
ВВЕДЕНИЕ 

В пятидесятых годах прошлого столетия
академик В.Н. Орехович в своём докладе
предположил, что в крови может встречаться до сотен
различных высокомолекулярных азотсодержащих
соединений [1]. Согласно [2], все белки, упомянутые 
в этом докладе, на современном этапе развития
медицины служат маркерами заболеваний,
применяемыми для определения функционального
статуса печени, поражения сердечно-сосудистой
системы, нарушения работы почек, системы
свертываемости крови, аутоиммунных патологий и др.
Однако поиск новых маркеров заболеваний 
всё ещё остается актуальной задачей биомедицинских
исследований. Но скромное количество тестов,
нашедших практическое применение, резко
контрастирует с десятками тысяч опубликованных 
за последние два десятилетия потенциальных
биомаркеров. Одна из причин такой ситуации —
ограниченная чувствительность аналитических
методов при анализе молекулярного профиля [3, 4].

В геномике проблема не так остро выражена
вследствие того, что единичная молекула 
нуклеиновой кислоты теоретически может быть
бесконечно размножена методом полимеразной
цепной реакции (ПЦР). На сегодняшний день успешно
расшифрован геном, но надежды, возлагаемые
учёными и медиками на медицинскую значимость
полученных данных, не оправдались. Прогресс
достигнут в диагностике редких заболеваний, 
что, возможно, связано не столько с развитием
постгеномных технологий, сколько с изобретением ПЦР
более 30 лет назад [2]. Одна из причин, 
как уже указывалось выше, связана с недостаточной
чувствительностью аналитических методов. 
До уровня 10-10 M работают иммуноферментные
методы, позволяющие регистрировать в биологических
образцах высококопийные белки. “Аналитические
методы работают до уровня 10-14 M; дальше
начинается terra incognita” [2]. “Концентрация 10-12 М

является порогом, за которым содержание молекул
целесообразно выражать не в концентрационных
единицах, а в “штуках” — как результат
“инвентаризации”молекулярного состава образца” [5].
С целью “инвентаризации” белков применяются
молекулярные детекторы, основанные на сенсорных
элементах, размеры которых сравнимы с размерами
биомолекул, т.е. наносенсоры или молекулярные
детекторы [6]. Разработка методов обнаружения 
с использованием молекулярных детекторов
реализуется в рамках развития технологий, связанных
с наномедициной: наноаналитическая геномика 
и протеомика в создании нанодиагностикумов.
Использование молекулярных детекторов — 
это возможность увеличения чувствительности
методов детектирования белков в глубинных 
низко- и ультранизкокопийных областях [7].

Основные измерительные методы в биологии
позволяют регистрировать сигнал только 
от незначительной части молекул белков. При этом,
“часть” является ансамблем молекул, в котором 
не учитывается “индивидуальность” каждой 
молекулы. Какая чувствительность аналитического
метода необходима, чтобы выявить единичные
предвестники, имеющие связь с молекулярной
патологией до клинических проявлений [2]? 
При небольшой опухоли (менее 1 мм3 [8]), которая 
не наблюдается современными методами визуализации
(магнитно-резонансной томографией), имеется
несколько миллионов трансформированных клеток,
но не ясно присутствуют ли в крови биомаркеры. 
Hori и Gambhir [8] выполнили расчёты на основе
математической модели, которая описывает
динамическую кинетику биомаркеров в плазме
относительно роста опухоли, начиная с одной раковой
клетки. Расчёты показали, что для опухоли диаметром
около 1 мм единичный биомаркер будет иметь
концентрацию в крови порядка 10-15 M. Таким образом,
обнаружить в плазме крови маркеры патологического
процесса сложно из-за их низкого содержания —
примерно 1 молекула маркера в 1 мкл крови.
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По оценке Rissin и соавт. [9], для диагностики
онкологических и вирусных заболеваний
концентрационный предел чувствительности
(detection limit, DL) диагностических методов также
должен быть ниже 10-15 М. Однако чувствительность
большинства используемых в настоящее время
высокопроизводительных стандартных методов
протеомики таких, как масс-спектрометрические (МС)
методы с использованием одномерного или двумерного
электрофореза,жидкостной хроматографии, составляет
DL≤ 10-12–10-14 М [10, 11]. 

Необходимо повысить концентрационную
чувствительность аналитических систем на несколько
порядков, чтобы обнаружить большое разнообразие
функциональных белков с низким содержанием,
потенциально способных быть маркерами
заболеваний [3, 12, 13]. 

Где искать низкокопийные белки? В протеомных
исследованиях сыворотка крови представляет
значительный интерес для поиска биомаркеров
заболеваний. Изменения белка в ответ 
на патологические процессы в организме 
делают сыворотку привлекательным образцом 
для клинических исследований [14]. Несмотря 
на эти преимущества, анализ протеома сыворотки
является весьма сложной задачей из-за широкого
динамического диапазона белков. Затруднение 
также вызывает обнаружение целевых аналитов 
при низкой концентрации в связи с наличием
высокопредставленных белков в сыворотке крови,
высоких уровней солей и других интерферирующих
соединений [3, 15, 16]. 

Ограниченный объём материала пробы
(сыворотки или плазмы) — вторая причина
необходимости повышения концентрационной

чувствительности биоаналитических методов.
Расчёты показали, что объём образца должен 
быть около 1 мкл для идентификации белка 
при концентрации 10-8 М в сыворотке с помощью
масс-спектрометра (МС). Для идентификации белка 
в концентрации 10-15 М он должен быть около 10 л, 
что в реальности, очевидно, невозможно [3].

1. МЕТОДЫ ВЫСОКОЧУВСТВИТЕЛЬНОГО
ОБНАРУЖЕНИЯ БЕЛКОВ В РАСТВОРАХ

При рассмотрении методов, используемых 
для решения биологических задач, следует учитывать,
что задача исследований свойств единичных
биомакромолекул и задача обнаружения этих молекул
в растворе лежат в разных плоскостях. Методы
высокочувствительного обнаружения белков в растворах
должны учитывать следующие факторы: возможность
обнаружения белков в растворах при концентрациях
ниже 10-12 М; возможность обнаружения белков 
в сложных биологических жидкостях — сыворотке
крови и плазме; “технологичность”метода для анализа
протеома сыворотки, включающую сложность
процедуры подготовки образцов, так как различие 
в пробоподготовке в том числе необходимость
введения меток, влияет на воспроизводимость
результатов анализа протеома.

В учебном пособии Сердюка [17] указывается,
что “о существовании макромолекул мы узнаём 
только благодаря методам, с помощью которых 
их можно наблюдать … Не существует единого
метода, обеспечивающего всю необходимую
информацию о макромолекулах и их взаимодействии”.
Возможности некоторых биофизических методов
представлены на рисунке 1. Как видно из рисунка 1,
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Рисунок 1. Характеристики некоторых биофизических методов при исследовании биомолекул: достигаемое
пространственное разрешение (“Шкала длин”) и требуемая для применения масса образца (“Материал”).
Сокращения: г – граммы; МУРР и МУРН – малоугловое рассеяние рентгеновских лучей и нейтронов, соответственно;
ЯМР – ядерный магнитный резонанс в растворе; Н-крист – нейтронная кристаллография; Р-крист – рентгеновская
кристаллография; ЭМ – электронная микроскопия. Число молекул рассчитано на основе допущения, 
что молекулярная масса материала около 105 г/моль. Адаптировано из [17].
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несмотря на очень высокое разрешение 
методов ЯМР и кристаллографии (0,1–1 нм),
требуется достаточное большое количество
биологического материала (109–1015 усреднённых
биомолекул) для проведения исследований. 
Указанные на рисунке 1 методы могут быть
использованы для исследования свойств отдельных
биомакромолекул, но не для их обнаружения.

В работе [18] резюмированы методы,
принципиально регистрирующие сигнал от ансамбля
молекул, с помощью которых экспериментально
обнаружены белки в растворах при ультранизких
концентрациях (ниже 10-16 М). С момента 
публикации обзора в 2015 году ситуация
принципиально не изменилась. В работе Efimov [19]
сравнили два метода на примере обнаружения
нуклеокапсидного (N) белка короновируса — 
метод DR LPG (double resonance long-period grating —
поверхностный плазмонный резонанс решётки 
с большим периодом) и SPR (surface plasmon 
resonance — плазмонный резонанс). Показано
преимущество метода DR LPG, т.к. с его помощью
обнаружили концентрацию 13×10-15 M, а с помощью
метода SPR обнаружили концентрацию 126×10-15 M 
N-белка. В работе [20] использован
усовершенствованный метод SPR — плазмонный
метасенсор. В качестве молекулярных зондов 
были использованы антитела к шиповидному белку
короновируса, в качестве контрольного белка
использован бычий сывороточный альбумин (BSA).
Усиление сигнала производили с помощью
коллоидных частиц золота, конъюгированных 
с необходимыми антителами. Авторы утверждают, 
что с помощью данного метода возможна регистрация
белка на уровне 4,2×10-15 М. Также в работе [21]
произведена детекция синтетических аналогов белков
бета-амилоида (Aβ), тау-белка (τ) иα-синуклеина (αS),
вовлечённых в развитие нейродегенеративных
заболеваний. В качестве молекулярных зондов 
авторы использовали специфичные к исследуемым
белкам ДНК-аптамеры Aβ7-92-1H1 (Aβ), F5R1 (αS),
IT2 (τ 441). С помощью биосенсора GFET была
произведена детекция перечисленных выше белков 
на уровне фемтомолярных концентраций, а именно
10×10-15 М Aβ, 1–10×10-12 М τ и 10–100×10-15 М αS [21]. 

Далее подробнее рассмотрим возможности
использования атомно-силовой микроскопии (АСМ)
как базового метода для обнаружения белков 
в растворах с низкими концентрациями.

2. КОМБИНАЦИЯ МЕТОДОВ АСМ И ФИШИНГА
ДЛЯ ОБНАРУЖЕНИЯ БИОМАКРОМОЛЕКУЛ

АСМ имеет определённые преимущества 
перед другими методами изучения наноразмерных
объектов: метод недеструктивен, имеет высокую
разрешающую способность, не требует сложной
подготовки препаратов, может быть использован 
как в воздушной, так и в жидкой фазах, обеспечивая
при этом информацию о широком круге физических
свойств образца. В то же время метод не позволяет
анализировать химический состав изучаемого
образца, и время анализа с использованием АСМ

весьма продолжительно. Необходимым условием
использования АСМ является закрепление
исследуемых объектов на поверхности [22].

АСМ позволяет провести измерения высоты и
объёма глобулы белка, иммобилизованного 
на поверхности субстрата [23, 24]. Определение 
этих параметров позволяет регистрировать событие
образования белковых комплексов на поверхности.
Эта возможность — различить белок в свободном
состоянии или в составе комплекса на поверхности
субстрата — обосновывает использование АСМ 
как базового метода в биоаналитической системе,
предназначенной для обнаружения белков в растворе.
Но, как уже говорилось выше, необходимым 
условием для использования АСМ является
закрепление (иммобилизация) исследуемых объектов
на поверхности. Выполнение этого условия 
при обнаружении белков в растворе реализуется 
за счёт использования процедуры фишинга —
концентрирования целевых белков на небольшом
участке поверхности из большого объёма
анализируемого раствора. Процесс обнаружения
белков с помощью комбинации АСМ и фишинга
(АСМ-фишинг) состоит из двух этапов [23]: 
(1) концентрирование биомолекул из большого объёма
биологической жидкости на небольшую поверхность;
(2) регистрация сигнала от молекул на поверхности 
с помощью АСМ (регистрация параметров и подсчёт
одиночных молекул или комплексов).

Формат АСМ-чипов

Поверхность (её свойства и геометрия) 
является важным фактором для возможности
проведения АСМ-фишинга. В терминологии 
АСМ-анализа, специальным образом подготовленный
атомарно-ровный субстрат называется “АСМ-чип”.
При разработке АСМ-чипа, предназначенного 
для обнаружения белков в растворах, необходимо
учитывать перспективу использования АСМ-чипов
для мультиплексного анализа. Наиболее ёмким
термином, определяющим сущность биочипа,
предназначенного как для решения протеомных 
задач, так и медицинской диагностики, является
английский термин “microarrays” (микромассив), 
т.е. организованный массив молекул на платформе-
подложке [25]. Слово “чип” (англ. “chip”), 
в данном контексте означает “кусочек”, “фрагмент”
пластины из стекла, кремния, пластика. 
Традиционно чиповая диагностика основана 
на регистрации лиганд-рецепторного взаимодействия.
Один из взаимодействующих партнеров — лиганд или
рецептор (обобщённое название “молекулярный
биологический зонд”) — иммобилизуется 
на небольшой, но строго определённой (заданной)
поверхности чипа — сенсорной зоне, которую
называют спот [25]. Каждый спот содержит 
на поверхности один тип молекулярных зондов. 
При АСМ-анализе на поверхности также может быть
организован массив спотов, поверхность которых
модифицирована кросс-линкером — реагентом,
ориентированном на иммобилизацию биомолекул 
за счёт образования ковалентной связи между 
кросс-линкером и группами биомолекулы. 



Примером биоанализа с помощью чипов 
на основе АСМ может быть система, 
реализованная в компании “BioForce” (США) 
для быстрого, чувствительного и неинвазивного
обнаружения вирусов [26]. Разработанная платформа
состоит из кремниевого чипа с нанесёнными
ультрамикрополями антител (20 полей на чип) и
системы АСМ-регистрации. 

В работе [27] приведён пример использования
олигонуклеотидных микрочипов для решения 
задач генодиагностики. Использован потенциал АСМ
для характеризации морфологии отдельных 
молекул на поверхности носителя — микрочипа,
предназначенного для детекции нуклеиновых кислот.
Предложен подход на основе АСМ-исследования
поверхности для оценки результатов гибридизации
нуклеиновых кислот, меченных золотыми
наночастицами, на кремниевых микрочипах.

Белковые чипы менее распространены, 
чем ДНК-чипы, но представляют собой активно
развивающуюся технологию, которая обещает стать
мощным средством, в том числе для определения
биомаркеров различных заболеваний [28, 29].

Кроме системы регистрации одним из факторов,
влияющих на эффективность обнаружения белков 
с помощью чиповых технологий, является выбор
субстрата (подложки) [28]. При выборе оптимальной
подложки должны быть оценены такие параметры, 
как размер и морфология сенсорных зон (спотов),
эффективность связывания с антителами (или другими
молекулами-лигандами), фоновый сигнал, порог
чувствительности, воспроизводимость результатов
между разными чипами и экспериментами. 
Таким образом, подложка должна иметь высокую
связывающую способность, способность сохранять
активность молекул-лигандов, высокое соотношение
сигнал/шум. Следует учитывать, что оптимальные
условия могут варьировать для каждого конкретного
чипа и задач, под которые он создан. Для обеспечения
визуальной ориентации и точного позиционирования
кантилевера над каждым спотом (рисунок 2 (III)) 
для дальнейшего АСМ-изображения нашей группой
разработан метод поверхностной маркировки,

основанный на формировании оптически видимых
металлических меток на АСМ-чипе с помощью
устройства магнетронного распыления [30]. Пример
поверхности АСМ-чипа с нанесёнными метками
приведён на рисунке 2 (I).

Размеры сенсорной зоны на поверхности АСМ-чипа 
и расчётная оценка чувствительности анализа

Расчётное обоснование параметров фишинга и
теоретическая оценка чувствительности проведена 
на основе следующих исходных данных. 
В таблице 1 приведено максимальное количество
биомолекул, которое может быть выловлено 
из раствора с различными объёмом и концентрацией,
обозначенное как NV, т.е. это максимальное
количество молекул в растворе, рассчитанное как:

NV = NA×CV×V (1),

где NA = 6,02×1023 — число Авогадро, моль-1; 
CV — объёмная концентрация белка моль/л (М); 
V — объём пробы, л.

Другим фактором, который необходимо учитывать
для оценки параметров измерения и параметров
фишинга, является скорость сканирования и размер
фрейма — единичного скана. На рисунке 3 приведён
пример схемы сканирования поверхности чипа.

Размер площади сканирования — единичного
фрейма, который является изображением топографии
поверхности (Sfr) — составляет, как правило, 
не более 25 мкм2. При такой площади и 
количестве строк сканирования 256 шаг сканирования
составляет 20 нм, что позволяет зарегистрировать
белок, линейные размеры условно усреднённой
макромолекулы которого составляют ~5 нм.Суммарная
площадь сканирования Sscan = n×Sfr, где n — число
фреймов, полученных при измерениях. В примере 
на рисунке 2, для сенсорной зоны в выноске n = 20, 
а Sscan = 500 мкм2. Для нормировки полученных
результатов АСМ-анализа и обеспечения возможности
сравнения результатов, полученных в том или ином
случае, все данные пересчитываются на одинаковую
площадь сканирования (например, 400 мкм2).
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Рисунок 2. Формирование массива сенсорных зон. (I) АСМ-чип с металлическими метками (жёлтые стрелки); 
(II) На поверхность чипа c помощью робота-раскапывателя наносятся капли растворов (зелёная стрелка) 
между метками, которые образуют массив молекул на подложке; (III) После процедуры отмывки и инкубации, 
для сканирования поверхности, кантилевер (красная стрелка) позиционируется над заданной зоной (спот) с контролем
по фотоизображению.



В работе нашей научной группы использованы
АСМ-чипы с двумя основными размерами 
сенсорной зоны Sarea. Для “маленькой” сенсорной зоны
(Sarea = 17663 мкм2 или ~0,02 мм2), сформированной 
при помощи робота-раскапывателя, и “большой”,
сформированной при нанесении раствора с помощью
лабораторной пипетки (Sarea = 1766250 мкм2

или ~1,8 мм2), можно оценить время сканирования
всей зоны. В таблице 2 приведены параметры 
расчёта и полученные значения, также приведено
время сканирования площади 400 мкм2, выбранной
как площадь для нормирования результатов. 

Как видно из таблицы 2, стандартные 
приборы АСМ, позволяющие сканировать 
со скоростью 1 Гц (одна строка в секунду), позволяют
визуализировать 400 мкм2 за 1 ч., но если требуется
отсканировать всю площадь сенсорной зоны, 
то время катастрофически увеличивается. В случае
использования среднескоростного АСМ и 
увеличении скорости сканирования всего в 5 раз,
можно получить информацию о поверхности
“маленькой зоны” за 10 ч. При использовании
стандартных АСМ Sscan = 400 мкм2 (обозначена S400)
обоснованно подходит для нормировки полученных
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Таблица 1. Количество биомолекул в растворе с различными объёмом и концентрацией (NV)

Рисунок 3. Пример схемы выбора точек сканирования на поверхности АСМ-чипа. Левая панель – назначение 
точек сканирования на видеоизображении поверхности чипа с метками (приведён пример для трёх сенсорных зон).
Правая панель – результат сканирования – набор фреймов в заданных точках сканирования.В выносках – увеличенное
изображение участка поверхности с массивом точек в пределах одной сенсорной зоны (левая панель); 
отдельный фрейм в массиве полученных данных сканирования (правая панель).

Концентрация
раствора (М)

Объём раствора

1 мкл 1 мл 100 мл 500 мл
10-10 60 200 000 60 200 000 000 6 020 000 000 000 30 100 000 000 000
10-11 6 020 000 6 020 000 000 602 000 000 000 3 010 000 000 000
10-12 602 000 602 000 000 60 200 000 000 301 000 000 000
10-13 60 200 60 200 000 6 020 000 000 30 100 000 000
10-14 6 020 6 020 000 602 000 000 3 010 000 000
10-15 602 602 000 60 200 000 301 000 000
10-16 60 60 200 6 020 000 30 100 000
10-17 6 6 020 602 000 3 010 000
10-18 602 60 200 301 000
10-19 60 6 020 30 100
10-20 6 602 3 010



результатов. Приведённое в таблице 2 время 
является расчётной величиной сканирования 
без учёта позиционирования, подвода и отвода зонда 
к поверхности и пр. Таким образом, реальное время
измерений возрастает в 2–3 раза. Для оценки
результатов эксперимента необходимо учитывать, 
что S400 составляет ~2,3% от площади “маленькой”
сенсорной зоны или ~0,02% от “большой”.

Проблема длительного времени измерений на АСМ
может быть решена за счёт увеличения скорости
сканирования (как показано в таблице 2), а также 
за счёт автоматизации процесса. На сегодняшний день
отечественный прибор АСМ Титаниум (“НТ-МДТ”,
Россия), позволяет получить до 700–800 фреймов 
с поверхности одного образца в течение двух суток.
Сканирование может осуществляться по заданным
точкам, как показано на рисунке 3, что позволяет
исследователю получить выборку фреймов,
отражающих состояние поверхности различных
участков сенсорной зоны.

В таблице 3 приведено расчётное количество
биомолекул (N400,theor), которое может быть
зарегистрировано на поверхности площадью 400 мкм2

в случае вылавливания всех молекул из объёма 
и их равномерного распределения на всей площади
сенсорной зоны. 

Данные приведены для типов сенсорных зон,
описанных выше в разделе “Формат АСМ-чипов”.
Цветом в таблице 3 выделены N400,theor, которые могут
быть использованы как ориентировочные величины
предела детекции DL400,theor. Пределы выбраны 
на основе уровня шума (500 объектов/400 мкм2) —
количества неспецифических объектов с высотой
более 1 нм, присутствующих на поверхности
силанизированной слюды [31]. Следует учесть, 
что данная оценка выполнена без учёта линейных
размеров биомолекул.

Данные расчётов, приведенные в таблице 3,
показали, что минимальный объём, из которого
целесообразно вылавливать белок в случае
применения АСМ-фишинга составляет 1 мл. Также
очевидно, что минимальное значение DL400,theor, 103

может быть достигнуто при минимальной 
площади сенсорной зоны и максимальном объёме
анализируемого раствора: Sarea = 0,02 мм2 и 100–500 мл.

3. ТИПЫ АСМ-ФИШИНГА

Многообразие типов АСМ-чипов, различающихся
свойствами поверхности и геометрией сенсорных зон,
обусловлено различными исследовательскими
задачами, которые могут решаться с применением
технологии АСМ-фишинга (табл. 4). 

Для решения методических вопросов может быть
использована группа “Неспецифического фишинга”.
В схеме фишинга “Неспецифический необратимый
(химический)” (табл. 4, строка 1) используется
подложка из силанизированной слюды, активированная
кросс-линкером. В случае использования метода
химического АСМ-фишинга [31] молекулы аналита
вылавливаются из раствора не на молекулы-лиганды, 
а непосредственно на поверхность химически
активированной зоны, занимающей небольшую 
часть поверхности АСМ-чипа (сенсорной зоны). 
За счёт использования химически активированной
зоны происходит неспецифическое необратимое
вылавливание белковых молекул, находящихся 
в анализируемом растворе. В процессе инкубации 
в растворе белка на поверхности чипа формируется
химическая связь между активными группами 
на поверхности и группами биомолекулы. 
Цель использования кросс-линкера вместо молекул
лиганда — исключение процесса диссоциации
комплекса лиганд-мишень. Образование химической
связи позволяет необратимо зафиксировать
биомолекулы на поверхности. 

В схеме фишинга “Неспецифический обратимый”
(табл. 4, строка 2) в качестве АСМ-чипа используется
высокоориентированный пиролитический графит
(ВОПГ).Графит — проводящий материал, поверхность
которого обладает гидрофобными свойствами. Цель
использования АСМ-чипа из ВОПГ — возможность
использования электрических сил как фактора,
влияющего на эффективность фишинга [32]. 

В случае использования чипов 
с иммобилизованными молекулами-лигандами
(аптамерами или антителами), вылавливание целевых
биомолекул происходит за счёт биоспецифического
взаимодействия лиганд-мишень. Такой вид фишинга
может быть обозначен как “Биоспецифический”.
Взаимодействие лиганд-мишень является обратимым,
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Таблица 2. Исходные данные и результаты расчёта полного времени сканирования сенсорной зоны 
на поверхности АСМ-чипа

Sarea

Количество
фреймов 

на площади
Sarea, шт

Параметры сканирования Время сканирования

Sfr, мкм
2

Частота
сканиро-
вания, Гц

Количество
точек на
фрейм

Шаг скани-
рования, нм

Единичный
фрейм

Полная
площадь
сенсорной
зоны

Стандартный
АСМ 

400 мкм2 16

25

1

256 20

4,3 мин

1 ч

0,02 мм2 707 50 ч

1,8 мм2 70650 5024 ч

Среднескоростной
АСМ

400 мкм2 16

5 0,9 мин

0,2 ч

0,02 мм2 707 10 ч

1,8 мм2 70650 1005 ч



но диссоциации комплекса лиганд-мишень можно
избежать, если сформировать химическую связь
между группами молекулы зонда и молекулы мишени.
В таком случае связывание лиганд-мишень станет
необратимым. В случае использования традиционной
схемы биоспецифического взаимодействия между
лигандом, иммобилизованным на поверхности чипа,
фишинг обозначен как “Биоспецифический
обратимый фишинг” (табл. 4, строка 3).При обратимом
связывании количество образующихся на поверхности

комплексов определяется константой диссоциации Kd.
При необратимом фишинге комплексы, образующиеся
на поверхности, дополнительно ковалентно
сшиваются, что переводит обратимую реакцию
комплексообразования в необратимую и повышает
концентрационную чувствительность обнаружения
белковых комплексов за счёт снятия Kd-предела. 
Для достижения цели “необратимости” связывания
биомолекул в комплексе может быть использована
процедура модификации иммобилизованных 
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Таблица 3. Расчётная оценка ожидаемого количества биомолекул, которое может быть зарегистрировано 
на площади 400 мкм2 после фишинга из растворов с различными объёмом и концентрацией (N400,theor), при условии
равномерного распределения всех биомолекул по поверхности сенсорной зоны Sarea

Примечание.Цветом выделены ячейки с величинами N400,theor, которые могут быть использованы как ориентировочные
величины предела обнаружения DL400,theor белков при АСМ-фишинге.

Площадь 
сенсорной зоны

Концентрация
раствора (М)

Объём раствора
1 мкл 1 мл 100 мл 500 мл

Sarea = 17663 мкм2

≈0,02 мм2

(«маленькая»)

10-10 1 363 340 1 363 340 410 136 334 041 047 681 670 205 237

10-11 136 334 136 334 041 13 633 404 105 68 167 020 524

10-12 13 633 13 633 404 1 363 340 410 6 816 702 052

10-13 1 363 1 363 340 136 334 041 681 670 205

10-14 136 136 334 13 633 404 68 167 021

10-15 14 13 633 1 363 340 6 816 702

10-16 1 1 363 136 334 681 670

10-17 136 13 633 68 167

10-18 14 1 363 6 817

10-19 1 136 682

10-20 14 68

Sarea = 158963 мкм2

≈0,16 мм2

10-10 151 482 151 482 268 136 334 041 047 681 670 205 237

10-11 15 148 15 148 227 13 633 404 105 68 167 020 524

10-12 1 515 1 514 823 1 363 340 410 6 816 702 052

10-13 151 151 482 136 334 041 681 670 205

10-14 15 15 148 13 633 404 68 167 021

10-15 2 1 515 1 363 340 6 816 702

10-16 151 136 334 681 670

10-17 15 13 633 68 167

10-18 2 1 363 6 817

10-19 136 682

10-20 14 68

Sarea = 1766250 мкм2

≈1,8 мм2

(«большая»)

10-10 13 633 13 633 404 1 363 340 410 6 816 702 052

10-11 1 363 1 363 340 136 334 041 681 670 205

10-12 136 136 334 13 633 404 68 167 021

10-13 14 13 633 1 363 340 6 816 702

10-14 1 1 363 136 334 681 670

10-15 136 13 633 68 167

10-16 14 1 363 6 817

10-17 1 136 682

10-18 14 68

10-19 1 7

10-20 1



молекул лигандов (например антител) с помощью
кросс-линкеров, как это описано в [3], или могут быть
использованы аптамеры, содержащие активную группу,
способную образовывать ковалентную связь с целевой
молекулой белка, по аналогии с сомамерами [33, 34]. 
В таком случае, в процессе инкубации на поверхности
чипа формируются комплексы лиганд-мишень за счёт
биоспецифического взаимодействия. Далее следует
образование химической связи между группами
биомолекул в комплексе посредством кросс-линкера.
В таком случае фишинг может быть обозначен 
как “Биоспецифический необратимый фишинг” 
(табл. 4, строка 4). 

Возможность использования группы
“Биоспецифического фишинга” определяет потенциал
практического применения технологии АСМ-фишинга
для обнаружения белков в растворах, так как
биоспецифическое взаимодействие определяет
специфичность анализа в рутинной медицинской
диагностике и протеомике. 

При реализации вышеуказанных схем фишинга
может быть использован один из следующих приёмов:
инкубация в объёме или в потоке анализируемого
раствора белка. При инкубации “в объёме” АСМ 
чип целиком погружают в пробирку, проводят
инкубацию, далее переносят чип в другую пробирку,
содержащую отмывочный раствор. После инкубации
и отмывки следует сушка АСМ-чипа, который далее
передают для сканирования поверхности.

При “инкубации в потоке” собирается проточная
система [35], основными элементами которой являются
перистальтический насос (или автоматическая
пипетка) для подачи анализируемого потока и
инкубационная ячейка (рис. 4). 

В таком случае АСМ-чип является дном 
ячейки, в которую с помощью перистальтического
насоса или автоматической пипетки подают
анализируемый раствор белка.Поверхность АСМ-чипа
покрыта политетрафторэтиленовой (ПТФЭ) плёнкой 
с отверстием. Далее на поверхность чипа помещают
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Таблица 4. Различные типы АСМ-фишинга

Рисунок 4. Схема установки для фишинга в проточном режиме, “Фишинг неспецифический необратимый”.

Группа №
схемы Обозначение АСМ-чип Фактор, обеспечивающий фиксацию

целевых биомолекул на поверхности

Н
ес
пе
ци
фи
че
ск
ий

1
НЕСПЕЦИФИЧЕСКИЙ

НЕОБРАТИМЫЙ
(ХИМИЧЕСКИЙ)

силанизированная слюда 
с поверхностью, активированной
кросс-линкером

химическая (ковалентная) связь между
группами на поверхности чипа и
группами мишени, сформированная
посредством кросс-линкера

2 НЕСПЕЦИФИЧЕСКИЙ
ОБРАТИМЫЙ

пластина высокоориентированного
пиролитического графита (ВОПГ)

физическая сорбция биомолекул
мишени на поверхности чипа

Би
ос
пе
ци
фи
че
ск
ий 3 БИОСПЕЦИФИЧЕСКИЙ

ОБРАТИМЫЙ

силанизированная слюда 
с иммобилизованными 
молекулами лиганда

биоспецифическое взаимодействие
лиганд-мишень

4 БИОСПЕЦИФИЧЕСКИЙ
НЕОБРАТИМЫЙ

силанизированная слюда 
с иммобилизованными молекулами
лиганда, молекулы лиганда
модифицированы кросс-линкером

биоспецифическое взаимодействие
лиганд-мишень и химическая связь
между группами лиганда и мишени,
сформированная посредством 
кросс-линкера



ячейку из фторопласта. При проведении фишинга
анализируемый раствор подают в ячейку с помощью
перистальтического насоса (или автоматической
пипетки). Забор жидкости из ячейки проводят 
с помощью перистальтического насоса через
откачную трубку. Скорость подачи и отбора раствора
подбирается таким образом, чтобы ячейка всегда
оставалась заполненной. После пропускания всего
анализируемого раствора следует процедура отмывки
поверхности также с использованием проточной
системы. Далее АСМ-чип извлекают из системы,
высушивают и передают на сканирование.
Преимуществом такого способа подачи образцов
является возможность использования большого объёма
образца. Подробно приём “инкубации в потоке”
описан в работе [35].

4. ПРИМЕРЫ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ АСМ-ФИШИНГА
ДЛЯ ОБНАРУЖЕНИЯ БЕЛКОВ

В работе [36] показана принципиальная
возможность обнаружения белка пероксидазы 
хрена (ПХ) с помощью необратимого фишинга.
Показано влияние на эффективность обнаружения
исследуемых белков ПХ таких параметров фишинга,
как время инкубации, объём и концентрация
анализируемого раствора.С понижением концентрации
белка в анализируемом растворе количество
выловленных за одно и то же время инкубации
молекул снижается. Количество белка, выловленного
при химическом фишинге, прямо пропорционально
объёму анализируемого раствора: с увеличением
объёма количество выловленного белка увеличивается.
Увеличение объёма анализируемого 10-17 М раствора
позволило достоверно зарегистрировать белок 
(с использованием подхода предварительного 
10-кратного концентрирования белка). Также
экспериментально показано, что при уменьшении
концентрации анализируемого раствора целесообразно
повышать площадь сканирования поверхности и
уменьшать площадь сенсорной зоны для повышения
достоверности получаемых данных.

В работе [35] приведён пример использования
неспецифического обратимого АСМ-фишинга 
для обнаружения белков в растворах при низкой
концентрации. Проведён фишинг двух белков —
человеческого сывороточного альбумина (ЧСА) и
цитохрома b5 на поверхность проводящего 
материала ВОПГ. Фишинг проводили в двух режимах
ввода растворов: (1) быстрый ввод раствора с помощью
автоматической пипетки — инжекторный ввод; 
(2) медленный ввод раствора с помощью
перистальтического насоса. Фишинг с инжекторным
вводом проводили в присутствии или 
отсутствие приложенного внешнего напряжения 
к поверхности ВОПГ. Объём анализируемого 
раствора был одинаковый во всех случаях 
и составлял 100 мл. В экспериментальной серии
показано, что эффективный фишинг белка 
протекает в условиях быстрого инжекторного ввода
раствора белка. Два белка — ЧСА и цитохром b5 —
были зарегистрированы в растворах с минимальной
концентрацией 10-17 М. При медленном вводе 

раствора с помощью перистальтического насоса
фишинга не происходило и белок не сорбировался 
на поверхность чипа из ВОПГ. Как показали 
Ivanov и соавт. [35], одним из определяющих факторов
для эффективной доставки белка в процессе фишинга
на поверхность чипа из ВОПГ является инжекторный
способ ввода раствора аналита в измерительную
кювету. При таком способе ввода раствора возникает
дополнительный электрический заряд в системе, 
что способствует быстрой сорбции молекул 
на поверхности сенсора. Наличие дополнительного
заряда приводит к эффективному фишингу белка 
даже без приложенного электрического поля. 
В режиме инжекторного ввода раствора подача
внешнего положительного напряжения не влияет 
на количество сорбированного белка, в то время как
прикладывание отрицательного напряжения приводит
к уменьшению эффективности фишинга.

Биоспецифический АСМ-фишинг был применён
для обнаружения серологического маркера —
корового антигена вируса гепатита С (HCVcoreAg) 
в буферном растворе с использованием антител против
корового антигена вируса гепатита С (anti-HCVcoreAg)
в качестве молекулярного зонда [37]. После инкубации
АСМ-чипа, функционализированного молекулами
anti-HCVcoreAg, в анализируемом растворе,
содержащем HCVcoreAg, размер объектов 
на поверхности увеличился за счёт образования
комплекса антиген-антитело. Показано, что высота
anti-HCVcoreAg находится в диапазоне 1–1,5 нм,
высота HCVcoreAg — в диапазоне 1,5–2 нм, 
высота их комплексов — в диапазоне 3–7 нм. 
Высоты молекулярных зондов и белков-мишеней
оказались меньше высоты комплекса 
антитело-антиген, как и предполагалось. Результаты
работы [16] показали, что использование 
обратимого биоспецифического фишинга позволяет
обнаружить белок в 1 мл раствора при минимальной
концентрации 10-11 М. HCVcoreAg был сконцентрирован
на поверхности за счёт обратимого связывания
антиген/антитело. В случае перехода в режим
“необратимого” связывания [16], то есть 
при дополнительной перешивке комплекса
антитело/антиген за счёт фотокросс-линкера, белок
зарегистрирован в 1 мл раствора при минимальной
концентрации 10-15 М. Перевод обратимого
взаимодействия антиген/антитело в составе комплекса
в необратимое позволяет увеличить чувствительность
анализа на 4 порядка.Модификация иммобилизованных
anti-HCVcoreAg фотокросс-линкером не нарушает 
их аффинности. Так, в процессе инкубации 
в анализируемом растворе на поверхности
контрольной зоны присутствовали антитела 
такого же класса и также они были модифицированы
фотокросс-линкером (anti-HBsAg). Однако 
на поверхности рабочей зоны в процессе
необратимого фишинга сформировались целевые
комплексы anti-HCVcoreAg/HCVcoreAg, которые
далее были зарегистрированы с помощью АСМ. 

Биоспецифический фишинг может быть
использован для обнаружения белков в биологическом
образце. Этот метод применялся для обнаружения
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частиц вирусов гепатита С и гепатита В в сыворотке
крови [38–40]. В работе [40] после инкубации чипа,
функционализированного антителами, в сыворотке
крови, содержащей вирус гепатита С, с помощью АСМ
были визуализированы новые объекты высотой 
в диапазоне 10–35 нм, в то время как в контрольной
отрицательной сыворотке таких объектов не было.
Типичные объекты в контрольном эксперименте
имели высоту менее 5 нм. Аналогичная схема
регистрации применялась и для выявления 
вирусов гепатита В. При этом объекты высотой 
в диапазоне 10–40 нм наблюдались после инкубации
АСМ-чипа с иммобилизованными антителами 
к антигену вируса гепатита В (HBsAg) в сыворотке.
МС анализ подтвердил селективность предложенной
аналитической системы для обнаружения маркерных
белков вируса гепатита Сс использованием АСМ-чипов,
функционализированных антителами [41, 42].

Показана возможность использования
биоспецифического фишинга для обнаружения
гликопротеина оболочки gp120 вируса
иммунодефицита человека (ВИЧ-1), используемого 
в качестве биомаркера в диагностике [43]. 
В данном случае в качестве молекулярных зондов 
на поверхности были иммобилизованы аптамеры —
амино-модифицированные биотинилированные 
ДНК олигонуклеотиды (Mw ≈ 23 кДа), содержащие 
т-аминогруппы в качестве концевой терминальной
вставки для облегчения как иммобилизации аптамера
на поверхности чипа, так и его взаимодействия 
с целевым белком. Использование аптамеров
позволило добиться увеличения контраста 
АСМ-изображения по сравнению с подходом,
основанном на использование антител [43–45].
Величина контрастности, определённая на основе
экспериментальных данных, составила в случае
использования аптамеров 0,8, что в 2 раза выше
аналогичной величины, полученной в случае
использования иммобилизованных антител 
(ICgp120/ab ~0,4). Такое повышение контрастности
ожидаемо и следует из того, что отношение
молекулярных масс gp120 и аптамера больше, 
чем отношение молекулярных масс gp120 и антител 
к нему, а значит и высот изображений.

Повышенная контрастность АСМ-изображения
комплексов аптамер/белок может позволить достичь
более высокой чувствительности анализа [38, 46, 47].
В работе [38] показано, что: АСМ-чипы 
с иммобилизованными аптамерами могут быть
использованы для обнаружения HCVcoreAg 
в буферном растворе и в присутствии белковой
матрицы при концентрации 10-12 М; антиген 
может быть обнаружен в составе коньюгата; 
при использовании АСМ-чипов с иммобилизованными
аптамерами для оценки результатов фишинга могут
быть использованы два критерия — качественный и
количественный. В работе [46] показано, что белковый
маркер вирусного гепатита С HCVcoreAg может 
быть обнаружен в растворах с концентрациями 
от 10-10 М до 10-13 М. При этом в качестве аффинного
реагента может быть использован АСМ-чип 
с иммобилизованными аптамерами, различающимися

последовательностью, но содержащих одинаковое
количество оснований. Для одного из аптамеров
показана возможность анализа в указанном 
выше диапазоне концентраций. Следует отметить, 
что в качестве молекулярных зондов на поверхности
использовали модифицированные аптамеры против
HCVcoreAg, разработанные для терапевтических целей.
Достигнутая чувствительность анализа на два порядка
лучше, чем в случае использования антител,
иммобилизованных на поверхности АСМ-чипа. 

Показана возможность обнаружения маркерного
белка HCVcoreAg в сыворотке крови человека 
при использовании АСМ-чипов с иммобилизованными
аптамерами против HCVcoreAg, последовательность
которых представлена в [47]. Было отмечено
удовлетворительное совпадение данных АСМ-анализа
с данными ИФА: совпадение составило 100% и 80% 
в случае анализа положительных сывороток и
отрицательных соответственно. Корректно установить
специфичность и чувствительность АСМ-анализа 
не представилось возможным из-за малой выборки
образцов. Показано, что все используемые типы
аптамеров могут быть использованы в качестве
молекулярных зондов, но перспективным 
является использование матрицы сенсорных зон,
содержащих различные типы аптамеров. Такой 
массив может содержать аптамеры против 
других маркерных белков вирусного гепатита С.
В таком случае будет обеспечена мультиплексность
анализа, что, безусловно, повысит достоверность
получаемых данных. 

Высокая чувствительность аналитической
системы на основе АСМ-фишинга обусловлена
эффективным концентрированием белка и высокой
чувствительностью регистрирующей системы 
на уровне отдельных молекул белка.

В работе [3] для оценки эффективности
концентрирования белка в процессе необратимого
фишинга предложено ввести фактор
концентрирования (F). При определённых условиях 
F может достигать величины порядка 108. 
Это означает, что в случае необратимого фишинга 
из 1 мл раствора аналита с концентрацией 10-17 М
концентрирование молекул приведёт к увеличению
объёмной концентрации 10-17 М до приповерхностной
концентрации 10-9 М, что значительно облегчит
детекцию белков.

Чувствительность детектора оказывает большое
влияние на чувствительность аналитической системы,
предназначенной для обнаружения белков [3, 16]:

NABDL = (2),
NAV

где NAB — число белковых молекул или их комплексов
на поверхности чипа, которое может зарегистрировать
детектор. Например, если NAB ~108 белковых молекул
(Mr ~50 кДа), тогда DL ~10-12 M. В предельном 
случае при повышении чувствительности детектора
до NAB ~1, при объёме раствора аналита V = 1 л,
величина DL составит:

ТЕХНОЛОГИЯ АСМ-ФИШИНГА ДЛЯ ОБНАРУЖЕНИЯ БЕЛКОВ В РАСТВОРАХ
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1
DL = ≈ 10-24 M (3),

NAV

что является обратным числом Авогадро. 
Высокая чувствительность регистрации может быть
достигнута при использовании зонда АСМ, 
имеющего размер порядка размера биологической
макромолекулы (1–10 нм). 

Из приведённых уравнений (2) и (3) следует:
(1) чувствительность фишинга может быть

повышена при увеличении объёма раствора аналита
как вследствие увеличения общего числа молекул,
доступных для вылавливания, так и вследствие
увеличения F;

(2) чувствительность фишинга возрастает 
при уменьшении площади поверхности чипа S.

С целью уменьшения площади поверхности S и
увеличения фактора F оправдано использование 
малой сенсорной зоны. Эффективность такого
способа показана в данной работе и в других 
работах, например [48, 49], в которых 
показана возможность снижения DL для белков 
до 10-19–10-20 М при использовании активированной
зоны площадью S<0,1 мкм2. Но, с другой стороны,
использование малой сенсорной зоны ограничивает
ёмкость чипа.

Для оценки теоретически возможной ёмкости 
на основе экспериментальных данных можно
использовать величину N400,ab ≈14500 — количество
антител на площади 400 мкм2 при условии
иммобилизации в виде монослоя. Так, если принять,
что целевые биомолекулы соответствуют линейным
размерам антитела (~5 нм), то максимальное число
биомолекул на поверхности всей сенсорной зоны 
Sarea =1,8 мм2 (1766250 мкм2) составило бы:

(N400,ab × Sarea / S400) ≈ 6,4×107 (4).
Следовательно, теоретически могут быть

выловлены и размещены на поверхности 
сенсорной зоны все биомолекулы, например, 

из 1 мл 10-13 М раствора (табл. 5). Но, если необходимо
сконцентрировать большее количество биомолекул, 
то необходимо увеличивать площадь сенсорной зоны.
Максимально возможная Sarea соответствует 
площади всего чипа (~1 см2 или 100 мм2), 
в случае использования АСМ-чипа на основе слюды.
В таком случае может быть максимально выловлено
~3,5×109 биомолекул.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Принципиальная возможность регистрации
сигнала от единичных биомолекул обусловливает
использование АСМ как основы новой
биоаналитической системы для обнаружения белков.
Но для реализации подобной системы необходима
комбинация АСМ с методами фишинга, позволяющим
сконцентрировать целевые молекулы на поверхности
за счёт неспецифического или биоспецифического
взаимодействия. В настоящее время параметрами
целевых биомолекул на поверхности, используемыми
для анализа, являются их высота и количество. 
Но разработка новых поколений приборов, 
например BioScope Resolve™ BioAFM [50],
позволяющих одновременно регистрировать
несколько сигналов по независимым каналам,
определяет перспективу применения АСМ как основы
новой нанотехнологической платформы, которая
позволит расширить перечень регистрируемых
параметров для биомакромолекул. Внедрение
серийных высокоскоростных приборов позволит
использовать АСМ для решения задач медицинской
диагностики, а также внедрить в широкую практику
метод АСМ-фишинга для обнаружения медицински
значимых белков. Сочетание высокоскоростного
сканирования и многозондового прибора [51] будет
перспективным для использования в протеомном
скрининге. АСМ имеет большой потенциал 
в сочетании с другими подходами к исследованию.
Для визуализации и дальнейшей идентификации 
белка и белково-белковых комплексов объединены
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Таблица 5. Экспериментальные значенияDL(DLexp), достигнутые при использовании различных типов АСМ-фишинга

Тип фишинга Лиганд Целевой
белок

Условия фишинга Оценочное
количество
биомолекул,
выловленное
на чипе, Narea

DLexp, М
Объём

раствора, V

Площадь
сенсорной
зоны, Sarea

Время
фишинга

Биоспецифический
обратимый

антитело
HCVcoreAg

1 мл

1,8 мм2 60 мин

— 10-11

50 мл — 10-11

аптамер (А15) 1 мл 4,4×105 10-13

Биоспецифический
необратимый

модифицированные
антитела HCVcoreAg

1 мл
1,8 мм2 60 мин

— 10-15

50 мл — 10-16

Неспецифический
обратимый — Цитохром b5 100 мл 0,07 мм2 90 мин 2,0×105 10-17

Неспецифический
необратимый
(химический)

—
(химически

активированная
поверхность)

Пероксидаза
хрена

1 мл 0,03 мм2 180 мин 3,7×104 10-15

500 мл (лиоф.) 1,8 мм2 — 1,3×105 10-17



методы анализа АСМ и МС. АСМ-фишинг позволяет
обнаруживать белки с низким содержанием и
охарактеризовать их свойства. Такие комбинации
особенно полезны для решения задач протеомики и
медицинской диагностики.
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The review considers the possibility of using atomic force microscopy (AFM) as a basic method for protein
detection in solutions with low protein concentrations. The demand for new bioanalytical approaches is determined 
by the problem of insufficient sensitivity of systems used in routine practice for protein detection. Special attention 
is paid to demonstration of the use in bioanalysis of a combination of AFM and fishing methods as an approach 
of concentrating biomolecules from a large volume of the analyzed solution on a small surface area.

The whole English version is available at http://pbmc.ibmc.msk.ru.
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