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Развитие микробиологии, как науки изучаM
ющей строение, жизнедеятельность и экологию
микроорганизмов, невозможно представить без
микроскопических методов исследования. Так,
именно с первым описанием бактериальных
клеток, увиденных с помощью оптического микM
роскопа Антонии Ван Левенгуком в 17 веке, наM
чался описательный этап развития микробиоM
логии. С тех пор методы визуализации непреM
рывно совершенствовались и, на сегодняшний
день, у исследователей имеется целый арсенал
всевозможного микроскопического инструменM
тария, являющегося, однако, разновидностями
двух видов микроскопов M оптического и электM
ронного. В микробиологии оптическая микроM
скопия является бесспорным лидером среди всех
методов визуализации в силу доступности, отM
носительной простоты приготовления исследуM
емых образцов, а также возможности изучения
биологических структур в близких к природным
условиях. Слабой стороной оптических прибоM
ров является ограниченная дифракционным
пределом разрешающая способность. Именно
поэтому ультраструктуру микроорганизмов
удалось изучить и описать лишь с появлением
электронной микроскопии в 40Mе годы XX века.
Однако, электронная микроскопия, до настояM
щего времени являющаяся единственным метоM
дом визуализации нанометрового разрешения,
имеет целый ряд недостатков, главные из котоM
рых – сложность приготовления препаратов и
необходимость проведения исследований в усM
ловиях высокого вакуума.

В 1981 году был изобретен сканирующий
зондовый микроскоп, в основе работы которого
лежит регистрация взаимодействия, возникаM
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ющего между сенсором (зондом) и поверхносM
тью образца при сканировании. Результатом
сканирования является цифровое трехмерное
изображение поверхности изучаемых структур
с нанометровым латеральным и пространM
ственным разрешением. В настоящее время суM
ществует целое семейство зондовых микроскоM
пов, один из которых M атомноMсиловой микроM
скоп (АСМ), наиболее активно используется для
изучения биообразцов микронного и субмикM
ронного уровня организации благодаря проM
стой процедуре пробоподготовки и возможносM
ти визуализации объектов практически в люM
бой среде исследования.

Многочисленные исследования, проводиM
мые в течение последних десятилетий, позвоM
лили переосмыслить возможности и раскрыть
новые аспекты использования АСМ. Так АСМ
уже является не просто методом визуализации,
а нанотехнологическим инструментом, позвоM
ляющим манипулировать отдельными атомаM
ми, исследовать межмолекулярные силы взаиM
модействия, а также картировать физикоMхимиM
ческие и иные свойства поверхности отдельных
молекул и микроорганизмов [1]–[3].

Данный обзор посвящен рассмотрению
различных возможностей использования атомM
ноMсиловой микроскопии в решении микробиоM
логических задач, продемонстрированных в
работах отечественных и зарубежных исследоM
вателей за последнее десятилетие.

Принцип действия атомноMсилового микM
роскопа заключается в сканировании поверхM
ности образца атомарно острой иглой (зондом),
расположенной на конце упругой консоли, имеM
нуемой кантилевером. Силы взаимодействия,
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возникающие между поверхностью исследуемоM
го образца и зондом при их сближении, привоM
дят к изгибу консоли. Передвижение иглы по
трем координатам осуществляется прецизионM
ным пьезоэлектрическим двигателем. ДеформаM
цию консоли обычно регистрируют с помощью
оптической системы, состоящей из лазера, изM
лучение которого падает на тыльную зеркальM
ную сторону кантилевера, и четырехсегментноM
го фотодетектора, на который падает отраженM
ный луч. Любые возвышенности или впадины,
встречающиеся на пути поступательно движуM
щейся иглы, вызывают изгиб кантилевера, что
приводит к отклонению луча. Регистрируемая
таким образом величина изгиба в процессе скаM
нирования позволяет формировать трехмерM
ный рельеф поверхности образца в режиме реM
ального времени. Разрешающая способность
данного метода составляет примерно 0,1–1 нм
по горизонтали и 0,01 нм по вертикали.

Режимы работы. В зависимости от расстояM
ния между иглой и образцом, различают контакM
тный, бесконтактный и полуконтактный режиM
мы работы атомноMсилового микроскопа. При
контактном режиме расстояние от иглы до образM
ца составляет порядка нескольких десятых наноM
метра. В этом случае доминирующими являются
силы отталкивания, приводящие к изгибу кантиM
левера. В бесконтактном режиме (режиме притяM
жения) кантилевер с помощью пьезокристалла
колеблется над изучаемой поверхностью с ампM
литудой ~5 нм, превышающей расстояние между
зондом и поверхностью. По изменению амплитуM
ды или сдвигу резонансной частоты колебаний в
ходе сканирования поверхности определяется
сила притяжения и формируется изображение
поверхности. В полуконтактном режиме, называM
емом иногда режимом постукивания, кантилевер
также совершает вынужденные колебания, но уже
с гораздо большей амплитудой ~100 нм, при этом
слегка касаясь поверхности образца в нижней точM
ке своих колебаний.

АтомноMсиловая спектроскопия (АСС) –
это режим работы АСМ, позволяющий изучать
локальные физикоMмеханические свойства поM
верхности, используя зонд в качестве сенсора.
АСС основана на регистрации силовых кривых,
отображающих отклонение кантилевера при
взаимодействии с поверхностью в зависимости
от расстояния между зондом и образцом в верM
тикальном направлении. Силовая кривая, заM
писанная в процессе вдавливания (идентироM

вания) зонда известной геометрии в поверхM
ность материала, позволяет количественно оцеM
нить силу адгезии и модуль упругости исследуM
емого образца.

Исследование бактериальных клеток
Благодаря своим возможностям, АСМ моM

жет быть использован для комплексной оценки
состояния бактериальных клеток в различных
условиях и при действии различных экологичесM
ких факторов. Так, например, исследование
штаммов Bifidobacterium и Lactobacillus позвоM
лило выявить изменения морфологических хаM
рактеристик в зависимости от используемой среM
ды культивирования [4]. Известно, что для больM
шинства бактерий характерна вариация формы
и размеров в зависимости от фазы роста культуM
ры. При исследовании особенностей процесса
старения спорообразующих микроорганизмов
Bacillus cereus методом АСМ, на различных этаM
пах их жизненного цикла было продемонстриM
ровано изменение как размерных характеристик,
так и упругости и шероховатости клеточной стенM
ки [5]. Длительное культивирование сопровожM
далось сокращением доли жизнеспособных клеM
ток в популяции и появлением морфологически
дифференцированных форм покоя – спор. ФиM
зиологические перестройки в микроорганизмах,
возникающие при воздействии абиотических
стрессовых факторов, отражаются в изменениM
ях их морфологии и, поэтому, легко могут быть
обнаружены с помощью АСМ. Так на примере
клеток Azotobacter chroococcum продемонстриM
ровано изменение размеров и структурированM
ности поверхности в зависимости от величины и
времени теплового воздействия [6]. Кроме того,
в условиях теплового шока у стрессированных
клеток обнаруживались вдавливания на полюM
сах, отсутствующие в контрольных образцах.
Изменение структуры поверхности и механичесM
ких свойств бактериальных клеток в кислой
(pH=4) и щелочной (pH=10) средах наблюдали
в работе [7]. Сравнительные исследования влиM
яния относительной влажности (ОВ) среды на
результаты АСМ измерений были описаны в раM
боте [8] на примере модельных микроорганизM
мов B. cereus и Escherichia coli. Так морфологиM
ческие свойства B. cereus оставались достаточно
стабильными в широком диапазоне относительM
ной влажности и достоверно изменялись лишь
при достижении 65% ОВ, тогда как клетки E. coli
оказывались менее устойчивыми к внешнему возM
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действию и уже при 84% ОВ отвечали ростом
шероховатости и упругости клеточной стенки.

В последние годы, в связи с ростом произM
водства углеродных наноматериалов (УНМ),
активно используемыми в промышленности,
пристальное внимание уделяется вопросу их
биологической активности по отношению к
живым системам [9], [10]. Применение метода
атомноMсиловой микроскопии в решении подобM
ных задач позволяет получить уникальную инM
формацию о характере и последствиях контакM
та УНМ с модельными микроорганизмами. В
работах [11], [12] представлено исследование
взаимодействия широкого круга углеродных
наноматериалов, для каждого из которых проM
водилось описание характера контакта с клетM
ками E. coli. Было показано, что контакт многоM
стенных и ряда одностенных углеродных нанотM
рубок (ОУНТ) с поверхностью модельного микM
роорганизма носит вероятностный характер, а
визуализируемые повреждения поверхностных
структур, обуславливающие гибель E. coli, опM
ределяются эффектами технологических приM
месей, входящими в состав УНМ. Полученные
результаты опровергают гипотезу прямого поM
вреждения (прокалывания) клеток нанотрубM
ками, заявленную авторами работы [13]. НевозM
можность прямого повреждения клеточной
стенки ОУНТ была дополнительно продемонM
стрирована в работе [14]: вдавливание в клеM
точную стенку АСМ иглы радиусом 2 нм с сиM
лой 10 нН не приводило к последствиям, аналоM
гичным наблюдаемым при совместной инкубаM
ции клеток с нанотрубками. В работе [15] изуM
чалось токсичное действие углеродных нанотM
рубок на бактериальные сообщества. Методом
АСМ было показано значительное подавление
роста биопленок на поверхностях, покрытых
нанокомпозитом ОУНТMполимер ПВК, что
потенциально может быть использовано для
создания антибактериальных покрытий.

Исключительно актуальными являются
исследования микроорганизмов, подвергнутых
действию таких биогенных факторов как антиM
биотики, ввиду возрастающей глобальной проM
блемы антибиотикорезистентности. И здесь
АСМ может быть использован для оценки влиM
яния новых препаратов с антимикробной акM
тивностью на бактериальные клеткиMмишени
[16]. В работе [17] показаны изменения морфоM
логических и механических характеристик моM
дельных клеток E. coli и B. cereus, вызванных

действием ампициллина. В ряде работ ампиM
циллин выступает в качестве «препарата сравM
нения», по отношению к которому оцениваютM
ся эффекты вновь создаваемых веществ и соедиM
нений [18], [19]. Большое внимание уделяется
изучению действия антимикробных пептидов,
являющихся принципиально новым классом
природных антибиотиков, которые могут прийM
ти на смену традиционным препаратам [20].
В [21] проведены сравнительные исследования
двух различных антимикробных пептидов –
хорошо изученного магаинина 2 [22] и тромбоM
цитарного катионного бела (ТКБ), действие
которого исследовалось методом АСМ впервые.
Кроме различий в форме и степени повреждеM
ний, вызываемых указанными антимикробныM
ми пептидами, показана также большая к ним
чувствительность грамотрицательных по сравM
нению с грамположительными бактериями, что
выражалось в деформации концевых участков
клеток, потере жесткости наружной мембраны,
увеличению её шероховатости и формированию
пор. Пример характерных повреждений покаM
зан на рисунке 1, взятом из работы [21].

Совершенствование техники и программM
ного обеспечения зондовых микроскопов позвоM
ляет в автоматическом режиме выполнять изM
мерения и обрабатывать множества силовых
кривых в разных точках сканирования и форM
мировать по полученным результатам изобраM
жение, соответствующее распределению лоM
кальных значений модуля Юнга или адгезионM
ных сил по сканируемой поверхности. ПодобM
ный метод, именуемый методом силового карM
тирования [23], был использован для выявлеM
ния действия четырех антибиотиков (изониаM
зид, этионамид, этамбутол, стрептомицин) на
возбудителя туберкулеза крупного рогатого
скота Mycobacterium bovis [24]. Использовался
зонд, к поверхности которого были химически
привиты углеводородные цепи. Такой кантилеM
вер показывал большее значение адгезии на гидM
рофобных поверхностях. Было обнаружено, что
поверхность клеток M. bovis после обработки
антибиотиками становится более гидрофильM
ной, что указывает на разрушение внешнего
гидрофобного слоя состоящего из миколовых
кислот и приводит к росту шероховатости поM
верхности и увеличению адгезии гидрофобноM
го кантилевера. Указанный подход можно исM
пользовать и для выявления расположения сайM
тов связывания антибиотиков с поверхностью
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бактериальных клеток. Функционализация
зонда ванкомицином позволила авторам рабоM
ты [25] с нанометровой точностью локализоM
вать участки связывания антимикробного преM
парата с мембраной Lactococcus lactis. Более
подробно о возможностях метода функционаM
лизации зонда будет описано в следующем паM
раграфе обзора.

АСМ в задачах биодетекции
В микробиологии задача обнаружения и

распознавания молекул и бактерий остается доM
статочно актуальной и в ряде случаев решается
путем их специфического маркирования с посM
ледующим микроскопическим исследованием. В
случае использования световой микроскопии это
достигается использованием иммунохимических
или иммунофлюоресцентых меток [26], а при
электронной микроскопии распознающие антиM
тела конъюгируются с электронноMплотными
частицами, например, коллоидным золотом [27].
Разработанные на этом принципе методы иммуM
нофлюоресцентного анализа и иммуноэлектронM
ной микроскопии произвели в свое время ревоM
люционный переворот в развитии диагностичесM
кого сектора. В свою очередь использование атомM
ноMсиловой микроскопии для детекции микроM
биологических объектов открывает широкие
перспективы для анализа иммуноM и субстратсM

пецифической активности. АСМMдетекторы поM
зволяют визуализировать отдельные молекулы
белков и подсчитывать их количество и при этом
теоретически не имеют ограничений концентраM
ционной чувствительности.

Принцип работы такого молекулярного
АСМMдетектора в простейшем случае основан на
выявлении различий в морфометрических хаM
рактеристиках визуализируемых молекул. НаM
пример, критерием для выявления комплексов
«антиген–антитело» может выступать высота
белкового комплекса, поскольку высота составM
ляющих этот комплекс отдельных молекул, как
правило, оказывается значительно ниже [28]. На
этом же принципе основана система диагностиM
ки вирусных инфекций, предлагаемая авторами
[29]. Специфическое прикрепление вирусных
частиц к модифицированной антителами подM
ложке приводит к утолщению слоя нанесенных
белков, что легко выявляется при сканировании.
Возможность обнаружения специфических комM
плексов, основанная на сопоставлении гистогM
рамм распределения размерных характеристик
молекул антигена до и после взаимодействия со
специфическими и неспецифическими антителаM
ми, также продемонстрирована авторами рабоM
ты [30]. Применение данного подхода, однако,
осложнено наличием «шумов» изMза неспецифиM
ческих взаимодействий.

Рисунок 1. Деформации клеточной стенки E.coli:
под действием магаинина (а) и образование пор

при использовании ТКБ (b)

Никиян А.Н., Татлыбаева Е.Б. Успехи и перспективы развития атомно+силовой микроскопии



116 ВЕСТНИК ОГУ №6 (167)/июнь`2014

Для повышения надежности обнаружения
единичных комплексов на поверхности бактеM
риальных клеток, распознающие антитела
конъюгируют с различными маркерами, в каM
честве которых могут выступать частицы, разM
меры которых находятся в пределах хорошей
разрешающей способности микроскопа и имеM
ют отчетливую структуру [31]. Это в свою очеM
редь позволяет не только установить факт взаM
имодействия, но и определить локализацию соM
ставляющих реакции антигенMантитело, а такM
же проводить их количественный анализ. АвM
торами [32] с использованием золотых наноразM
мерных меток продемонстрирована возможM
ность специфического маркирования и послеM
дующей идентификации бактериальных клеток
в ассоциациях сложного компонентного состаM
ва. Так в смеси клеток Staphylococcus aureus и
Bacillus licheniformis, конъюгаты иммуноглобуM
лина G с коллоидным золотом обнаруживаютM
ся только на поверхности стафилококков.  ПоM
лученное авторами [32] изображение меченых
клеток приведено на рисунке 2.

Более сложные методы детекции методом
АСМ включают в себя использование функциM
онализированных зондов, на поверхности коM
торых иммобилизованы различные структуры,
превращающие зонд в сверхчувствительный
нано/биосенсор. Факт специфического взаимоM
действия определяется по статическому изгибу
кантилевера, по сдвигу резонансной частоты его
колебаний в случае использования бесконтактM
ных режимов сканирования [33] или по изменеM
нию силы взаимодействия с подложкой [34].
В зависимости от иммобилизуемой структуры
выделяют несколько вариантов атомноMсилоM
вой спектроскопии. В химической силовой спекM
троскопии  используется иммобилизация отM
дельных химических групп, в силовой спектроM
скопии единичных молекул (ССЕМ) – биоорM
ганических молекул, в силовой спектроскопии
единичных клеток – клеточных структур [35].

Кроме упомянутых задач биодетекции, атомM
ноMсиловая спектроскопия позволяет экспериM
ментально охарактеризовать единичные межмоM
лекулярные взаимодействия, что раннее было
доступно лишь методам, основанных на принM
ципе оптических и магнитных пинцетов, а также
камер ламинарного потока. Так, в случае ССЕМ,
регистрация и анализ силовых кривых позволяM
ет изучить взаимодействия белок – нуклеиновая
кислота [36], нуклеиновая кислота – нуклеиноM

вая кислота [37], пептид – нуклеиновая кислота
[38], фермент – ингибитор [39], а также измерить
силы взаимодействия фермента с субстратом,
токсина с антитоксином, ближние и дальние беM
локMбелковые взаимодействия [34].

Возможность изучения не только межмолеM
кулярных, но и внутримолекулярных взаимоM
действий показана в [40]. В указанный работе
один конец молекулы закреплялся на подложM
ке, а второй – на кантилевере. Регистрация сил,
возникающих при отводе кантилевера, позвоM
ляла оценивать прочность внутримолекулярM
ных связей при разворачивании молекулы.

Имеющиеся ограничения метода АСМM
биодетекции с участием функционализированM
ного зонда определяются необходимостью проM
ведения сканирования в жидкостной ячейке, что
усложняет процесс пробоподготовки и сканиM
рования и часто приводит к появлению артеM
фактов на полученных изображениях.

АСМ в вирусологии
На сегодняшний день АСМ успешно приM

меняется для визуализации и оценки количеM
ства как целых вирусных частиц, так и составM
ляющих их белков и нуклеопротеинов [41]–[43].
Возможность количественной дифференцировM
ки их морфологических и механических харакM
теристик, позволяет отличать целые, полносM
тью сформированные вирионы от разрушенM
ных, что особенно важно при количественном

Рисунок 2. АСМ изображение бактериальных клеток
в присутствии конъюгатов золота
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учёте вирусных частиц в живых вакцинах, эф�
фективность которых напрямую зависит от на�
личия в них цельных, способных к размноже�
нию вирионов. Так для количественного учёта
вирусного материала в живой паротитной вак�
цине, авторами [44] использован как метод
АСМ, так и количественная ПЦР в реальном
времени. Сравнение полученных двумя указан�
ными методами данных, позволило определить
количество копий вирусной РНК в вакцине.

Применение спектроскопических методик
АСМ к изучению вирусов, позволило получить
ряд любопытных результатов, таких как: обна�
ружение анизотропных механических свойств
полого продолговатого капсида бактериофага
phi29, выражающихся в двукратно большей его
жесткости в продольном направлении по отно�
шению к поперечному направлению, что может
быть вызвано необходимостью противостоять
дегидратации, осмотическому давлению и ме�
ханическому напряжению, создаваемому ком�
пактизированной молекулой ДНК [45]. Выяв�
лены различия в жесткости полого и содержа�
щего ДНК вириона. Количественно определен�
ное давление внутри капсида фага phi29, соот�
ветствовало 40 атмосферам, что согласуется с
предсказаниями теоретических расчетов [46].

Перспективным направлением является
использование АСМ для создания миниатюр�
ных тест�систем для диагностики различных
заболеваний � биочипов, в которых использует�
ся принцип молекулярного узнавания. Так ав�
торами [47] продемонстрирована принципи�
альная возможность совместного использова�
ния технологии микроконтактной печати
(МКП) и АСМ для диагностических целей на
примере детекции Chlamydia trachomatis в про�
бах биологических образцов. МКП использова�
лась для создания микроструктурированных
сенсорных покрытий из поликлональных про�
тивохламидийных IgG на которых происходи�
ла селективная адсорбция частиц C. trachomatis.
Использование АСМ позволило не только оха�
рактеризовать несколько морфотипов возбуди�
теля, но и анализировать укладку антигенов на
подложке. Аналогичным образом иммобилизо�
вывались и идентифицировались отдельные
молекулы протеазорезистентного прионного

белка PrP27�30, что указывает на возможность
проведения ранней диагностики заболеваний
прионной этиологии.

Заключение
С момента своего возникновения, методы

атомно�силовой микроскопии смогли прочно
занять важное место в ряду традиционных ис�
следовательских подходов к изучению биоло�
гических объектов. Гибкость методик АСМ по�
зволяет находить все новые и новые приложе�
ния в биохимии, молекулярной биологии и био�
технологии. Бесспорны преимущества исполь�
зования АСМ и в микробиологических иссле�
дованиях – нанометровая визуализация в воз�
душной и жидкой средах в сочетании с каче�
ственно новой информацией о механических и
поверхностных свойствах, предоставляемой при
использовании спектроскопических методик,
делают его неоценимым в решении ряда задач.
К настоящему времени АСМ успешно приме�
няется для диагностики и быстрой количествен�
ной оценки вирусных частиц, идентификации
микроорганизмов, исследования влияния раз�
личных веществ на жизнедеятельность клеток,
визуализации и контроля образования специ�
фических комплексов, контроля размеров,
структуры и стабильности различных наност�
руктур, использующихся для доставки лекар�
ственных средств, визуализации единичных
биомолекул и многих других, чрезвычайно раз�
нообразных задач.

Отмечая достоинства, необходимо упомя�
нуть и о недостатках метода, к которым относят
ограниченный размер поля сканирования (в луч�
шем случае составляет порядка 150×150 мкм),
небольшой перепад высот (несколько микромет�
ров) изучаемой поверхности и низкую, по срав�
нению с растровым электронным микроскопом,
скорость сканирования, которая на сегодняшний
день достигла 10 кадров в секунду. Совершенно
очевидно, что совершенствование существующих
и разработка новых методик сканирующей мик�
роскопии позволит уже в ближайшем будущем
следить за трансформациями, происходящими
в биосистемах на атомарном разрешении и в ре�
жиме реального времени.
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