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В обзоре приведены основные сведения о применении скани-
рующей зондовой микроскопии в микробиологических иссле-
дованиях. Методы сканирующей зондовой микроскопии нашли 
использование в изучении ультраструктуры и морфологических 
особенностей микроорганизмов, их механических свойств и др. 
Обсуждены перспективы развития методов сканирующей зондо-
вой микроскопии в качестве инструмента изучения микроорга-
низмов и их сообществ. 
Ключевые слова: микроорганизмы, биопленка, методы скани-
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Введение

К одним из наиболее современных методов, 
позволяющим производить измерения характе-
ристик материалов и диагностику процессов в 
низкоразмерных системах, относится электронная 
и сканирующая зондовая микроскопия (СЗМ). 
СЗМ включает в себя сканирующую туннельную 
микроскопию и спектроскопию [1, 2], а также 
различные варианты сканирующей силовой 
микроскопии (ССМ), в частности – атомно-сило-
вую микроскопию (АСМ) [3–5]. Методы СЗМ, в 
отличие от электронной микроскопии, имеют ряд 
преимуществ: подготовка объекта к исследованию 
менее длительна, не требуются дополнительные 
этапы окрашивания, возможность исследований 
с субнанометровым пространственным разре-
шением локальных свойств клеточной стенки, а 

также магнитной и электрической проводимости 
исследуемого объекта.

Физической основой функционирования 
АСМ являются силы межатомного (или меж-
молекулярного) взаимодействия, возникающие 
между исследуемой поверхностью и зондом, 
находящимся на расстоянии порядка 0,1–10 нм. 
В зависимости от локально измеряемой физи-
ческой величины, используемой для получения 
информации о локальных свойствах исследуемой 
поверхности, в СЗМ используются различные 
типы зондов с кантилевером. 

Методы СЗМ получили широкое применение 
в метрологическом обеспечении нанотехнологий, 
но в изучении биологических объектов использу-
ются недостаточно.

Цель настоящего обзора – дать наиболее 
характерные примеры использования АСМ в 
исследованиях различных характеристик микро-
организмов.

1. Полуконтактная АСМ
Наиболее распространенным режимом АСМ, 

применимым для исследования морфологии и из-
учения поверхностных ультраструктур, является 
полуконтактный, который включает в себя три 
метода сканирования: полуконтактный, рассогла-
сования и отображения фазы. 

Характерной особенностью полуконтактного 
метода сканирования образца является то, что 
большую часть периода колебаний кантилевер 
не касается его поверхности. Контакт иглы кан-
тилевера с образцом происходит при сближении 
иглы с его поверхностью до попадания в область 
сил отталкивания. При работе в этом режиме воз-
буждаются вынужденные колебания кантилевера 
вблизи резонанса с амплитудой порядка 10–100 
нм. В зависимости от характера взаимодействия 
иглы кантилевера с поверхностью объекта, может 
меняться сдвиг фазы основной гармоники коле-
баний кантилевера относительно возбуждающего 
сигнала и амплитуды. Основным фактором явля-
ется ограничение амплитуды колебаний на уровне, 
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примерно равном расстоянию между вершиной 
иглы в свободном состоянии кантилевера и по-
верхностью исследуемого материала.

Полуконтактный метод в большей степени 
используется для исследования топографии иссле-
дуемого объекта. Проведенное рядом авторов из-
учение микроорганизмов подтвердило линейные 
размеры бактерий Escherichia coli, Pseudomonas 
putida, Bacillus subtilis, антибактериальную актив-
ность хитозана в отношении B. cereus [5, 6]. 

Применение метода рассогласования АСМ да ет 
возможность более детального рассмотрения мор-
фологии и ультраструктуры бактериальных клеток 
и вирусов [4]. Этот метод основан на регис трации 
амплитуды колебаний кантилевера, что способ-
ствует выявлению более мелких морфологи ческих 
особенностей исследуемого объекта. С использо-
ванием метода рассогласования выявлены фла-
геллярный аппарат, пили и жгутики бактерий [5]. 

В методе отображения фазы регистрируется 
не только амплитуда колебаний кантилевера, но и 
сдвиг его фазы колебаний. Последний показатель 
зависит от жесткости зонда и объекта исследований, 
а также топографии поверхности (разброс высот):

Δφ ~ k(z1 – z2)
Если поверхность объекта будет неоднород-

ной по своим свойствам, соответствующим будет 
и сдвиг фазы. Метод отображения фазы АСМ был 
использован для выявления одной из важнейших 
поверхностных структур бактериальной клетки 
– капсулы с высоким пространственным разре-
шением. На основе сдвига фазы колебаний зонда 
на примере грамположительных и грамотрица-
тельных бактерий были получены количествен-
ные показатели, отражающие размеры капсулы. 
Соответствующее изменение фазы составило 
1–2° для бескапсульных и 15–35° для капсульных 
микроорганизмов [7].

2. Контактная АСМ

Отличительной чертой контактных методов 
является наличие непосредственного контакта 
между иглой кантилевера и исследуемым объек-
том. Работа в этом режиме основана на регистра-
ции взаимодействия локального участка поверх-
ности с зондом. При идеальных условиях сила 
воздействия на исследуемый материал, в первую 
очередь, зависит от прогиба и жесткости балки 
кантилевера. Контактная АСМ включает в себя 
метод постоянной высоты, метод латеральных 
сил, метод модуляции силы. 

Метод постоянной высоты по своей сути 
аналогичен полуконтактному методу и может дать 
информацию о рельефных особенностях объекта 

исследования. Метод латеральных сил позволяет 
различать области с различными коэффициентами 
трения. Он может быть полезен при исследовании 
полупроводников, полимеров, пленочных покры-
тий, при изучении физико-химических свойств 
поверхности (например, загрязнений). Данные об 
использовании этого метода при изучении клеток 
микроорганизмов отсутствуют. 

В методе модуляции силы на Z-секцию скане-
ра подается дополнительное модулированное на-
пряжение. Оно совершает вертикальные колебания 
сканера. В зависимости от локальной жесткости 
поверхности образца изменяется величина его 
продавливания и изгиб кантилевера. Этот метод 
может быть использован для изучения жесткости 
биологических объектов [8, 9]. Применение указан-
ных методов АСМ способствовало определению 
локальных свойств бактерий: жесткости, пластич-
ности и адгезивности через определение силы вза-
имодействия зонда с поверхностью клетки, вычис-
ление энергии их взаимодействия, зета потенциала 
и угла контакта бактерий с поверхностью [10, 11]. 

Например, D. S. Hwang et al [12], изуча-
ли адгезивные свойства Escherichia coli K12, 
T. G. Kuznetsova et al [10] показали, что для случая 
многократного превосходства жесткости канти-
левера над жесткостью образца, силовое взаимо-
действие зонд-объект описывается соотношением

F(h) = (4/3)R1/2 (E*h3/2),

E* ≈ (Esample)/(1− νsample
2),

где h – глубина взаимодействия, E* – эффективный 
модуль системы зонд-образец, Esample, νsample – 
модуль Юнга и коэффициент Пуассона образца.

По данным зарубежных авторов [3, 13] метод 
модуляции силы перспективен для изучения вза-
имодействия антиген-антитело, бактерий и бакте-
риофагов. Для этого на иглу кантилевера наносили 
специфические или неспецифические антитела и 
определяли их адгезионное взаимодействие с бак-
териями методом модуляции силы. Использование 
такого подхода позволило определить несколько 
параметров – резонансную частоту колебаний зонда, 
силу адгезии и др. Согласно данным U. Sun  gkanak 
et al [15], метод выявления возбудителя холеры с 
использованием АСМ зондов обладает высокой 
чувствительностью (примерно 146.5 пг/Гц) и ниж-
няя граница детекции (103 м.к./мл).

3. Бесконтактный режим

Преимуществом АСМ перед электронной 
микроскопией является возможность проведения 
исследований в бесконтактном режиме сканиро-
вания. Суть режима сводится к отсутствию непо-
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средственного физического контакта зонда с ис-
следуемым материалом. В бесконтактном режиме 
сканирования кантилевер колеблется на собствен-
ной резонансной частоте. Около поверхности 
исследуемого материала, кантилевер попадает в 
неоднородное силовое поле. Наличие градиента 
силы приводит к частотному сдвигу резонансного 
пика. При сканировании в бесконтактном режиме, 
обратная связь меняет расположение иглы канти-
левера по нормали к поверхности объекта. При 
этом поддерживается постоянной амплитуда или 
фаза колебаний кантилевера. В результате ска-
нирования получается поверхность постоянного 
градиента силы. В режиме постоянной высоты 
регистрируется изменение либо амплитуды, либо 
фазы колебаний кантилевера, при неизменном 
расстоянии между зондом и поверхностью иссле-
дуемого объекта. По данным ряда авторов, иссле-
дование биопленок микроорганизмов может быть 
выполнено не только в воздушной, но и в жидкой 
среде [16, 17]. Для этого требуются специальные 
зонды, обладающие меньшей жесткостью, ино-
гда в форме треугольника для снижения влияния 
капиллярных сил. Бесконтактным методом АСМ 
была установлена структура биопленки Salmo-
nella typhimurium [18], а также ультраструктура 
бактериальных клеток, входящих в состав сообще-
ства микроорганизмов. Бактерии, исследованные 
в жидкой среде, более шероховаты по сравнению 
с клетками, исследуемыми на воздухе. Однако 
использование жидкостной микроскопии накла-
дывает дополнительные условия для исследования 
микроорганизмов, связанных с их возможным 
перемещением в жидкости. Группой авторов было 
показано [19, 20], что эффективность применения 
этого типа микроскопических исследований может 

быть повышена с иммобилизацией бактерий поли-
L-лизином. Такая методика позволяет получить 
больше информации о микроорганизмах, а также 
снизить до минимума влияние дрейфа бактерий в 
жидкости на качество получаемой информации. 
Авторами [19] установлено, что бактерии, иммо-
билизованные на слюду, и исследованные в жидкой 
фазе более сморщены по сравнению с бактериями, 
изучение которых проводилось на воздухе. Кроме 
того представленные M. J. Doktycz et al [19] данные 
свидетельствуют о том, что бесконтактный режим 
сканирования в меньшей степени позволяет вы-
являть флагеллярный аппарат клеток прокариот. 

4. СЗМ в изучении электрической
проводимости биологических объектов

Методы СЗМ нашли свое применение для 
изучения проводимости биологических объек-
тов. Для этих целей предложено использовать 
сканирующую туннельную микроскопию (СТМ) 
и спектроскопию (СТС) [1, 2]. Суть этого режима 
СЗМ заключается в поддержании постоянной 
величины туннельного тока с помощью системы 
обратной связи. При этом сигнал обратной связи, 
подаваемый на сканер для вертикального смеще-
ния, отражает рельеф поверхности. Метод скани-
рующей туннельной спектроскопии употребим 
для получения вольт-амперных характеристик 
исследуемого образца [1, 2]. 

В связи с тем, что СТМ и СТС изображения 
не могут быть проанализированы в рамках орто-
доксальной теории туннельных явлений, была 
разработана самосогласованная теория, которая 
дает наиболее полное описание туннелирования 
в наносистемах. Согласно ей было получено вы-
ражение для туннельного тока, которое адекватно 
описывает процессы в СТМ и СТС измерениях
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I~ 2πe∫((T2νp(ε)νk(ε)[np
0(ε) − nk

0(ε − eV)])/(T2νpГp + T2νkГk + ГpГk)dε ,

в этом выражении νp(k) – плотность состояний, 
np(k) – числа заполнения, Гp, Гk – скорости релак-
сации носителей.

Клетки прокариот [1] способны использовать 
широкий круг растворенных акцепторов электро-
нов (например, кислород, азот, фосфор), которые 
присоединяются к их внеклеточным ферментам. 
Многие бактерии могут облеплять нерастворимые 
материалы и тем самым сохранять внеклеточный 
обмен электронов. Поэтому обязательным этапом 
исследования электрической проводимости био-
логических объектов является нанесение на пре-
парат слоя металла, что существенно повышает 
информативность метода исследования. Согласно 
данным M. Y. El-Naggar et al [1], для оптимизации 

исследований электрической проводимости ми-
кроорганизмов с использованием СТМ, в качестве 
напыляемых металлов предложено использовать 
железо и марганец. 

5. Перспективы и проблемы применения АСМ
Методы атомно-силовой микроскопии имеют 

широкие перспективы в изучении микробиологи-
ческих объектов. Возможность изучения топогра-
фии, морфологии, ультраструктуры бактериаль-
ных клеток и вирусов расширяет наши знания о 
микроорганизмах. Высокое разрешение указан-
ных выше методов АСМ, позволяет использовать 
их для изучения архитектоники и особенностей 
строения, состава биопленок и межклеточных 
структур микроорганизмов [7, 21–24], влияния 
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антибактериальных препаратов на морфологию 
бактерий и изменение клеточной стенки [25, 26]. 
Важным направлением является использование 
методов АСМ при оценке токсических действий, 
на моделях микроорганизмов, наноматериалов и 
других синтетических материалов, применяемых 
в медицине [27, 28].

Некоторые проблемы возникают при исполь-
зовании методов СЗМ при работе с возбудителями 
опасных инфекционных заболеваний, поскольку 
подразумевается выполнение ряда дополнитель-
ных мер по обеспечению биологической безопас-
ности. Обеззараживание исследуемого биологиче-
ского материала должно обеспечивать не только 
безопасную работу, но и сохранять морфологию и 
ультраструктуру микроорганизмов. В настоящее 
время для этих целей широко используют опре-
деленные концентрации альдегидов и спиртов 
[29]. Проведенные исследования и данные других 
авторов [5, 29, 30] показали, что 2,5% глутараль-
дегид соответствует необходимым требованиям 
и поэтому используется для  фиксации микро-
организмов при изучении морфологии, ультра-
структуры  бактериальных клеток и их спор [8, 9].

Заключение
Проведенный анализ литературных данных 

показал нарастающий интерес к использованию 
АСМ при исследовании микроорганизмов. Боль-
шая совокупность методов СЗМ способствует 
решению широкого диапазона задач, направлен-
ных на углубленное изучение многих свойств 
микроорганизмов, включая  специфическое или 
неспецифическое взаимодействие возбудителей 
инфекционных  заболеваний  с антителами или 
бактериофагами. Атомно-силовая микроскопия  по-
зволяет получать комплексную надежную количе-
ственную информацию о физической природе про-
цессов, протекающих в биологических объектах.
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МАТЕМАТИЧЕСКОЕ МОДЕЛИРОВАНИЕ ЭНДОТЕЛИЙ-ЗАВИСИМОЙ 
РЕЛАКСАЦИИ КЛЕТКИ ГЛАДКОЙ МУСКУЛАТУРЫ
А. Ю. Неганова, Д. Э. Постнов

Саратовский государственный университет
E-mail: nasty1503@yandex.ru, E-mail: postnov@info.sgu.ru

Работа посвящена исследованию характеристик локальных ме-
ханизмов регуляции сократительной активности клетки гладкой 
мускулатуры средствами компьютерного моделирования. Влия-
ние эндотелия моделируется в виде роста концентрации оксида 
азота NO, который активирует производство циклического гуано-
зинмонофосфата  (cGMP). Последний влияет на баланс внутри-
клеточной концентрации кальция и, в конечном итоге, на сокра-
тительную активность клетки. Согласно результатам проведенных 
вычислительных экспериментов cGMP-индуцированное угнетение 
Ca2+-АТФазы, локализованной в мембране клетки (а) или в мем-
бране саркоплазаматического ретикулума (б), по-разному влияет 
на характеристики кальциевых колебаний и, следовательно, по-
тенциально имеет различное релаксирующее действие.
Ключевые слова: клетка гладкой мускулатуры, кальциевые ко-
лебания, циклический гуанозинмонофосфат.

Mathematical Modeling of Endothelium-Induced Smooth 
Muscle Cell Relaxation

A. Yu. Neganova, D. E. Postnov

By means of computer modeling we investigate the characteristics of the 
local mechanisms of regulation of contractile activity of smooth muscle 
cells. Influence of the endothelium is modeled as the increase of nitric 
oxide (NO) concentration and subsequent production of cyclic quanosine 
monophosphate (cGMP). The latter affects the balance of intracellular 
calcium concentration and, ultimately, the contractile activity of the cell. 

Our computations show, that cGMP-induced inhibition of Ca2 +-ATPase, 
localized (i) in the cell membrane or  (ii) in the membrane of sarcoplasmic 
reticulum has a different effect on the characteristics of calcium 
oscillations and, therefore, potentially has a different relaxing effect.
Key words: smooth muscle cell, calcium oscillations, cyclic guanosine 
monophosphate.

Введение

Сократительная активность клеток гладкой 
мускулатуры (КГМ) является основным фактором, 
управляющим просветом сосуда. Известно, что 
нарушения в регуляции тонуса сосудов   связаны с 
такими заболеваниями, как, например, гипертония 
или диабет. Несмотря на отсутствие детальной ин-
формации о причинно-следственных связях и ме-
ханизмах этих нарушений, нет никаких сомнений 
в том, что они есть. Поэтому очень важно изучать 
механизмы работы КГМ для того, чтобы понять, 
какие именно сбои в их работе могут быть связаны 
с возникновением тех или иных заболеваний.

Механическое сокращение КГМ контролиру-
ется Ca2+ регулируемым ферментом [1, с. 340]. В 
свою очередь изменение внутриклеточной концен-
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