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(57) 
1. Способ определения патологии биологических клеток, в котором заданный участок 

поверхности химически нефиксированных клеток сканируют при постоянной температуре 
поочередно в двух противоположных направлениях вдоль заданной линии зондом атомно-
силового микроскопа, измеряют два средних значения воздействующих на зонд латераль-
ных сил соответственно при прямом и обратном направлении сканирования и определяют 
полуразность указанных средних значений, повторяют сканирование при других темпера-
турах, строят температурную зависимость указанной полуразности, а затем констатируют 
патологию исследуемых клеток по наличию на температурной зависимости заметных из-
менений в сравнении с такой же зависимостью, построенной ранее для таких же эталон-
ных здоровых клеток. 

2. Способ по п. 1, отличающийся тем, что записывают карты латеральных сил, кото-
рые включают заданное количество линий сканирования, определяют полуразность сред-
них значений латеральных сил для всех линий сканирования каждой карты латеральных 
сил и анализируют их температурные зависимости аналогичным образом.  

 
 

Изобретение относится к технике изучения свойств биологических клеток методом 
атомно-силовой микроскопии - сканирующей зондовой микроскопии, с помощью которой 
определяется структурно-механическое состояние поверхностного слоя клеток, которое 
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сопоставляется с нормой, что позволяет делать вывод о наличии или отсутствии патоло-
гии клеток. 

Существуют разнообразные способы микроскопических исследований структуры и 
свойств поверхности клеток: световая микроскопия, включая ее специальные способы 
(темнопольная, фазово-контрастная, поляризационная, ультрафиолетовая, флуоресцентная 
или люминесцентная, иммунофлуоресцентная и др.); электронная микроскопия, включая 
ее специальные методы (трансмиссионная, сканирующая и др.); зондовая или атомно-
силовая микроскопия, включая ее специальные методы (контактный режим, динамиче-
ский режим, силовая спектроскопия и др.). 

В настоящее время для изучения структуры и свойств поверхности тел получает рас-
пространение атомно-силовая микроскопия (АСМ). В отличие от световой и электронной 
микроскопии АСМ позволяет оценивать не только микротопографию поверхности, то есть 
ее геометрические характеристики, но и механические свойства поверхностного слоя и, 
следовательно, его структурно-механические свойства, так как осуществляется микро- и 
наноэластография исследуемой поверхности. Атомно-силовые микроскопы производятся 
во многих странах мира, в том числе в Республике Беларусь. 

АСМ-метод уже используется для изучения свойств биологических клеток и тканей, 
включая клетки и ткани растений, животных и человека [1, 2]. Принцип работы АСМ ос-
нован на взаимодействии сканирующего зонда, представляющего собой острие, разме-
щенное на свободном конце жестко закрепленной гибкой консоли, и поверхности образца. 
Управляющая система прибора следит за отклонением консоли зонда относительно по-
верхности образца в каждой измеряемой точке и поддерживает расстояние "острие зонда - 
образец" на постоянном заданном уровне. Изменения вертикальных и горизонтальных от-
клонений острия зонда в каждой точке от первоначального положения, вызванные как 
микрорельефом поверхности, так и микронеоднородностью механических свойств по-
верхностного слоя материала образца при перемещении по нему зонда, образуют матрицы 
(карты) АСМ-данных, которые записываются в файл и используются в дальнейшем для 
обработки, визуализации и анализа. Для анализа структурно-механических свойств по-
верхности образцов, включая биологические клетки, в контактном режиме сканирования 
используются в основном карты вертикальных (опция "топография") и горизонтальных -
торсионных, латеральных, то есть боковых (опция "кручение"), отклонений зонда микро-
скопа - эластографические карты (эластотопография). Большим достоинством АСМ-
метода является возможность использования для характеристики исследуемого объекта 
эластотопографии не только для описания микрорельефа поверхности, но и как микроне-
однородности механических (фрикционных) свойств его поверхностного слоя. 

АСМ-метод сочетает простую и предельно щадящую процедуру подготовки биологи-
ческих клеток, возможность проводить исследования в обычных условиях (на воздухе, в 
жидкой, включая физиологическую, среде), относительно высокое (нанометровое) разре-
шение, возможность одновременной оценки топографических и механических параметров 
исследуемых объектов. 

Известен способ АСМ-диагностики патологии соединительной ткани (компактной ко-
сти), содержащей коллаген (дентин, кость, сухожилие, кожа), основанный на сравнитель-
ном анализе морфологических характеристик коллагена (среднее выборочное расстояние 
между фибриллами и его распределение) образцов ткани (исходные волокна и контроль-
ные), полученных с помощью опции "топография" [3]. 

Известен способ АСМ-диагностики патологии клеток человека (например, при рако-
вых заболеваниях), основанный на анализе их наномеханических характеристик, получен-
ных с помощью опции "силовая спектроскопия" (среднее выборочное значение модуля 
Юнга и адгезивности клеток), включая сравнительный анализ статистического распреде-
ления исходных и контрольных значений [4]. 
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Известен способ АСМ-диагностики раковых клеток с помощью атомно-силовой мик-
роскопии, включающий фиксацию структуры клеток с помощью химических агентов, 
сканирование с использованием различных опций АСМ, анализ данных с помощью спе-
циально разработанного алгоритма, который позволяет идентифицировать, являются ли 
клетки раковыми или нормальными [5]. 

Известен способ определения характеристик биологических клеток, включающий 
АСМ-исследование, основанный на анализе свойств мембраны клеток путем фиксации 
значений вертикальных и горизонтальных (латеральных) сил при движении зонда по их 
поверхности [6]. 

Известен способ исследования нативных клеток с помощью АСМ, при котором осу-
ществляют забор крови, проводят приготовление образцов крови, сканирование клеток в 
режиме полуконтактной атомно-силовой микроскопии и проводят измерение геометриче-
ских параметров клеток. При этом образец готовят из суспензии нативных клеток путем 
нанесения капли на чистое обезжиренное предметное стекло, помещают образец во влаж-
ную камеру, насыщенную парами воды, закрытую мембраной, и проводят сканирование в 
парах воды в полуконтактном режиме, используя кантилевер серии NSG 03 с жесткостью 
0,4 Н/м, длиной балки 100 мкм и резонансной частотой в пределах 62-123 KHz [7]. 

Известны также другие способы АСМ-диагностики биологических клеток и их ком-
понентов: анализ текстуры клеток [8], анализ зрелости (жесткости) коллагеновых волокон 
[9], анализ клеток злокачественных новообразований, использующий измерение верти-
кальных размеров клеточных элементов [10] и др. 

Наиболее близким к предлагаемому способу является способ АСМ-исследования со-
стояния мембранного скелета эритроцитов, включающий изучение с помощью карт лате-
ральных сил неоднородности механических свойств поверхностного слоя клеток 
(прототип) [11]. Сущность известного способа заключается в том, что перед АСМ-
исследованием закрепленные на подложке эритроциты высушивают на воздухе при ком-
натной или физиологической температуре, АСМ-сканирование проводят в контактном 
(статическом) режиме. При этом карты латеральных сил дополнительно контрастируют 
стандартными фильтрами изображений, а для количественной оценки сложности структу-
ры цитоскелета применяют фрактальный анализ карт латеральных сил. Способ использует 
серийно выпускаемое оборудование - атомно-силовой микроскоп, имеющий контактный 
режим сканирования. 

Недостатком описываемого известного способа (прототипа) является его ограничен-
ность - использование для изучения цитоскелета одной из множества клеток крови - эрит-
роцитов. При этом для количественной характеристики структуры из параметров карт 
латеральных сил, получаемых при прямом однократном сканировании участка поверхно-
сти, используется только фрактальная размерность. 

Прямое однократное сканирование характерно и для других вышеописанных способов 
АСМ-диагностики патологий биологических клеток, в том числе с помощью латеральных 
сил. 

Задача, на решение которой направлено предлагаемое изобретение, заключается в 
расширении возможностей и повышении точности способа АСМ-диагностики нормы и 
патологии биологических клеток с помощью латеральных (фрикционных) сил. 

Задача решается за счет того, что используют химически нефиксированные клетки, 
сканируют при постоянной температуре участок поверхности клеток в двух противопо-
ложных по линии сканирования направлениях, рассчитывают средние значения латераль-
ных сил соответственно при прямом и обратном направлениях сканирования, определяют 
значение полуразности этих средних значений и констатируют патологию по наличию от-
клонений полученного значения полуразности от значения для эталонных здоровых кле-
ток. Для повышения точности диагностики осуществляют сканирование при других 
значениях температур, строят температурную зависимость значений полуразности, а за-
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тем констатируют патологию исследуемых клеток по наличию на температурной зависи-
мости заметных изменений в сравнении с такой же зависимостью, построенной ранее для 
эталонных здоровых клеток. Для еще большего повышения точности диагностики запи-
сывают включающую заданное количество линий сканирования карту латеральных сил 
участка клеток при прямом и обратном направлениях его сканирования при постоянных 
температурах, определяют полуразность средних значений латеральных сил для карт, 
проводят сравнительный анализ полуразностей для карт латеральных сил, полученных 
при постоянной температуре, а также их температурных зависимостей для исследуемых и 
эталонных здоровых клеток. 

Обоснование и примеры осуществления предлагаемого способа были выполнены на-
ми при анализе контрольных (норма) и химически модифицированных (патология) двух 
видов биологических клеток, имеющих разные типы подмембранного (кортикального) ци-
тоскелета (эритроцитов человека - двумерная спектрин-актиновая структура, тимоцитов 
крыс - трехмерная актиновая структура). Измерения вертикальных и латеральных сил по-
верхности образцов производили на атомно-силовом микроскопе марки НТ-206 производ-
ства фирмы "Микротестмашины" (Республика Беларусь), укомплектованном термоплат-
формой ТТ-1 с автономным контроллером (максимальная температура нагрева + 150 °С; 
точность измерений температуры - 0,1 °С). Использовались консоли-зонды CSC38 (уро-
вень B, средний коэффициент упругости 0,03 Н/м). После сканирования участков поверх-
ности образцов анализировали гистограммы распределения латеральных сил (или высот) 
на этих участках. Радиус острия зонда определялся по стандартной силиконовой решетке 
TGT01 (NT-MDT, Россия) и составлял от 10 до 30 нм, скорость сканирования от 0,2 до 0,5 Гц, 
нагрузка на консоль варьировалась в зависимости от типа клеток в диапазоне от 1,2 до 3,6 нН. 
Для анализа использовали следующие статистические параметры: среднее значение лате-
ральных сил (или высот) на участке и разброс значений вокруг среднего значения (сред-
неквадратическое отклонение). 

Поверхностный слой отдельной клетки, исследование структурно-механических 
свойств которого осуществимо с помощью АСМ, представляет собой композиционный 
материал, состоящий из трех основных слоев - слоя гликокаликса, плазматической мем-
браны (липидный бислой с белками или белковыми комплексами) и слоя цитоплазмы, со-
держащего кортикальный цитоскелет. При патологических процессах, имеющих место в 
клетке, структура и механические свойства всех выделенных подслоев поверхностного 
слоя клетки претерпевают различной степени изменения. 

Прежде всего, было экспериментально подтверждено, что при температурных иссле-
дованиях клеток с помощью АСМ основное влияние на получаемые значения латераль-
ных сил оказывают объемные свойства поверхностного слоя, а не микрорельеф 
поверхности, а также экспериментально подтверждена возможность характеристики объ-
емных свойств поверхностного слоя клеток с помощью средних значений сил трения ме-
жду острием АСМ-зонда и поверхностью исследуемой клетки, полученных как 
полуразность их значений при прямом и обратном сканировании исследуемых участков 
клетки. Исследования были выполнены на эритроцитах человека и тимоцитах крысы. Ти-
моциты были изъяты из тимуса 3-месячных крыс и ресуспендированы в фосфатном буфе-
ре (pH 7,4). Эритроциты выделены из периферической крови здоровых добровольцев и 
обработаны пероксинитритом в концентрации 700 мкМ. Суспензии клеток помещали на 
стеклянные обезжиренные пластинки в виде клеточного монослоя. Образцы тимоцитов 
инкубировали 60 мин при комнатной температуре во влажной камере. Образцы клеток 
были высушены на воздухе при комнатной температуре. Размеры области сканирования 
составляли: для тимоцитов - 3,0 × 3,0 мкм, для эритроцитов - 1,5 × 1,5 мкм, скорость ска-
нирования - 0,3 Hz, скорость нагрева - около 0,5 К в минуту. Проводили 3-7 сканирований 
различных отдельных клеток при каждой температуре. Исследования проводили в диапа-
зоне температур 298-363 К. Для образцов эритроцитов было осуществлено сканирование 
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при разных температурах в ходе последовательных операций нагрева и охлаждения об-
разца. Установлено, что с увеличением температуры испытаний фиксируемые регистри-
рующей системой прибора значения латеральных сил при прямом проходе (Z1) 
увеличиваются, а при обратном проходе (Z2) уменьшаются. Их полусумма (1/2|Z1 + Z2|) 
практически не зависит от температуры испытаний во всем исследованном интервале 
температур (фиг. 1, а). С другой стороны, при изменении температуры испытаний (нагрев 
или последовательные нагрев и охлаждение клеток) латеральные отклонения зонда при-
бора, характеризующие силы трения между поверхностями острия АСМ-зонда и клетки 
(Fтр = 1/2|Z1 - Z2|), изменяются существенно, а его вертикальные отклонения (1/2|h1 + h2|), 
характеризующие микрорельеф (топографию) поверхности клетки, практически не зави-
сят от температуры испытаний (фиг. 1, б, в, г). Это свидетельствует о том, что топография 
(микрорельеф) поверхности клетки не вносит заметного вклада в латеральные силы при 
АСМ-сканировании. В то же время при увеличении температуры испытаний сила трения 
(Fтр) практически не изменяется лишь до определенной температуры (Tg), а затем увели-
чивается (фиг. 1, б). Аналогичный характер имеет температурная зависимость силы тре-
ния сферического индентора по поверхности линейных и сетчатых аморфных 
высокомолекулярных соединений (например, по поливинилбутиралю, эпоксидным смо-
лам) при переходе через их температуру стеклования [12]. Это свидетельствует о том, что 
значения латеральных сил клеток при АСМ-сканировании определяются объемными 
свойствами поверхностного слоя, и показывает также, что полуразность значений лате-
ральных сил (сила трения) при исследованиях биологических клеток можно использовать 
для характеристики объемных свойств их поверхностного слоя, которые определяются, в 
основном, свойствами кортикального цитоскелета клеток [2]. 

На фиг. 1 представлены температурные зависимости АСМ-параметров для образцов 
тимоцитов (а, б) и эритроцитов (в, г). Зависимости на фиг. 1 (а, б) получены при одно-
кратном нагреве образцов клеток, зависимости на фиг. 1 (в, г) получены при последова-
тельном нагреве и охлаждении образцов клеток. Изображены зависимости для следующих 
АСМ-параметров: (а) полусумма средних значений латеральных сил (1/2|Z1 + Z2|), (б, г) 
сила трения, оцененная как полуразность средних значений латеральных сил 
(Fтр = 1/2|Z1 – Z2|), (в) среднее значение вертикальных отклонений АСМ-зонда (топогра-
фия, 1/2|h1 + h2|) при прямом и обратном сканировании исследуемых участков клетки. Z1 и 
Z2 - фиксируемые регистрирующей системой прибора значения латеральных сил при пря-
мом и обратном проходах соответственно, h1 и h2 - полученные значения топографии при 
прямом и обратном проходах соответственно. Данные представлены в виде среднего зна-
чения параметра и его среднеквадратического отклонения (М ± σ). Индексы "н" и "о" при 
значениях температуры на фиг. (в, г) означают нагрев и охлаждение соответственно. 

На фиг. 2 представлены температурные зависимости силы трения (Fтр = 1/2|Z1 – Z2|) 
для образцов эритроцитов. Z1 и Z2 - фиксируемые регистрирующей системой прибора зна-
чения латеральных сил при прямом и обратном проходах соответственно. Данные пред-
ставлены в виде среднего значения параметра и его среднеквадратического отклонения 
(М ± σ). Зависимости силы трения получены для контрольных эритроцитов (а), эталонный 
образец, и эритроцитов, обработанных глутаровым альдегидом (1 % раствор глутарового 
альдегида; фосфатный буфер, pH 7,4; 30 мин) в суспензии до приготовления образцов для 
АСМ (б), опытный образец. 

На фиг. 3 представлены температурные зависимости силы трения (Fтр = 1/2|Z1 – Z2|) 
для образцов тимоцитов. Z1 и Z2 - фиксируемые регистрирующей системой прибора зна-
чения латеральных сил при прямом и обратном проходах соответственно. Данные пред-
ставлены в виде среднего значения параметра и его среднеквадратического отклонения 
(М ± σ). Зависимости силы трения получены для тимоцитов, обработанных глутаровым 
альдегидом (а) (1 % раствор глутарового альдегида; фосфатный буфер, pH 7,4; 30 мин) 
или пероксинитритом (б) (30 мкМ пероксинитрита; фосфатный буфер, pH 7,4; 10 мин) в 
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суспензии до приготовления образцов для АСМ. Температурная зависимость силы трения 
для эталонного образца тимоцитов представлена на фиг. 1, б. 

Примеры осуществления способа. 
Пример 1. 
АСМ-анализ патологических изменений эритроцитов человека, обусловленных обра-

боткой их глутаровым альдегидом. 
Глутаровый альдегид широко используется в гистологии как эффективный сшиваю-

щий клеточные биомолекулы, включая молекулы цитоскелета, агент. Эритроциты были 
обработаны глутаровым альдегидом (1 % раствор глутарового альдегида; фосфатный бу-
фер, pH 7,4; 30 мин) в суспензии, затем отмыты дистиллированной водой. С целью подго-
товки клеток для АСМ-сканирования капли суспензии эритроцитов, обработанных 
глутаровым альдегидом (опытный образец), или цельной крови (контрольные эритроциты - 
эталонный образец) помещали на обезжиренные стеклянные пластинки в виде клеточного 
монослоя. Затем образцы высушивались на воздухе при комнатной температуре. Исследо-
вания проводили в диапазоне температур 313-343 К. Размеры области сканирования со-
ставляли 1,5 × 1,5 мкм, скорость сканирования - 0,3 Hz, скорость нагрева - около 0,5 К в 
минуту. Проводили 3-7 сканирований различных отдельных эритроцитов при каждой 
температуре. Обработка эритроцитов глутаровым альдегидом существенно влияла на аб-
солютные значения сил трения и их зависимость от температуры (фиг. 2, а, б). После об-
работки эритроцитов глутаровым альдегидом практически полностью теряется ярко 
выраженная зависимость сил трения от температуры (фиг. 2, б). В наибольшей степени 
этот эффект проявляется при температурах, превышающих физиологические температуры 
на 10-30 К. 

Пример 2. 
АСМ-анализ патологических изменений тимоцитов, обусловленных обработкой их 

глутаровым альдегидом и пероксинитритом. 
Тимоциты были обработаны глутаровым альдегидом, а также синтетическим перокси-

нитритом. 
Пероксинитрит вырабатывается многими клетками живых организмов. Пероксинитрит 

изменяет химический состав и структуру клеточных мембран и цитоскелета. Пероксинит-
рит в малых концентрациях является агентом, стимулирующим перестройку актинового 
цитоскелета. 

Обработку тимоцитов пероксинитритом (30 мкМ) проводили в суспензии клеток 
(10 мин). Обработку тимоцитов глутаровым альдегидом осуществляли по методике, опи-
санной в примере 1. 

Капли обработанной химическими агентами суспензии тимоцитов наносили на обез-
жиренные стеклянные пластинки. Полученные образцы выдерживали во влажной камере 
60 мин, а затем высушивали на воздухе при комнатной температуре. 

АСМ-исследование клеток проводили в диапазоне температур 303-363 К, скорость на-
грева до исследуемой температуры составляла около 0,5 К в минуту. Размеры области 
сканирования составляли 3,0 × 3,0 мкм, скорость сканирования - 0,3 Hz. Осуществляли  
3-7 сканирований различных отдельных клеток при каждой температуре. 

Обработка тимоцитов глутаровым альдегидом (фиг. 3, а) и пероксинитритом (фиг. 3, б) 
существенно влияет на значения сил трения (фиг. 3, а, б). Этот эффект наиболее выражен 
при температурах, превышающих физиологические температуры на 20-50 К. 

Таким образом, в предлагаемом способе диагностики состояния нормы или патологии 
биологических клеток с помощью АСМ используются, во-первых, нефиксированные 
клетки; во-вторых, исследуется не состояние топографии (микрорельефа) их поверхности, 
как это обычно практикуется, а латеральные силы клетки (силы трения между острием 
АСМ-зонда и поверхностью клетки при ее сканировании), значения которых определяют-
ся свойствами подмембранного (кортикального) цитоскелета; в-третьих, учитываются 
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значения латеральных сил при прямом и обратном проходах зонда при сканировании;  
в-четвертых, диагностирование осуществляется по средним значениям этих сил; в-пятых, 
используются результаты, полученные в диапазоне температур (минимум при двух темпе-
ратурах). Использование значений латеральных сил при прямом и обратном проходах при 
АСМ-сканировании позволяет расширить базу опытных данных, исключить вклад микро-
рельефа в значения латеральных сил и оценивать норму и патологию клеток по свойствам 
поверхностного слоя, определяемых свойствами цитоскелета, то есть увеличить точность 
диагностики. Этому способствует также использование умеренно повышенных темпера-
тур испытаний - превышающих физиологические температуры на 10-50 К. Используя 
мазки, получаемые и хранящиеся в обычных условиях, предлагаемый способ позволяет 
упростить препарирование клеток для АСМ-исследования. Он может быть использован 
для диагностики различного рода заболеваний живых организмов как многоклеточных 
систем, так как практически все заболевания вызывают патологические изменения в био-
логических клетках. 
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