты широко используются до сих пор 
при проведении общего анализа крови.

Рис.1. Изображение клеток крови на покровном стекле, 
полученное с помощью инвертированного оптического 

микроскопа Nikon. Обработка изображения проведена в 
программе ФемтоСканОнлайн

Также оптический микроскоп позволяет заметить от-
клонения в форме эритроцитов. Обычно они вызваны ге-
нетическими заболеваниями, наиболее распространенное 
– серповидно-клеточная анемия.  Форма эритроцитов в 
этом случае значительно отличается от нормальной дис-
ковидной, что не может не отразиться на выполнении ими 
своих функций. Некоторые проявления болезни: наруше-
ние кровообращения в мелких сосудах (серповидные эри-
троциты теряют свою эластичность и закупоривают их),  
повышенная нагрузка на печень и селезенку (деформиро-
ванные эритроциты более хрупкие, и продолжительность 
их жизни меньше, чем у нормальных). Пациенты могут 
часто испытывать одышку, иметь повышенную утомляе-
мость, отставания в росте и развитии.

Но при работе с оптическим микроскопом получа-
ются фактически двумерные изображения. Присутству-
ющая дифференциация по цвету обусловлена не релье-
фом образца, а его способностью пропускать излучение 
оптического спектра. И разрешение такого микроскопа 
традиционно ограничено длиной волны света – пример-
но половиной микрона, что не позволяет получить каче-
ственные изображения эритроцитов, имеющих размеры 
единиц микрон. Для получения более полной информа-
ции о клетках  крови и решения современных проблем 
требуются более совершенные методы. 

Электронная микроскопия

Электронный микроскоп очень широко использует-
ся в современных исследованиях, в том числе и для ска-
нирования биологических образцов, так как позволяет 
получать снимки с хорошим разрешением (на лучших 
микроскопах до долей ангстрема). Но биологические 
объекты перед сканированием должны быть подвергну-
ты многоступенчатой дегидратации с помощью спирта, 
ацетона и жидкой двуокиси углерода. После всех этих 
непростых манипуляций клетка погибает, но сохраняет 
свою форму, в отличие от  физических свойств. Скани-
ровать получившийся образец можно только в вакууме. 
Сканирующий зондовый микроскоп (СЗМ) же позво-
ляет проводить исследования с живыми клетками в их 
естественной среде – жидкости и получать информацию 
о биологических объектах, не только визуализируя их 
рельеф и промеряя его, но измеряя также физические 
характеристики. Для эритроцита особенно важной явля-
ется жесткость мембраны, так как, имея размеры 7-9 мкм, 
он способен проходить через тончайшие капилляры диа-
метром до 3 мкм.

Сканирующая зондовая микроскопия
С момента своего появления сканирующая зондовая 

микроскопия активно развивается, за последние десяти-
летия появилось множество разновидностей СЗМ. Наи-
более распространенный – атомно-силовой микроскоп. 
Он имеет множество режимов работы, широкий диапазон 
условий, при которых может проводиться сканирование, 
и потому применим практически к любой задаче. С помо-
щью АСМ можно изучать и биологические объекты.

Несмотря на то, что контактный режим очень широко 
используется в современных исследованиях, его приме-
нение для изучения мягких биологических образцов тре-
бует определенных навыков регулировки силы, прило-
женной к зонду. Сил свыше 100пН следует избегать, так 
как они могут вызвать обратимые и  даже необратимые 
деформации. Контактный режим хорошо подходит для 
сканирования высушенных клеток.

Бесконтактный и полуконтактный режимы позволя-
ют существенно уменьшить трение и лучше подходят для 
исследования биологических объектов, но изображения, 
полученные в этих режимах, имеют высокую степень 
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гофрировки. В данном режиме повышается чувствитель-
ность к шумам: жесткость, шероховатость, поверхност-
ный заряд или химический состав образца могут повли-
ять на колебания кантилевера. При попадании частички 
образца на острие зонда микроскоп приходится перена-
страивать. Последнюю проблему получилось решить на 
сканирующем ион-проводящем микроскопе (СИПМ), в 
котором проводятся измерения ионного тока, текущего 
через нанопипетку.

Рис. 2. Изображение высушенного эритроцита,  

полученное в контактном режиме, СЗМ ФемтоСкан

Характерной особенностью СИПМ является то, что 
сканирование происходит в жидкости – естественной 
среде для биологических объектов. Перемещаясь отно-
сительно образца, зонд в каждой точке совершает коле-
бания вдоль вертикальной оси, амплитуда которых за-
дается в соответствующем программном обеспечении 
пользователем. Также задается уменьшение силы тока (в 
процентах), при котором подведение должно быть оста-
новлено. Обычно работают с десятыми долями процента. 
Такие значения позволяют избежать контакта капилляра 
с образцом, который может привести как к повреждению 
образца, так и к поломке самого капилляра. Регистрируя 
высоту, на которой произошли заданные изменения силы 
тока,  получаем  информацию о рельефе исследуемой по-
верхности.

Важной деталью является также то, что при скани-
ровании на СИПМ образцы необходимо закреплять на 
подложке. Для фиксации биологических объектов часто 
спользуется глутаровый альдегид, а для закрепления эри-
троцитов применяется полилизин.

СИПМ открывает широкие возможности для иссле-
дования живых клеток, так как при его использовании 
не происходит контакта острия капилляра с образцом. 
Небольшие изменения ионного тока фиксируются рань-
ше, чем происходит соприкосновение. Таким образом 
исключается возможность повредить клетку при скани-
ровании.

Рис. 3. 3D изображение эритроцита, СЗМ ФемтоСкан

Кроме наглядности, высокого разрешения, широкого 
температурного диапазона, в котором могут проводиться 
измерения, СЗМ имеет и другие преимущества. В срав-
нении и с оптическим, и с электронным микроскопом 
принципиальное отличие СЗМ в том, что с его помощью 
строится именно трехмерное изображение. Добиться его 
построения с помощью электронного микроскопа можно, 
но только проведя серию снимков и соответствующие вы-
числения.

Важным шагом стало понимание того, что одновре-
менно с созданием изображения АСМ способен получать 
информацию о биофизических свойствах. Можно коли-
чественно определить высоту, поверхностные силы и ме-
ханические деформации образца, его модуль упругости. 
Для таких наблюдений требуются кантилеверы с хорошо 
определенной геометрией и химическими свойствами. 
Физические свойства образца могут быть сопоставлены 
с его топографией.

С помощью данной технологии изучали клетки после 
применения лекарственных препаратов. Исследования 
вязкости и упругости неопухолевых клеток молочной 
железы показали, что они менее деформируемы по срав-
нению с раковыми. То есть у больных клеток значительно 
изменяются механические свойства. Применение данной 
технологии при исследовании эритроцитов поможет луч-
ше понять механизмы протекания заболеваний кровенос-
ной системы.

Заключение

Применение различных инструментов сканирующей 
зондовой микроскопии в исследованиях эритроцитов 
имеет большой потенциал и позволяет полноценно иссле-
довать живые клетки как физические объекты, не ограни-
чиваясь лишь их визуализацией. Данные методы могут 
быть также применены для изучения взаимодействия 
эритроцитов с другими объектами, наиболее интересны-
ми для рассмотрения в этом ключе являются вирусы.

Настоящая работа выполнено при финансовой под-
держке РФФИ (проект 15-04-07678).
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