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Аннотация

Микроскопия является одним из основных инструментов, применяемых для изуче-
ния взаимодействия наночастиц и живых клеток. В настоящей работе приведена сравни-
тельная характеристика различных микроскопических методов на примере клеток дрож-
жей Saccharomyces cerevisiae и конидий микромицетов Trichoderma asperellum, наномо-
дифицированных полиэлектролитными пленками и металлическими наночастицами.
Рассмотрены техники оптической микроскопии в проходящем и отраженном свете, скани-
рующей и просвечивающей электронной микроскопии и атомно-силовой микроскопии.
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Введение

В последнее время функциональные наноструктуры привлекают все боль-
ший интерес ученых всего мира благодаря их уникальным свойствам и воз-
можности широкого применения в различных областях: электронике [1, 2], оп-
тике [3] и сенсорах [4, 5]. Применение наноматериалов в сочетании с биологи-
ческими макромолекулами позволяет создавать новые методы диагностики за-
болеваний [6, 7] и разрабатывать новые биологически совместимые материалы
с необычными свойствами [8–10]. Вместе с тем возникает ряд вопросов отно-
сительно безопасности наноматериалов и оценки их потенциальной геноток-
сичности и цитотоксичности [11, 12]. Очевидно, что изучение взаимодействия
живых клеток с наноматериалами представляет огромный интерес, и обуслов-
лено это тем, что оценка взаимодействия наноматериалов с живыми клетками
может быть использована для выявления токсичных свойств наноматериалов,
направленного изменения свойств клеток, визуализации клеточных органелл,
высокоточной идентификации микроорганизмов и применения клеток в каче-
стве трехмерных темплатов.

Микроскопия является одним из важнейших инструментов в биологиче-
ских исследованиях. Так, оптическая микроскопия во всех ее многочисленных
модификациях, совмещенная с цифровыми системами получения и сохранения
изображений, дает возможность наблюдения за ходом эксперимента в реаль-
ном времени, позволяет визуализировать живые клетки, их взаимодействие,
передвижение и активность ферментативных систем [13]. К сожалению, преде-
лы разрешающей способности оптических микроскопов не позволяют получать
изображения наноразмерных объектов. В связи с этим для изучения размеров
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наноструктур, плотности и характера их распределения используются методы
электронной и зондовой микроскопии. Техника сканирующей (или растровой)
электронной микроскопии позволяет изучить поверхность клетки с высоким
разрешением и визуализировать наноструктуры, взаимодействующие с по-
верхностными структурами клеток [14, 15]. Использование просвечивающей
электронной микроскопии позволяет изучить тонкие срезы тканей и клеток,
что дает исследователям возможность охарактеризовать распределение нано-
частиц не только на поверхности клеточных стенок и мембран, но и в цито-
плазме. Более того, разрешающая способность просвечивающего электронного
микроскопа позволяет определить точные размеры наночастиц [16, 17], а при-
менение техник элементного анализа, основанного на рентгеновской дисперси-
онной спектроскопии [18, 19], обеспечивает получение информации о химиче-
ском составе наноструктур. Атомно-силовая микроскопия активно используется
для исследования микроорганизмов, поскольку она совмещает высокое разреше-
ние и несложную пробоподготовку [20]. В эксперименте с использованием
атомно-силового микроскопа образцы клеток могут быть сканированы в щадя-
щих, по сравнению с электронной микроскопией, условиях, что позволяет из-
бежать исследования образца в вакууме, длительной фиксации или предвари-
тельного покрытия электронно-плотным материалом [21]. Атомно-силовая
микроскопия позволяет наблюдать незначительные изменения на поверхности
клеток, что особенно важно при изучении взаимодействия микроорганизмов и
наноматериалов [22]. Наконец, это высокоинформативный метод, с помощью
которого можно количественно охарактеризовать топографию поверхности
исследуемого образца [23].

Инкапсуляция клеток в полимерные оболочки и микрокапсулы является
актуальным направлением в современной биоколлоидной химии и биотехноло-
гии [24–26]. Применение микрокапсул позволяет обеспечить защиту клеток от
агрессивной внешней среды, а сами микрокапсулы рассматриваются как прото-
типы микрореакторов и искусственных гибридных систем, содержащих кле-
точную основу-темплат и полимерную оболочку [27]. Ранее нами был разрабо-
тан метод инкапсуляции живых клеток микроорганизмов в полимерные микро-
капсулы, содержащие наночастицы благородных металлов [28]. Данный метод
был успешно применен для спектроскопического изучения микромицетов ме-
тодом поверхностно-усиленной рамановской спектроскопии.

Изучение ультраструктуры клеток и характера распределения наночастиц
на поверхности клеточных стенок является важным этапом при инкапсуляции
микроорганизмов, и именно микроскопические методы позволяют подробно и
всесторонне описать наномодифицированные клетки. В настоящей работе на
примере наномодифицированных клеток дрожжей и конидий микромицетов
Trichoderma мы даем сравнительную характеристику различных микроскопи-
ческих методов, применяемых для изучения взаимодействия наночастиц и жи-
вых клеток. Нами были рассмотрены техники оптической микроскопии в про-
ходящем и отраженном свете, сканирующей и просвечивающей электронной
микроскопии и атомно-силовой микроскопии.



А.И. ЗАМАЛЕЕВА и др.112

1. Материалы и методы

1.1. Метод модификации клеток. Клетки дрожжей Saccharomyces cerevisiae
и конидий Trichoderma аsperellum были инкапсулированы в многослойные поли-
мерные пленки, содержащие наночастицы, по методике, описанной в работе [28].
Суть метода заключается в том, что клетки были покрыты противоположно
заряженными полиэлектролитами (поли(аллиламин) гидрохлоридом (PAH) и
поли(стирен) сульфонатом (PSS)) путем послойного нанесения, затем были об-
работаны металлическими (золотыми (nanoAu) или серебряными (nanoAg)) на-
ночастицами, стабилизированными цитратом натрия. На последнем этапе на
поверхность клеток наносили бислойную пленку PAH/PSS для закрепления
наночастиц и уменьшения агрегации клеток. Схема метода изображена на
рис. 1. В результате была получена следующая архитектура покрытий клеток
микромицетов: PAH/PSS/PAH/nanoAu (nanoAg)/PAH/PSS.

Рис. 1. Схема модификации клеточной стенки микромицетов. Этапы: 1 – обработка
клеток полимерными полиэлектролитами; 2 – нанесение наночастиц; 3 – повторная
обработка клеток полимерными полиэлектролитами.

1.2. Оптическая микроскопия. Образцы клеток, покрытые пленками поли-
электролитов и металлическими наночастицами, визуализировали при помощи
оптического микроскопа Leica DM 1000 (Германия). Для микроскопии в прохо-
дящем свете 10–20 мкл суспензии клеток помещали на предметное стекло и по-
крывали покровным стеклом. Затем предметное стекло помещали на предмет-
ный столик микроскопа и получали изображение, используя объектив с увели-
чением ×100, числовая апертура – 1.25. При работе с данным объективом ис-
пользовалось иммерсионное масло.

При работе в режиме отраженного света 20 мкл суспензии модифицирован-
ных клеток наносили на поверхность подложек, изготовленных из фторида каль-
ция, и высушивали на воздухе. Затем подложку помещали на предметный столик
микроскопа и получали изображение, используя объектив с увеличением ×50,
числовая апертура – 0.6.

Типичные изображения клеток фиксировали при помощи цифровой видео-
камеры Leica DFC 290 и программного обеспечения Leica.

1.3. Сканирующая электронная микроскопия. Для получения изображе-
ний модифицированных клеток с высоким разрешением использовали скани-
рующий электронный микроскоп Carl Zeiss Evo-40 (Германия). Образцы помеща-
ли в камеру электронного микроскопа и получали изображение при ускоряющем
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напряжении электронного луча 10 кV. Таким образом были получены типич-
ные изображения клеток при увеличении 20000–25000 раз.

Подготовка образцов заключалась в следующем: 5 мкл суспензии клеток
наносили на обезжиренную поверхность покровного стекла и высушивали в
термостате при 37 °С в течение ночи. Затем покровные стекла помещали в при-
бор для напыления (Baltec SCD 005) и на их поверхность наносили тонкий слой
золота (~10 нм).

1.4. Просвечивающая электронная микроскопия. Изображения были
получены на микроскопе Jeol 1200 EX (Япония) при ускоряющем напряжении
электронного луча 80 kV.

Образцы готовили следующим образом: первоначально клетки фиксировали
2.5%-ным глутаровым альдегидом 1.5%-ным параформальдегидом в фосфат-
ном буфере (0.1 М, рН 7.4) в течение 2 ч при комнатной температуре, а затем
обрабатывали 1%-ным OsO4 в течение 1 ч. После дегидратации образцы поме-
щали в смолу Epon (PELCO Eponate 12 Kit, Prod. No. 18010). Затем с помощью
ультрамикротома Ultracut III (LKB, Швеция) получали ультратонкие срезы и
устанавливали их на медную решетку, покрытую формваром. После этого срезы
окрашивали 2%-ным водным раствором ацетата урана и цитрата свинца при
комнатной температуре.

1.5. Атомно-силовая микроскопия. Эксперименты выполнялись на Зон-
довой НаноЛаборатории ИНТЕГРА Прима (NT-MDT, Россия), сканер 50 мкм
с емкостными датчиками. Использовались кремниевые кантилеверы NSG03 и
NSG20 с радиусом кривизны острия 10 нм. Сканирование проводилось в полу-
контактном режиме.

Для подготовки образцов 10 мкл суспензии клеток наносили на обезжи-
ренную поверхность покровного стекла и высушивали в термостате при 37 °С
в течение 12 ч.

2. Результаты и их обсуждение

После модификации клеток пленками и наночастицами невооруженным
глазом можно видеть изменение окраски обработанных наночастицами клеток
дрожжей S. cerevisiae (рис. 2), что свидетельствует о включении наночастиц в
полимерные пленки. Суспензия клеток, обработанных золотыми наночастицами,
приобретает бледно-синюю окраску (рис. 2, б), а клетки, имеющие в своем со-
ставе серебряные наночастицы, имеют грязно-коричневый цвет (рис. 2, в). Кони-
дии T. asperellum первоначально окрашены в темно-зеленый цвет, поэтому су-
дить об изменении окраски до и после обработки наночастицами невозможно.

На оптических микрофотографиях просматриваются агрегаты металличе-
ских наночастиц в виде темных пятен на модифицированных клетках дрожжей
и конидий (рис. 3). Особенно четко проявляется различие на оптических фото-
графиях конидий. Клетки, модифицированные пленками и наночастицами,
приобретают темную окраску из-за большого количества агрегатов наночастиц
(рис. 3, д, рис. 3, е). Таким образом, несмотря на то что отдельные наночастицы
на поверхности клеток не могут быть визуализированы в результате использо-



А.И. ЗАМАЛЕЕВА и др.114

вания оптической микроскопии проходящего света, можно сделать определен-
ные выводы об их наличии по характеру изменения окраски клеток и формиро-
вания агрегатов на их поверхности.

Известно, что наночастицы благородных металлов обладают свойством
эффективно рассеивать и отражать свет [29]. При высушивании на поверхности
клеток образуются агрегаты наночастиц, которые способны отражать видимый
свет. Благодаря этой способности, высушенные клетки микромицетов, покрытые
пленками и наночастицами, приобретают металлический блеск (рис. 4) и могут
быть эффективно визуализированы под объективом микроскопа отраженного
света. Данное свойство может быть использовано при изучении клеток мето-
дом инфракрасной и рамановской микроскопии, представляющим собой ком-
бинацию светового микроскопа отраженного света и соответствующего спек-
трометра [30]. Характерный металлический блеск модифицированных клеток
позволяет эффективно локализовать и изучить как отдельные клетки, так и кле-
точные агрегаты.

Плотность и распределение металлических наночастиц на поверхности
клеточной стенки микромицетов было изучено при помощи сканирующей и
просвечивающей электронной микроскопии. На рис. 5 представлены микрофо-
тографии интактных и модифицированных пленками и наночастицами клеток
микромицетов, полученных методом сканирующей электронной микроскопии.
На поверхности модифицированных клеток четко видны агрегаты наночастиц,
плотность которых меняется от клетки к клетке. Возможно, такое неравномер-
ное распределение вызвано наличием специфических участков связывания ме-
таллических наночастиц на клеточной стенке грибов.

Для дальнейшего исследования распределения наночастиц на поверхности
модифицированных клеток была использована просвечивающая электронная
микроскопия, которая также показала адсорбцию как единичных наночастиц,
так и их агрегатов на клеточной стенке инкапсулированных клеток (рис. 6). Как
видно из изображений тонких срезов инкапсулированных клеток, наночастицы
иммобилизированы на поверхности клеточной стенки, при этом не наблюдается
проникновения наночастиц в цитоплазму. Мы предполагаем, что полиэлектро-
литные пленки предотвращают проникновение наночастиц и способствуют со-
хранению жизнеспособности клеток микромицетов в присутствии цитотоксич-
ных металлических наночастиц.

Для детальной и количественной характеристики модифицированных клеток
был применен метод атомно-силовой микроскопии (ACM). На рис. 7 показаны
изображения поверхностей клеточных стенок, полученные при помощи АСМ.
Для детального анализа наномодифицированных клеток также использовали
трехмерные изображения микромицетов, профиль среза и топографию поверх-
ности необработанных и инкапсулированных клеток дрожжей S. cerevisiae и ко-
нидий T. asperellum. На рисунках показано, что профиль интактных клеток отно-
сительно гладкий, поверхность ровная и однородная. После модификации клеток
на поверхности четко видны наночастицы и их агрегаты. Независимо от типа
используемых наночастиц профиль клеток меняется, приобретает зигзагообраз-
ный вид. Поверхность же становится неоднородной, более шероховатой.
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Рис. 2. Фотография суспен-
зии клеток дрожжей: (а) ин-
тактных, (б) покрытых PAH/
PSS/PAH/nanoAg/PAH/PSS,
(в) покрытых PAH/PSS/PAH/
nanoAu/PAH/PSS

Рис. 3. Типичные оптические микрофотографии клеток мик-
ромицетов: интактных дрожжей (а) и конидий T. asperellum
(г); дрожжей (б) и конидий T. asperellum (д), покрытых
PAH/PSS/PAH/nanoAu/PAH/PSS; дрожжей (в) и конидий
T. asperellum (е), покрытых PAH/PSS/PAH/nanoAg/PAH/
PSS. Шкала размера – 10 мкм

Рис. 4. Типичные микрофотографии микроскопии отраженного света клеток конидий
T. asperellum, покрытых PAH/PSS/PAH/nanoAu/PAH/PSS (а) и PAH/PSS/PAH/nanoAg/
PAH/PSS (б). Шкала размера – 20 мкм

Рис. 5. Типичные изображения клеток микромицетов, полученных при помощи скани-
рующей электронной микроскопии: интактных дрожжей (а) и конидий T. asperellum (г);
дрожжей (б) и конидий T. asperellum (д), покрытых PAH/PSS/PAH/nanoAu/PAH/PSS;
дрожжей (в) и конидий T. asperellum (е), покрытых PAH/PSS/PAH/nanoAg/PAH/PSS.
Шкала размера – 1 мкм
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Рис. 6. Типичные изображения клеток
микромицетов, полученных при помощи
просвечивающей электронной микроско-
пии: интактных дрожжей (а) и конидий
T. asperellum (г); дрожжей (б) и конидий
T. asperellum (д), покрытых PAH/PSS/
PAH/nanoAu/PAH/PSS; дрожжей (в) и
конидий T. asperellum (е), покрытых
PAH/PSS/PAH/nanoAg/PAH/PSS. Шкала
размера – 20 нм

Рис. 7. Типичные АСМ-изображения клеток микромицетов: интактных дрожжей (а) и
конидий T. asperellum (г); дрожжей (б) и конидий T. asperellum (д), покрытых PAH/PSS/
PAH/nanoAu/PAH/PSS; дрожжей (в) и конидий T. asperellum (е), покрытых PAH/PSS/
PAH/nanoAg/PAH/PSS. Слева направо: 3D-изображение, профиль клетки с изображением
продольного сечения клетки для получения профиля, топография поверхности
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Табл. 1
Значения параметра среднеквадратичной шероховатости поверхности клеток в зависи-
мости от состава пленочных покрытий

Значения параметра шероховатости (Sq)
поверхности клеток, нмКлетка

интактная PAH/PSS/Au PAH/PSS/Ag
S. cerevisiae 1.6 ± 0.1 11.5 ± 0.3 2.3 ± 0.1
T. asperellum 3.3 ± 0.2 7.6 ± 0.2 20.7 ± 0.3

В качестве количественной характеристики изменения топографии поверх-
ности, обусловленного нанесением нанопленок и наночастиц, был использован
параметр среднеквадратичной шероховатости поверхности клеток. Данные
приведены в табл. 1.

После модификации поверхности клеток пленками и металлическими нано-
частицами ее шероховатость увеличивается во всех случаях. Было установлено,
что для конидий T. asperellum шероховатость увеличивается в большей степени
по сравнению с клетками дрожжей. Это может быть связано с изначально более
неровной поверхностью конидий.

Таким образом, каждый из примененных методов позволяет определить
наличие наночастиц на поверхности клеток, однако полная картина эффектив-
ности инкапсуляции, поверхностной структуры модифицированных клеток и
характера распределения наночастиц может быть получена в результате приме-
нения комбинации методов оптической, электронной и зондовой микроскопии.

Заключение

Методы оптической микроскопии в проходящем и отраженном свете, скани-
рующей и просвечивающей электронной микроскопии и атомно-силовой микро-
скопии были применены для характеристики клеток дрожжей S. cerevisiae и ко-
нидий T. asperellum, модифицированных полиэлекролитными пленками с вклю-
ченными в их структуру металлическими наночастицами. Было показано, что
золотые и серебряные наночастицы иммобилизованы на поверхности клеточной
стенке клеток микромицетов, изменяя площадь и топографию поверхности.

Авторы выражают благодарность М.В. Морозову, А.Х. Гильмутдинову,
Д.И. Тазетдиновой, В.В. Сальникову, А.П. Киясову и Kamelya Tatlidil (Камелия
Татлидил) за помощь в работе.

Summary

A.I. Zamaleeva, F.K. Alimova, D.G. Ishmukhametova, R.F. Fakhrullin. Microscopic
Methods for Characterizing the Nanomodified Fungi Cells.

Microscopy is the one of the main techniques to study the interaction of living cells with
nanoparticles. This study demonstrates and evaluates the application of various microscopic
methods to investigate the nanomodification of fungi cells Saccharomyces cerevisiae and
Trichoderma asperellum with consecutive polyelectrolyte films and metal nanoparticles in-
corporated between these films. Transmitted and reflected light microscopy, transmission and
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scanning electron microscopy and atomic-force microscopy were used and the results ob-
tained are reported in this paper.

Key words: nanomodified fungi cells, optical microscopy, electron microscopy, atomic-
force microscopy.
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