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В микробиологии разработка быстрых и 
чувствительных методов распознавания био-
молекул и бактерий остается достаточно ак-
туальной и в ряде случаев решается путем 
специфического маркирования микроорганиз-
мов с последующим микроскопическим иссле-
дованием. В случае использования световой 
микроскопии это достигается использованием 
иммунохимических или иммунофлюоресцен-
тых меток [1], а при электронной микроско-
пии распознающие антитела конъюгируются 
с электронно-плотными частицами, например, 
коллоидным золотом [2]. На этом фоне метод 
атомно-силовой микроскопии для обнаруже-
ния микроорганизмов только лишь занимает 
своё место в ряду существующих видов ми-
кроскопии [3], [4]. Способы специфического 
маркирования объектов для атомно-силовой 
микроскопии разработаны, соответственно, в 
значительно меньшей степени.

Атомно-силовой микроскоп (АСМ), демон-
стрируя нанометровое латеральное и простран-
ственное разрешение, позволяет исследовать 
не только клеточные и субклеточные структу-
ры, но и отдельные молекулы без трудоемких 

и повреждающих процедур пробоподготовки 
[5]. Указанные возможности АСМ позволя-
ют развивать высокочувствительные методы 
обнаружения единичных комплексов на по-
верхностях микроорганизмов, что открывает 
широкие перспективы для анализа иммуно- и 
субстратспецифической активности. Критерием 
для выявления комплексов антиген–антитело 
может выступать оценка морфометрических ха-
рактеристик визуализируемых молекул [6]. Для 
повышения надежности обнаружения единич-
ных комплексов на поверхности бактериальных 
клеток, распознающие антитела конъюгируют 
с различными маркерами, в качестве которых 
могут выступать частицы, размеры которых 
находятся в пределах хорошей разрешающей 
способности микроскопа и имеют отчетливую 
структуру [6]. Это в свою очередь позволяет 
не только установить факт взаимодействия, но 
и определить локализацию составляющих ре-
акции антиген-антитело, а также проводить их 
количественный анализ. 

Целью работы являлась разработка АСМ 
метода для идентификации единичных моле-
кул и клеток с помощью золотых и углеродных 
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меток. Критерием обнаружения являлась непо-
средственная визуализация и количественное 
определение морфометрических характеристик 
комплексов антиген-антитело.

Процесс образования комплексов антиген-
антитело (Аг-Ат) на первом этапе изучался в 
модели in vitro на дне лунок стандартных им-
мунологических планшетов. Специфическими 
маркерами для контроля реакции выступали:  
1) протеин А, конъюгированный с коллоидным 
золотом (PrA-Au); 2) протеин G, конъюгирован-
ный с аморфным углеродом (PrG-C). Молекулы 
протеина А и G обладают неспецифическим 
сродством к Fc-фрагменту антитела и за счет 
наноразмерной метки имеют явно выраженную 
морфологию и стандартные размеры, хоро-
шо различимы на АСМ-изображениях и легко 
идентифицируются по значению вертикального 
размера, что обеспечивает высокую надежность 
узнавания частиц антигена [7]. 

Исследования проводились с помощью 
атомно-силового микроскопа СММ-2000 (ЗАО 
«ПРОТОН–МИЭТ», Россия) с использованием 
кантилеверов общего назначения MSCT (Bruker, 
США), жесткостью 0,01 Н/м и радиусом кри-
визны зонда не более 15 нм. Количественный 
морфометрический анализ полученных изобра-
жений проводили с использованием штатного 
программного обеспечения микроскопа. Мето-
дика приготовления образцов подробно описана 
в работах [8] и [9].

Для решения задачи идентификации мо-
лекулярных комплексов методом АСМ были 
последовательно изучены: используемые 
конъюгаты на подложке из слюды, что позво-
лило количественно оценить их характерные 
морфологические особенности; поверхность 
лунок пластикового планшета для иммуноло-
гических реакций в отсутствии и с молекула-
ми антигена адсорбированных на ней, а также 
инкубированных с антителами и конъюгатами 
антител. Антигены, адсорбированные на дне 
лунки иммунологического планшета, визуа-
лизируются в виде дискретных макромолекул 
со средним диаметром 75,3±2,1 нм и высотой 
10,3±0,4 нм. Измеренные значения соответ-
ствуют литературным данным, согласно кото-
рым размер молекулы используемого в работе 
антигена (вирус краснухи) лежит в диапазоне 
40-80 нм [10]. 

При инкубировании совместно со специ-
фическими антителами иммуноглобулина G 
отмечалось увеличение диаметра (на 36 нм) 
и высоты (5 нм) наблюдаемых на подложке 
структур, идентифицированных в качестве мо-
лекул антигена. Увеличение размеров согласу-
ется с результатами морфометрии единичных 
молекул иммуноглобулина G, полученными 
авторами [11]-[12]. Соразмерное укрупнение 
визуализируемых структур свидетельствует 
о формировании специфических комплексов 
антиген-антитело, обнаружение которых, одна-
ко, возможно лишь при измерении размерных 
характеристик большого числа структур для 
проведения статистического анализа и опреде-
ления достоверных различий. 

Инкубирование комплексов Аг-Ат в при-
сутствии конъюгатов золота приводило к фор-
мированию маркированных комплексов на по-
верхности лунки иммунологического планшета 
(рисунок 1а). Так, обнаруживались структуры 
округлой формы, визуально сложно отличимые 
от немаркированных комплексов. Средний диа-
метр меченых комплексов составлял 190 нм, 
высота – 30 нм. 

Несколько иная картина наблюдается в слу-
чае использования углеродных меток (рисунок 
1б). Маркированные аморфным углеродом ком-
плексы, в отличие от всех приведенных выше 
случаев, по причине значительного размера со-
вершенно отчетливо визуализируются на под-
ложке. Сопоставление кривых распределения 
диаметра и высоты исследуемых частиц на каж-
дом этапе исследования, позволило проследить 
процесс формирования специфических ком-
плексов, что подтверждает смещение размер-
ных характеристик полученных комплексов.

Следующим этапом исследования явля-
лось определение возможности специфического 
маркирования исследуемых микроорганизмов 
Staphylococcus aureus в in vivo условиях. Кри-
терием идентификации являлась визуализация 
маркерных комплексов непосредственно на 
поверхности бактериальных клеток. Специфи-
ческие комплексы, представленные конъюгата-
ми иммуноглобулина G с коллоидным золотом 
(IgG-Au) и аморфным углеродом (IgG-С), равно 
как и все последующие объекты исследования 
в экспериментах in vivo, были исследованы 
методом АСМ на слюдяных подложках. Выбор 
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клеток S. aureus в качестве модельных обуслов-
лен тем, что данные бактерии представлены 
формами, имеющими достаточно однородную 
морфологию, кроме того, клеточная стенка бак-
терий содержит характерный для штаммов S. 
aureus протеин А, на долю которого приходит-
ся от 6% до 30% массы клеточной стенки [13]. 
Являясь поверхностным антигеном, протеин 
А обладает способностью к неспецифическо-
му соединению с Fc-фрагментами антител, в 
связи с чем стафилококки были использованы 
в нашей работе в качестве лигандов антител, 
конъюгированных с наночастицами коллоид-
ного золота [14]. 

Интактные клетки S.aureus визуализирова-
лись как морфологически однородные объекты 
округлой формы шириной 780 нм, с минималь-
ным размером 550 нм и максимальным значе-
нием 1100 нм. Опытная часть образцов пред-
ставляла инкубацию клеток S.aureus совместно 
с частицами IgG-Au. Результатом их взаимо-
действия являлась адсорбция частиц IgG-Au к 
поверхности бактериальных клеток S. aureus 
предположительно в участках, богатых протеи-
ном А. Морфометрический анализ частиц, об-
наруживаемых на поверхности опытных клеток 
после воздействия антител, конъюгированных 
с наночастицами коллоидного золота, позволил 
установить их средний размер, который составил 
127 нм. Сравнительный анализ морфологических 
параметров клеток опытной и контрольной групп 
указывал на достоверное увеличение размера и 

значения среднеквадратичной шероховатости 
клеток опытной группы. Анализ более 200 ме-
ток позволил выявить неравномерное распреде-
ление конъюгатов вдоль поверхности бактерий, 
что можно объяснить дискретной локализацией 
протеина А в клеточной мембране. 

Для подтверждения специфичности данных 
частиц в отношении клеток золотистого стафи-
лококка в опытную среду был внесен дополни-
тельный микроорганизм. В качестве дифферен-
цирующего компонента была выбрана культура 
клеток Bacillus licheniformis, клетки которой от-
личаются по морфологическим и рецепторным 
свойствам от клеток золотистого стафилококка, 
т.е. по морфологическому типу представляют 
собой палочки длиной 2 мкм и шириной 0,9 
мкм, не несущие на своей поверхности проте-
ина А или иные Fc-рецепторы, что говорит об 
их неспособности к связыванию антител через 
Fc-фрагмент. Полученные в ходе АСМ визуа-
лизации результаты указали на предпочтитель-
ное (56,5 % частиц) связывание IgG к клеткам 
S. aureus. Около 24,7 % конъюгатов IgG–Au не 
были связанны с клеточной поверхностью или 
были локализованы на границе между S. aureus 
и B. licheniformis (12,3%). Некоторые наблю-
даемые метки (6,3%) были найдены на поверх-
ностях бацилл, что являлось нежелательным 
фактором для селективного маркирования и 
распознавания протеина А на поверхности кле-
ток. Мы предполагаем, что подобное неспец-
ифическое связывание может быть объяснено 

а                                                                                                                           б

Рисунок 1. Комплексы «антиген-антитело», меченные коллоидным золотом (а) и аморфным углеродом (б). 
Масштабная линейка соответствует 500 нм.
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электростатическим взаимодействием между 
отрицательно заряженной поверхностью клеток 
[15] и положительно заряженными частицами 
коллоидного золота [16]. Это обстоятельство 
частично ограничивает использование золотых 
частиц в клеточных суспензиях с отрицатель-
ным значением дзета-потенциала.

Алгоритм выполнения экспериментов с 
участием углеродных меток был аналогичен 
экспериментам с золотыми метками. При про-
ведении исследований в двухкомпонентных 
смесях было отмечено чрезвычайно низкое ко-
личество частиц на дифференцирующем микро-
организме, что очевидно свидетельствовало о 
практически полном отсутствии неспецифи-

ческого связывания меток с поверхностью ба-
цилл. По этой причине специфичность метода 
идентификации бактериальных клеток методом 
атомно-силовой микроскопии с участием угле-
родных меток значительно выше этого показа-
теля для золотых наночастиц. 

Таким образом, представленные в работе 
результаты указывают на возможность исполь-
зования атомно-силового микроскопа в задачах 
детектирования и идентификации маркирован-
ных молекул и микроорганизмов. При этом, 
особое внимание требуется уделять выбору 
наноразмерных меток, от которых зависит чув-
ствительность и специфичность предлагаемо-
го подхода. 

02.10.2015
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