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На основе атомно-силовой микроскопии (АСМ) разработан метод необратимого
химического АСМ-фишинга (AСM-НФХим) для детекции белков в сверхнизких концентрациях
в растворе. Используя этот метод, в растворе зарегистрирован белок пероксидаза хрена (HRP)
c концентрацией 10-17 M. Предложена теоретическая модель, которая позволяет описать
полученные экспериментальные данные. Эта модель учитывает доставку белка из объема
измерительной кюветы на поверхность АСМ-чипа и его необратимое связывание в зоне
активации.
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ВВЕДЕНИЕ. Развитие методов аналитической протеомики и
высокочувствительной диагностики является важной задачей. Эти методы
основаны на использовании различных способов регистрации белков:
оптических [1-24], механических микрокантилеверных [25],
магнитоэлектрических [26] и т.д. Предел чувствительности большинства
перечисленных выше методов составляет порядка 10-12 М [27, 28]. Однако,
такой чувствительности недостаточно для обнаружения низкокопийных
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* - адресат для переписки

Принятые сокращения: d-b5 – цитохром b5; d-Fp – NADPH:цитохром Р450 редуктаза;
DL – нижний предел концентрационной чувствительности; DSP – дитиобис(сукцинимидил
пропионат); DSC – дисукцинимидилкарбонат; HCVcoreAg – кор-антиген вируса
гепатита С; HRP – пероксидаза хрена; PSA – простатоспецифический антиген;
SMAD-2 – Mothers against decapentaplegic homolog 2; АСМ-НФХим – необратимый
химический АСМ-фишинг; ДМСО – диметилсульфоксид; ФСБ – фосфатно-солевой
буферный раствор.



белков, концентрация которых в биологическом материале ниже 10-12 М.
Согласно оценкам, в плазме крови человека может содержаться порядка
2 млн [27] – 5 млн [29] типов белков, основной вклад в которые вносят
низкокопийные белки с концентрацией ниже 10-12 М. Эти белки могут являться
биомаркерами патологических состояний человека, например, гепатита С
(HCVcore Ag) [30, 31], онкозаболеваний (SMAD-2) [32] и др. Таким образом,
разработка новых подходов для регистрации белка с концентрационной
чувствительностью (DL) на уровне DL<10-12 М [28, 33, 34] является актуальным
направлением в области протеомного анализа и медицинской диагностики.

Метод AСM-НФХим. В настоящей работе использован подход,
основанный на методе необратимого АСМ-фишинга. Этот метод заключается
в концентрировании молекул белка (аналита), распределенных в большом
объеме, на небольшой поверхности АСМ-чипа и их ковалентном
(необратимом) связывании с поверхностью этого чипа. Регистрация связанных
молекул осуществляется в режиме их счета при помощи АСМ [27, 28]. Высокая
чувствительность такой аналитической системы обусловлена эффективным
концентрированием белка и высокой чувствительностью регистрирующей
системы на уровне отдельных молекул белка. 

Фактор концентрирования (F) вводится для оценки эффективности
концентрирования белка в процессе необратимого фишинга [27]. При условии,
что все молекулы (N0), присутствующие в объёме (V), могут быть выловлены
и ковалентно связаны с поверхностью АСМ-чипа площадью S (при этом
концентрация молекул белка на поверхности АСМ-чипа будет равна Cs)
он может быть представлен как:

(1.1),

– начальная объёмная концентрация белка

в растворе до начала фишинга; 

в объёме приповерхностного слоя, S и h – соответственно, площадь и высота
слоя молекул белка, выловленных на поверхность АСМ-чипа, NA – число
Авогадро.

Уравнение (1.1) может быть представлено в более простом виде: 

(1.2).

Из уравнения 1.2 следует, что F может достигать величины порядка 108

при следующих условиях: высота слоя выловленных молекул h=5 нм,
что соответствует высоте молекулы белка [35]; объем раствора аналита V=1 мл;
площадь поверхности АСМ-чипа S=1 мм2. Это означает, что в случае
необратимого фишинга из 1 мл раствора аналита с концентрацией 10-17 М
концентрирование молекул с F=108 приведёт к увеличению объёмной
концентрации 10-17 М до приповерхностной концентрации 10-9 М,
что значительно облегчит детекцию белков.

Чувствительность детектора также оказывает большое влияние
на чувствительность протеомной аналитической системы [28]. Известно,
что для схемы необратимого фишинга чувствительность DL аналитических
систем определяется соотношением [27]:
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где

– концентрация молекул белка 



(1.3),

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. Такое соотношение
характерно, например, для коммерческого оптического биосенсора IAsys
(“Affinity Sensors”, Великобритания). В предельном случае при повышении
чувствительности детектора до NAB~1, при объёме раствора аналита V=1 л,
величина DL составит:

(1.4),

что является обратным числом Авогадро. Высокая чувствительность
регистрации может быть достигнута при использовании зонда АСМ, имеющего
размер, сопоставимый с размером биологической макромолекулы (1-10 нм).
Было показано, что АСМ-зонд позволяет осуществлять регистрацию не только
вирусных частиц [30], но и отдельных молекул белков [27, 28, 35-43].

Модели вылавливания белков на поверхность чипов. Теоретический
анализ процесса связывания белковых молекул с поверхностью чипов основан
на использовании различных моделей. Так, для описания подобного
процесса использовалась диффузионно-кинетическая модель [44]. Эта модель
предполагает, что скорость вылавливания белка на поверхность чипа
определяется скоростями двух процессов: скоростью диффузии молекул белка
к поверхности (уравнения 1.5; 1.6) и скоростью образования связи между
белком и активным центром поверхности (уравнение 1.7):

(1.5),

(1.6),

(1.7),

где С – концентрация белка в объёме анализируемого раствора;
Cs – поверхностная концентрация выловленных молекул белка;
D – коэффициент диффузии белка в растворе; n – нормаль к поверхности
чипа; kon – константа скорости реакции образования “комплекса” белка
с активным центром поверхности чипа, а koff – константа скорости
диссоциации этого “комплекса”; r – поверхностная концентрация
активных центров чипа. Для случая необратимого связывания белка koff=0.
После задания соответствующих начальных и граничных условий
решение приведенной выше системы уравнений позволяет получить
зависимость концентрации белка на поверхности чипа от времени
вылавливания. Авторы [44] отмечают, что данная модель может быть
применена лишь при отсутствии течения жидкости. Однако, как правило,
для повышения эффективности процесса вылавливания используется
перемешивание. 
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При наличии перемешивания в системе предлагается использовать
модель идеального смешения, предполагающую равномерное распределение
молекул белка по всему объёму раствора в любой момент времени [44].
В этом случае зависимость поверхностной концентрации белка от времени
вылавливания описывается выражением:

(1.8).

Необратимое связывание белка и перевод концентрации белка из 3D–
в 2D- измерение с учетом убыли количества белка в растворе за счёт его
связывания с поверхностью было описано в [26] следующим соотношением:

(1.9),

где CSmax – максимально возможная поверхностная концентрация белка;
S – площадь поверхности детектора, способной связывать белок; V – объём
анализируемого раствора.

В этом уравнении авторами [26] выполнен перевод поверхностной
концентрации белка в объёмную в виде:

(1.10).

Аналогичный подход для перевода поверхностной концентрации
в объёмную применялся нами ранее для оценки чувствительности
нанотехнологических методов на базе оптического биосенсора и АСМ [28]. 

В литературе предложены также модели, учитывающие влияние
на процесс вылавливания диффузионного пограничного слоя [45].
При построении этой модели авторы рассмотрели случай, когда обратимое
связывание белка с поверхностью происходит параллельно с необратимым
связыванием. Данная модель была описана в [45] следующими соотношениями:

- уравнение для скорости обратимого связывания:

(1.11);

- уравнение для скорости необратимого связывания:

(1.12);

- зависимость изменения концентрации белка Cn в приповерхностном
слое от времени связывания:

(1.13).

Здесь СSr – поверхностная концентрация обратимо выловленного белка;
CSi – поверхностная концентрация необратимо выловленного белка;
Cn – концентрация белка в приповерхностном слое; С – концентрация белка
в объёме; kon,r – константа скорости обратимого связывания белка;
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ki - константа скорости необратимого связывания белка; f – доля поверхности,
способной связывать белок и доступной для связывания белка;
D – коэффициент диффузии белка в растворе; d – толщина диффузионного
пограничного слоя на поверхности, определяющаяся исходя из скорости
движения раствора относительно поверхности, коэффициента диффузии белка,
вязкости раствора белка и геометрических параметров ячейки [46].

Рассмотренные выше модели вылавливания белков на поверхность были
проверены в ряде экспериментальных работ при помощи различных методов,
например, оптико-биосенсорных методов для растворов с концентрациями
белка С³10-10 М [5-24]. Однако для низких концентраций белка в диапазоне
С<10-12 M такие проверки не проводились в связи с ограниченной
чувствительностью использованных оптических методов. Адекватной
кинетической модели, описывающей вылавливание белка на поверхность
при концентрациях ниже 10-12 M, в доступной литературе нам найти не удалось.
В то же время, если оценить время t, необходимое для необратимого
вылавливания белков по модели, предложенной в [26], в случае начальной
концентрации белка С0=10-16 М для условий эксперимента, описанных в этой
работе (объём V=50 мкл, размер активированной площади S=5400 мкм2),
то это расчётное время должно составлять t~108 с. При этом будет выловлено
90% молекул, изначально находившихся в растворе. Таким образом, согласно
этой модели при анализе раствора белков с концентрацией ~10-16 М
практически невозможно зарегистрировать белки за реальное время
эксперимента, которое обычно составляет t~3 ч ~104 с. Однако,
экспериментально показано, что время необратимого АСМ-фишинга
HCVcoreAg из объёма V=50 мл при концентрации 10-16 М составляет
на несколько порядков меньше, порядка t=4000 с [28]. Как видно, имеется
существенное расхождение результатов экспериментов с данными расчётов
по вышеуказанным моделям, описывающим вылавливание белка
на поверхность чипа. Известны и другие примеры [33, 47, 48], в которых
сообщается о достижении DL=2,8´10-14 М для белка PSA при использовании
нанопроводного детектора. Время регистрации белка на поверхности
наноразмерного чипа при этом составило менее 20 мин. Авторы [49]
приводят данные о достижении предела чувствительности детекции
для белка ферритина человека (hFtn) 2´10-17 М при использовании метода
специфического связывания (молекулярного импринта) на поверхности
углеродных нанотрубок с покрытием из полифенола. Время, необходимое
для регистрации белка в растворе этим методом, составило ~30 мин. Однако,
в указанных работах не приводилось теоретическое обоснование полученных
данных с помощью теоретических моделей. Таким образом, к настоящему
моменту опубликованы интересные экспериментальные данные о достижении
низких значений DL белков, однако адекватной модели для описания таких
систем в литературе не встречается.

В экспериментальной части представленной работы проведён
необратимый АСМ-фишинг белков непосредственно на химически
активированную зону АСМ-чипа. Такой процесс носит условное название
химический АСМ-необратимый фишинг (АСМ-НФХим) для того, чтобы
отличать его от необратимого биоспецифического фишинга, когда
определяемый белок из раствора вылавливается на иммобилизованные
на поверхности чипа молекулы белка-партнера и образованные комплексы
ковалентно перешиваются [28]. Преимущество АСМ-НФХим заключается
в том, что не требуется использование биоспецифических антител в качестве
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зондов. Это позволяет вылавливать все белки, присутствующие в растворе
аналита, а не только биоспецифические лигаты, что важно для решения
задач протеомики [27]. АСМ-регистрация белков, выловленных в процессе
АСМ-НФХим, проводилась в режиме счёта отдельных молекул. Использование
АСМ в качестве молекулярного детектора позволило экспериментально
достичь концентрационной чувствительности DL=10-17 М при объёме раствора
аналита V=500 мл. 

Теоретическая модель, представленная в нашей работе, учитывает
как динамику перемешивания белка в анализируемом растворе,
так и диффузию белка вдоль поверхности АСМ-чипа. Такая модель позволила
обосновать полученную экспериментально высокую чувствительность
АСМ-НФХим, и определить возможные пути увеличения чувствительности
предложенного подхода. 

МЕТОДИКА.
Реактивы.
Кросслинкеры: дисукцинимидилкарбонат (DSC) (“Sigma”, США),

дитиобис(сукцинимидил пропионат) (DSP) (“Pierce”, США). 
Белки: авидин яичного белка (“Sigma”) и пероксидаза хрена (“Sigma”).
Прочие реактивы: Диметилсульфоксид (ДМСО) (“Sigma”), этанол

(“Реахим”, Россия), калия дигидрофосфат (“Sigma”), калия гидроокись
(“Реахим”), эмульген 913 (“Kao Atlas”, Япония). 

В качестве подложки для АСМ-чипа использовалась слюда (“SPI”, США).
В работе использовали деионизованную воду, очищенная при помощи
установки Millipore Simplicity UV (Франция). 

Методика эксперимента.
Активация поверхности АСМ-чипа. Площадь АСМ-чипа, изготовленного

из силанизированной в соответствии с [28] слюды, составляла 112,5 мм2

(7,5´15 мм). Активированная зона АСМ-чипа площадью S=0,4 мм2 (рисунок 1)
была сформирована с помощью модификации поверхности этой зоны
кросс-линкером, содержащим сукцинимидные группы [50].
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Рисунок 1. 
Принципиальная схема необратимого АСМ-фишинга. I Активация поверхности АСМ-чипа:

раствор кросс-линкера (1) наносится на поверхность АСМ-чипа (2). II АСМ-чип (3)
с активированной зоной. Размеры чипа: 7,5´15´0,25 мм; площадь активированной зоны

S=0,4 мм2; полная площадь чипа Sп=112,5 мм2. III Инкубация АСМ-чипа в растворе
аналита (белка) (4). IV АСМ-чип с выловленными молекулами белка (5) в рабочей

активированной зоне. Контрольная зона (6) - неактивированная зона на том же АСМ-чипе.
На вставке - схематическое изображение активированной зоны с выловленными

молекулами белка. V АСМ-сканирование активированной рабочей и неактивированной
контрольной зон АСМ-чипа. 



В случае фишинга авидина в качестве кросс-линкера был использован
дисукцинимидилкарбонат (DSP), а в случае фишинга HRP –
дитиобис(сукцинимидил пропионат) (DSC). Для активации поверхности
АСМ-чипа раствор кросс-линкера (1,2 мМ, в ДМСО:EtOH, 1:1) был смешан
с фосфатно-солевым буферным раствором (ФСБ) (50 мМ, рН 7,4)
в соотношении 1:1, после чего немедленно нанесен на поверхность АСМ-чипа.
После инкубации раствора кросс-линкера на поверхности АСМ-чипа
(RT, 10 мин), следовала однократная отмывка АСМ-чипа в 1 мл 50% этанола
(10 мин). Далее АСМ-чип был высушен в потоке сухого азота и немедленно
использован для фишинга белка.

Процедура АСМ-НФХим. Принципиальная схема АСМ-НФХим
представлена на рисунке 1. АСМ-чип с активированной зоной инкубировали
в растворе белка (авидина или HRP) во вращающейся кювете при следующих
условиях: объём раствора аналита 1 мл; концентрация раствора (С0)
от 10-9 до 10-15 М; температура инкубации 25°С; время инкубации (t)
от 20 до 180 мин; частота вращения кюветы 900 об/мин. Выбор минимального
времени инкубации обусловлен следующим фактором – при времени
инкубации менее 20 мин количество выловленных частиц было сравнимо
с величиной относительной погрешности определения числа выловленных
белков. Выбор максимального времени инкубации 180 мин обусловлен
ограничением, связанным с побочной реакцией гидролиза сукцинимидных
групп на активированной поверхности АСМ-чипа. Показано, что за 3 часа
гидролизуется ~50% сукцинимидных групп [51].

Фишинг HRP из раствора с концентрацией С0=10-17 М был проведён
в два этапа. На первом этапе исследуемый раствор (V=500 мл) был высушен
с помощью лиофильной сушки (Christ Alpha 1-4 LSC, Германия). Далее
лиофилизованный образец был переведен в объём V*=50 мл. Таким образом
анализируемый раствор белка был сконцентрирован до С0

*=10-16 М.
На втором этапе АСМ-чипы с активированной зоной инкубировались в 50 мл
этого концентрированного раствора белка в течение t=3 ч во вращающейся
с частотой 750 об/мин кювете. 

После инкубации АСМ-чип отмывали в растворе Emulgen 913
(1 мл 0,01% раствора, 40°С, 10 мин), далее следовала трёхкратная отмывка
в деионизованной воде (1 мл, 25°С, 15 мин) и сушка.

Контрольные эксперименты проводили по процедуре, описанной выше,
но для инкубации использовали раствор, не содержащий белок.

АСМ-сканирование. Сканирование проводилось при помощи АСМ
Dimension 3100 (VEECO, США) и NTEGRA Prima (“NT-MDT”, Россия)
на воздухе в полуконтактном режиме с использованием кантилеверов PPP-NCH
(“Nanosensors Inc.”, США). Размер скана 5´5 мкм, число сканов в каждой зоне
не менее 16, общая площадь сканирования каждой зоны не менее
Sscan=400 мкм2. 

Обработка АСМ-изображений. Обработка данных производилась
при помощи программного обеспечения обработки данных АСМ (ПО одАСМ,
Роспатент, рег. номер №2010613458, 26 мая 2010), разработанное в ИБМХ
РАМН. Высота регистрируемых объектов служила основным критерием
измерения размеров молекул [52-57]. Высоты белковых молекул определялись
как высоты соответствующих максимумов распределения их изображений
по размерам аналогично [41]. 

АСМ-сканирование АСМ-чипа в контрольных экспериментах показало,
что содержание неспецифических объектов с высотой h>1 нм
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в активированной зоне не превышает Ns
cat=500 объектов/400 мкм2. Далее

в экспериментах в качестве контрольных зон были использованы участки
неактивированной поверхности АСМ-чипа (см. рисунок 1). Каждое измерение
проводили не менее трёх раз.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ.
Экспериментальные результаты по АСМ-НФХим авидина и HRP.

В качестве модельных белков для проведения фишинга были выбраны
два различных по физико-химическим свойствам белка: авидин и HRP.
На рисунке 2А-Г представлены полученные АСМ-изображения чипа после
инкубации в растворе авидина при концентрациях (С0) 10-9 и 10-13 М.
Было обнаружено, что количество зарегистрированных АСМ объектов остаётся
на одном уровне с увеличением времени инкубации для всего исследуемого
диапазона концентраций белка, что указывает на достижение насыщения
поверхности активированной зоны выловленными молекулами белка за время
t£1 часа. Это подтверждается теоретическими оценками времени выхода
на насыщение, как обсуждено в следующем разделе. Количество авидина,
выловленного из 1 мл раствора с C0=10-9 М, достигает максимального значения
~2´104 молекул/400 мкм2 (400 мкм2 – это площадь АСМ-сканирования).
Было также обнаружено, что с понижением концентрации раствора аналита
изменяется характер распределения АСМ-зарегистрированных объектов
по высотам. На рисунка 3 представлены распределения по высотам
АСМ-изображений молекул авидина, выловленных в процессе АСМ-НФХим
при С0 10-9 и 10-13 М. Из рисунка 3 видно, что в случае фишинга белка
из раствора с С0=10-9 М молекулы имели характеристическую высоту,
соответствующую максимуму плотности распределения по высотам
с величиной hmax=1,8±0,1 нм. Эти результаты хорошо согласуются
со значениями высот других белков со сходной молекулярной массой,
таких, как d-b5 (Mr=50 кДа [58]; hmax=1,8±0,1 нм [38]) и d-Fp (Mr=78 кДа;
hmax=2,3±0,2 нм [38]). Из рисунка 3 видно, что при уменьшении С0 до 10-13 М
высота выловленных объектов становится меньше, hmax=1,2±0,1 нм.
Эти данные можно объяснить следующим образом. Известно, что в растворе
авидин является тетрамером с молекулярной массой Mr=68 кДа [59].
При снижении начальной концентрации раствора аналита часть тетрамеров
авидина диссоциирует за счёт смещения динамического равновесия в сторону
образования мономеров. Поэтому характеристическая высота полученных
АСМ-изображений также уменьшается. Таким образом, корректный
эксперимент по подсчёту частиц, выловленных на АСМ-чип, в случае анализа
растворов авидина может проводиться в диапазоне объемных концентраций
только при С0>10-13 М. АСМ-НФХим белка в диапазоне более низких
концентраций следует проводить с использованием белка, существующего
в растворе в виде мономеров. C понижением концентрации авидина до 10-13 М
зарегистрированное количество белка, выловленного из того же объёма
раствора за время инкубации от 1 до 3 часов не изменялось, то есть
наблюдалось насыщение поверхности. Количество белковых молекул,
выловленных при С0=10-13 М, было меньше, чем в случае фишинга
при С0=10-9 М, и составляло 3´103 молекул/400 мкм2, что может быть связано
с тем, что при С0=10-13 М молекулы авидина имели меньшую высоту и было
сложно их обнаруживать. При этом в ряде случаев наблюдалось некоторое
увеличение латеральных размеров АСМ-изображений при неизменной
величине их высоты. Это увеличение латеральных размеров может быть
связано с латеральным уширением при измерении стандартным АСМ-зондом,
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а также с возможным влиянием погрешности, обусловленной влиянием
поверхности на агрегацию белка. Отсутствие информации о конкретном вкладе
этих явлений в увеличение латеральных размеров объектов не позволяло
использовать эту информацию в оценке количества белка. Поэтому
использовался общепринятый критерий оценки размеров белка на основании
величин высот изображений.
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Рисунок 2. 
АСМ-изображения поверхности АСМ-чипа после инкубации в растворе авидина

при различных значениях времени инкубации (t) и концентраций раствора белка (С0):
(А) t=10 мин, С0=10-9 М, (Б) t=60 мин, С0=10-9 М; (В) t=20 мин, С0=10-13 М, (Г) t=60 мин,

С0=10-13 М (Г). Экспериментальные условия: объём раствора V=1 мл, площадь
активированной зоны S=0,4 мм2, площадь скана 25 мкм2. 



Так как диссоциация белка авидина в области низких концентраций
является определяющим фактором чувствительности, необходимо выбрать
такой белок, который был бы стабилен в области С0=10-13 М.

Как известно, белок HRP в растворе существует только в виде
мономера [60]. Поэтому он был использован для АСМ-НФХим при начальной
концентрации раствора (С0) в диапазоне от 10-13 до 10-17 M. На рисунке 4
представлена зависимость плотности распределения АСМ-изображений
выловленных белковых молекул по высотам r(h) для случаев фишинга HRP
при С0 10-13 и 10-15 М. Из рисунка 4 видно, что максимум распределения r(h)
не зависит от начальной концентрации раствора аналита, и составляет
1,6±0,1 нм. Полученное значение несколько ниже размера молекулы белка HRP,
приведенного в [61], что, по-видимому, связано с деформацией молекул
белка под действием зонда. В то же время, данное значение высоты
молекулы HRP (Mr=44 кДа [60]) хорошо согласуется с величинами высот
молекул мономеров других, сходных по молекулярной массе белков
(CYP450 11A1, hmax=1,6±0,2 нм, Mr=46 кДа [62]; адренодоксин редуктаза,
hmax=1,8±0,2 нм [42], Mr=54 кДа [63]; путидаредоксин редуктаза,
hmax=1,8±0,2 нм [36], Mr=45,6 кДа [64]). 
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Рисунок 3. 
Распределение r(h) АСМ-изображений выловленных молекул авидина по высотам
при различных концентрациях белка в растворе (С0). Экспериментальные условия:

С0=10-9 М (¡) и С0=10-13 М (—), объём раствора V=1 мл, 
площадь активированной зоны S=0,4 мм2.
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При фишинге HRP было обнаружено, что с уменьшением
концентрации раствора аналита число выловленных объектов уменьшается.
На рисунке 5 представлены АСМ-изображения чипа после инкубации
в растворе HRP при С0=10-13 М и временах инкубации (t) 1, 2 и 3 ч. Обработка
полученных данных АСМ-сканирования показала, что с увеличением
времени инкубации от 1 до 3 ч число выловленных объектов в пределах
погрешности не изменяется. В случае фишинга HRP из 1 мл раствора
с С0=10-13 М максимальное количество выловленного белка составляет
~4´103 молекул/400 мкм2. Это значение определяло емкость чипа
для молекул HRP. Расхождение в насыщении поверхности АСМ-чипа
для молекул двух типов белков, авидина и HRP, по-видимому, обусловлено
различной эффективностью ковалентного связывания молекул с поверхностью
АСМ-чипа при одинаковых экспериментальных условиях в связи с их
различным зарядовым состоянием, определяемым pI белков. Эта величина
составляет: pI(авидина)=10 [65] и pI(HRP)=7,2 [66]. Аналогично было
получено, что в случае фишинга HRP из объёма 1 мл при С0=10-15 М количество
выловленного белка составляло ~103 молекул/400 мкм2, то есть с понижением
концентрации HRP количество выловленных молекул уменьшается.
При АСМ-НФХим из 1 мл раствора HRP с С0=10-17 М, сконцентрированного
до 10-16 М, не удалось зарегистрировать белок, так как порог чувствительности
АСМ-детекции в наших экспериментах составлял 500 частиц/400 мкм2.
Это согласуется с тем фактом, что количество белка, выловленного

Рисунок 4.
Распределение r(h) АСМ-изображений выловленных молекул HRP по высотам

при различных концентрациях белка в растворе (С0). Экспериментальные условия:
С0=10-13 М (¡) и С0=10-15 М (—), объём раствора V=1 мл, 

площадь активированной зоны S=0,4 мм2.



при АСМ-фишинге, должно быть прямо пропорционально объёму раствора
аналита [27, 28]: с увеличением объёма раствора аналита количество
выловленного белка увеличивается. Действительно, в результате фишинга
HRP из 500 мл такого раствора аналита с С0=10-17 М, сконцентрированного
до 10-16 М, при времени инкубации (t) 3 ч по процедуре, описанной
в разделе “Процедура АСМ-НФХим”, на площади 400 мкм2 было
зарегистрировано ~2600 молекул. Таким образом, увеличение объёма
до 500 мл с концентрацией аналита С0=10-17 М позволяет достоверно
зарегистрировать белок (с использованием подхода предварительного
10-кратного концентрирования белка). 
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Рисунок 5. 
АСМ-изображения поверхности АСМ-чипа после инкубации в растворе HRP при различных

значениях времени инкубации (t). (А) t=1 ч, (Б) t=2 ч и (В) t=3 ч. Экспериментальные
условия: начальная концентрация HRP С0=10-13 М, объём раствора V=1 мл, 

площадь активированной зоны S=0,4 мм2, площадь сканирования Sscan=25 мкм2.



ТЕОРЕТИЧЕСКОЕ МОДЕЛИРОВАНИЕ ПРОЦЕССА АСМ-НФХИМ.
Численное моделирование процесса АСМ-НФХим.
Процесс АСМ-НФХим упрощённо был представлен следующим образом:
1. Молекулы белка доставляются на поверхность АСМ-чипа за счёт

конвекции и диффузии в трехмерном пространстве, и адсорбируются на эту
поверхность.

2. Белковые молекулы, адсорбированные на поверхности чипа
из трёхмерного пространства, поступают в активированную зону чипа за счёт
диффузии вблизи поверхности чипа.

3. По достижении молекулой белка поверхности активированной
зоны АСМ-чипа происходит её необратимое химическое связывание
с этой поверхностью.

Для теоретического описания процесса необратимого АСМ-фишинга
белковых молекул на поверхность активированной зоны АСМ-чипа нами
составлена численная модель на основе следующей системы уравнений
Навье-Стокса (2.1 – 2.4):

1. Уравнение неразрывности потока [67]:

(2.1),

где r – плотность раствора белка, принятая равной 1000 кг/м3;
ux, uy, uz – проекции скорости u потока жидкости на координатные оси x, y, z;
ux, uy – проекции вектора скорости u, связанной с вращением кюветы,
на координатные оси x и y.

2. Уравнение кинетики переноса белковых молекул [68, 69]:

(2.2),

где С – концентрация раствора белка; t – время инкубации;
Deff – эффективный коэффициент диффузии белка, определяемый по формуле
Deff=D + Dt. Здесь D – коэффициент молекулярной диффузии белка в растворе,
Dt – турбулентный коэффициент диффузии, принятый численно равным
турбулентной вязкости из следующих соображений. В условиях эксперимента
(кинематическая вязкость раствора n=10-6 м2/с, скорость перемешивания (w)
900 и 750 об/мин) значение числа Рейнольдса для системы, определяемое
из соотношения Re=nd2/n [70, 71], составило Re=1300 и Re=8000 для кювет
с диаметром (d) 9 мм (для кюветы объёмом 1 мл) и 27 мм (для кюветы объёмом
50 мл) соответственно. При таких значениях числа Рейнольдса величина
турбулентной вязкости среды nt в системе сравнима с величиной
кинематической вязкости n [72]. Так как турбулентный коэффициент диффузии
и турбулентная вязкость являются величинами одного порядка [46], значение Dt
было принято равным Dt » nt »10-6 м2/с.

3. Уравнения Эйлера–Стокса (аналогично [68]):

(2.3.1),

(2.3.2),

(2.3.3),
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где Р – поле давления потока в рассматриваемой точке; m – динамическая
вязкость раствора белка, принятая равной 10-3 кг/(м´с).

4. Уравнение сохранения числа белковых молекул, составленное
на основе [73]:

(2.4),

где С0 – начальная концентрация раствора аналита; NA – число Авогадро,
NА=6,02´1023 1/моль; V – объём раствора белка.

При построении модели приняты следующие допущения:
1. Связывание молекулы белка с поверхностью активированной зоны

АСМ-чипа происходит необратимо.
2. Молекулы белка не связываются со стенками кюветы.
3. Отсутствует энергетический барьер реакции необратимого ковалентного

связывания белка с активными группами поверхности в активированной
зоне АСМ-чипа.

4. В связи с низкой концентрацией раствора его вязкость не меняется
с уменьшением количества белка в процессе необратимого фишинга.

Для моделирования процесса АСМ-НФХим белка система уравнений
Навье-Стокса (2.1 – 2.5) была решена со следующими граничными условиями:

1. Конвективная составляющая скорости потока на всех твёрдых
поверхностях, включая стенки кюветы, равна нулю:

где u – скорость движения стенок кюветы.
2. В соответствии с принятыми допущениями молекулы белка

не связываются со стенками кюветы и с поверхностью АСМ-чипа
за исключением активированной зоны:

(2.5.2).

3. В приповерхностном слое активированной зоны АСМ-чипа
выловленные молекулы не мешают вылавливанию следующих:

С = 0
При этом было также введено начальное условие: 

С(t = 0) = С0
Дискретизация моделируемой области производилась с помощью

контрольных объемов, полученных на основе конечно-элементного разбиения
[69]. Расчетные параметры моделируемых систем приведены в таблице.
Типовая расчётная сетка представлена на рисунке 6.
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(2.5.1),

(2.5.3).

(2.5.4).

Taблица. Расчётные параметры моделируемых систем.

Примечание. Размеры АСМ-чипа во всех четырёх случаях были одинаковы и составляли
7,5´15´0,25 мм, при этом площадь наибольшей грани чипа составляла Sполн=112,5 мм2.



По предложенной модели были проведены расчёты числа молекул,
выловленных на поверхность активированной зоны при АСМ-НФХим,
от времени фишинга АСМ-чипа при параметрах: начальная концентрация
белка от 10-9 до 10-17 М, максимальное время фишинга t=3 ч, объём раствора
образца 1 мл и 50 мл. При расчетах скорость вращения измерительной кюветы,
принималась 900 об/мин или 750 об/мин в случае фишинга из 1 мл или 50 мл
соответственно (таблица). 

Общая площадь чипа при расчётах соответствовала экспериментальной и
составляла 112,5 мм2 (7,5´15 мм). Площадь активированной зоны S=0,4 мм2

чипа также соответствовала экспериментальной. Выбор для расчётов площади
активированной зоны S=1000 мкм2 обусловлен тем, что это минимальное
значение площади активированной зоны, которое можно получить
с использованием робота Bioforce NanoArrayer (“Bioforce Nanosciences”, США).

Выбор для расчётов параметра величины объёма 50 мл обусловлен тем,
что такой объём биоматериала обычно используется для проведения
АСМ-фишинга в случае анализа белков с концентрацией С0<10-16 М. 

Расчёты проведены с использованием пакета GIDR-3M (атт. пасп. №271
Ростехнадзора ФГУ НТЦ по ЯРБ от 18.02.2010).
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Рисунок 6. 
Типовая расчётная сетка для кюветы объёма V = 50 мл при площади активированной зоны

АСМ-чипа 0,4 мм2 (таблица, случай 2). Геометрические параметры системы: диаметр кюветы
d=27 мм, высота кюветы 86 мм, размеры АСМ-чипа 7,5´15´0,25 мм. 

(А) Изображение моделируемой области. (Б) Увеличенное изображение фрагмента
поверхности АСМ-чипа, содержащего активированную зону.



На рисунке 7 приведены расчётные зависимости числа выловленных
молекул на поверхность активированной зоны АСМ-чипа от времени
инкубации при различных концентрациях раствора аналита. Теоретический
расчет показал, что существует прямая пропорциональная зависимость между
количеством выловленных молекул белка и концентрацией раствора аналита. 

Следует отметить, что, по данным расчётов, при объёме раствора аналита
V=1 мл, более 90% белковых молекул вылавливается на начальном этапе
фишинга, за время менее 1 ч после начала фишинга (t»1000 c=17 мин),
по прошествии которого число выловленных молекул изменяется
незначительно. Как показали экспериментальные данные, зарегистрированное
число выловленных белковых молекул мало изменяется в течение промежутка
времени от 1 до 3 ч. Этот факт подтверждает вывод предложенной модели
химического АСМ-фишинга о том, что время эффективного фишинга
достаточно небольшое, t£1 часа.

Сравнение расчетных и экспериментальных данных для количества
выловленных молекул HRP при различных концентрациях показало, что при
С0=10-13 М, С0=10-15 М и С0=10-17 М, количество выловленного белка
уменьшалось с уменьшением концентрации, как и предсказывалось
теоретическими расчетами. Отметим при этом, что экспериментально
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Рисунок 7. 
Расчётные зависимости числа выловленных молекул белка Ns(t)/Sscan на поверхность

активированной зоны АСМ-чипа при различных значениях объема раствора аналита (V)
и концентраций раствора аналита (С0). Расчётные параметры: V=1 мл, V=50 мл;

начальная концентрация раствора белка 10-13 М, 10-15 М, 10-17 М; площадь активированной
зоны S=0,4 мкм2, площадь сканирования Sscan=400 мкм2. 

На вставке показано увеличенное изображение начального участка зависимостей. 
Емкость поверхности соответствует экспериментальной, NS

sat EXP=2´104 частиц/400 мкм2.
Теоретически рассчитанное число выловленных молекул на площади сканирования

составляет 1/1000 всех выловленных молекул.
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измеренное количество выловленного белка HRP при С0=10-13 М меньше
рассчитанного. Это можно объяснить тем, что поверхность используемого
нами АСМ-чипа имеет ограниченную ёмкость, то есть в активированной
зоне может разместиться конечное число молекул белка
NS

maxEXP=4´103 молекул/400 мкм2 (как было показано в эксперименте с HRP
при С0=10-13 М). Поэтому при фишинге белков из раствора высокой
концентрации происходит насыщение по количеству выловленных молекул
на поверхности активированной зоны чипа, что и наблюдается в эксперименте
для концентрации 10-13 М, как отмечалось выше. В случае фишинга авидина
при С0=10-13 М уменьшение числа зарегистрированных выловленных молекул
белка связано с уменьшением высоты их АСМ-изображений из-за диссоциации
авидина при этой концентрации, в результате чего было затруднительно
зарегистрировать все выловленные молекулы этого белка.

Результаты расчета числа выловленных молекул от времени проведения
фишинга при варьировании параметра объема раствора аналита представлены
на рисунке 7. Как видно из рисунка 7, в случае объёма аналита V=1 мл
на поверхность активированной зоны (площадью S=0,4 мм2) за время фишинга
t=3 ч должны вылавливаться практически все молекулы, присутствующие
в растворе Ns~NS

lim. Величина NS
lim=NA´C0´V при объёме раствора белка V=1 мл

составляет 6´105 молекул при С0=10-15 M и 6´103 молекул при С0=10-17 M.
Однако в случае фишинга из объёма V=50 мл при тех же условиях
вылавливается лишь Ns=0,66´NS

lim молекул, NS
lim при V=50 мл и С0=10-17 M

составляет 3´105 молекул. Таким образом, использование большего объёма
раствора аналита (V=50 мл) приводит к увеличению общего числа
выловленных молекул вследствие увеличения числа молекул, присутствующих
в системе [27], что и было получено в наших экспериментах. 

Таким образом, предложенная модель, учитывающая высокоэффективное
перемешивание белка в растворе при АСМ-НФХим, удовлетворительно
описывает результаты экспериментов.

Анализ возможностей понижения DL метода АСМ-НФХим.
Одним из важных является вопрос повышения чувствительности метода
АСМ-НФХим. Как отмечалось выше, это возможно за счёт увеличения
эффективности концентрирования и за счёт повышения чувствительности
детектирующей системы.

Рассмотрим вначале возможность повышения фактора концентрирования
F, то есть возможность увеличения количества молекул, выловленных
на поверхность активированной зоны АСМ-чипа. Как следует из уравнения
(1.2), значение F обратно пропорционально площади активации S и прямо
пропорционально объёму раствора аналита. Следовательно, эффективность
концентрирования повысится с уменьшением площади активации.
Теоретические расчёты были проведены для разных площадей активации –
S=1000 мкм2 и S=0,4 мм2. Выбор минимальной площади 1000 мкм2

обусловлен тем, что это минимально возможная площадь активации,
которую можно экспериментально сформировать при помощи коммерческого
робота-раскапывателя, например, NanoArrayer (“Bioforce Nanosciences”).
Этот робот позволяет наносить растворы на поверхность с минимальным
объёмом 0,5 пл, при этом площадь пятна, образующегося при нанесении такого
объема раствора белка на силанизированную поверхность, составляет
~1000 мкм2. На рисунке 8 представлены расчетные зависимости числа
выловленных молекул от времени фишинга для площади активированной зоны
как 1000 мкм2, так и 0,4 мм2, отражающие влияние размера активированной
зоны на эффективность фишинга. Из рисунка 8 видно, что в случае



фишинга с использованием активированной зоны меньшей площади
(1000 мкм2) существенно, на 3 порядка, возрастает число молекул,
зарегистрированных на общей площади АСМ-сканирования (Sscan=400 мкм2),
что и следует из уравнения (1.2). 

Прямая пропорциональная зависимость фактора концентрирования F
и объёма раствора аналита может следующим образом влиять
на чувствительность метода АСМ-НФХим. С одной стороны, как следует
из рисунка 7, при постоянной площади активированной зоны увеличение
объёма раствора аналита приводит к снижению скорости фишинга белка.
С другой стороны, очевидно, что при одинаковой начальной концентрации
аналита С0 больший объём раствора содержит большее число молекул,
что приведет к увеличению общего числа выловленных молекул. 

Повышение чувствительности детектирующей системы, то есть
АСМ-регистрации, возможно за счёт понижения количества
АСМ-изображений артефактных объектов. 

При рассмотрении возможных путей увеличения чувствительности
метода АСМ-НФХим необходимо, также учитывать свойства поверхности,
на которую происходит вылавливание белков. В идеальном случае плотность
посадки выловленных в результате АСМ-НФХим молекул такова, что последние
могут располагаться на поверхности активированной зоны АСМ-чипа
в виде монослоя. Это соответствует расчётному значению поверхностной
концентрации белка Ns

sat THEOR, равному 8´107 молекул/1000 мкм2 для HRP и
3,5´107 молекул/1000 мкм2 для авидина. В то же время экспериментальные

ХИМИЧЕСКИЙ НЕОБРАТИМЫЙ ФИШИНГ НИЗКОКОПИЙНЫХ БЕЛКОВ

45

Рисунок 8. 
Расчётные зависимости числа выловленных молекул белка Ns(t)/Sscan на поверхность
активированной зоны АСМ-чипа при различных значениях площади активированной
зоны (S) и концентраций раствора аналита (С0). Расчётные S=0,4 мм2, S=1000 мкм2;

С0=10-15 М, С0=10-17 М; объём раствора V=1 мл, площадь сканирования Sscan=400 мкм2.



данные показали, что наблюдается меньшая насыщаемость поверхности
активированной зоны молекулами белка (названная нами ранее как
ёмкость АСМ-чипа). В условиях проведенных нами экспериментов верхний
предел поверхностной концентрации составил 4´103 молекул/400 мкм2

(что соответствует 1,25´104 молекул/1000 мкм2) для HRP, что на 3 порядка
ниже расчётного значения. Это может быть обусловлено влиянием
различных факторов: характером распределения поверхностных зарядов
белков; электростатическим взаимодействием белковых молекул
с поверхностью АСМ-чипа; различными стерическими факторами;
деградацией (дезактивацией) активных групп поверхности АСМ-чипа
под действием среды и т.д. 

Предложенная в настоящей работе теоретическая модель позволяет
выполнить теоретическую оценку DL метода АСМ-НФХим для минимальной
площади активированной зоны 1000 мкм2, реализуемую с помощью
робота-раскапывателя. На рисунке 9 представлены зависимости числа
выловленных молекул белка от времени фишинга при различных
концентрациях раствора аналита и следующих условиях: объём раствора
аналита 50 мл, площадь активированной зоны 1000 мкм2. На этом же графике
показано предельное теоретически возможное число выловленных молекул,
равное Ns

sat THEOR=7,8´107 молекул/1000 мкм2. Как видно из рисунка 9,
при указанных выше условиях, фишинг белка из раствора с С0=10-18 М позволит
за время t=3 ч выловить Ns=7,8´103 молекул/1000 мкм2, что в 6,24 раза
превышает порог чувствительности АСМ-детекции, достигнутый в нашем
эксперименте: Ns

cat=500 молекул/400 мкм2=1,25´103 молекул/1000 мкм2.
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Рисунок 9. 
Расчётные зависимости числа выловленных молекул белка (Ns) на поверхность

активированной зоны АСМ-чипа от времени инкубации (t) при различных значениях
концентраций раствора аналита (С0). Расчётные параметры: площадь активированной зоны

S=1000 мкм2; С0=10-13 М – 10-19 М; объём раствора V=50 мл. Предельное теоретически
возможное число выловленных молекул принято равным Ns

sat THEOR=7,8´107 молекул/1000 мкм2.



ЗАКЛЮЧЕНИЕ И ВЫВОДЫ. Проведена регистрация HRP в растворе
с помощью химического АСМ-фишинга. Экспериментально достигнут
концентрационный предел чувствительности DL=10-17 М при времени
фишинга 3 ч. Для описания процесса АСМ-НФХим предложена теоретическая
модель, учитывающая вклад концентрирования белка на АСМ-подложке.
Показано, что для проведения АСМ-НФХим достаточно времени инкубации
t<1 часа, что согласуется с данными экспериментов по фишингу HRP. Оценены
перспективы дальнейшего снижения DL метода АСМ-НФХим и повышения
его чувствительности. Показано, что теоретически возможный предел
АСМ-детекции составляет DL~10-18 M при пороге чувствительности
АСМ-детекции 500 частиц на площадь сканирования 400 мкм2.

Работа была выполнена при поддержке ФЦП “Научные и научно-
педагогические кадры инновационной России” ГК № 02740.11.0791,
РФФИ № 11-04-12018-офи_м.
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IRREVERSIBLE CHEMICAL AFM-FISHING FOR THE DETECTION 
OF LOW-COPIED PROTEINS

Yu.D. Ivanov1, V.V. Danichev2, T.O. Pleshakova1, I.D. Shumov1, V.S. Ziborov3, N.V. Krokhin1,

M.N. Zagumenniy2, V.S. Ustinov2, L.P. Smirnov2, A.V. Shironin1, A.I. Archakov1

1Orekhovich institute of biomedical chemistry of the Russian academy of medical sciences,
Pogodinskaya ul., 10, Moscow, 119121 Russia; tel.: (7)(499)2463761; fax: (7)(499)2450857; 

e-mail: shum230988@mail.ru
2NRC “Kurchatov institute”, Acad. Kurchatova pl., 1, Moscow, 123182 Russia

3Joint Institute for High Temperatures of Russian Academy of Sciences, Izhorskaya ul., 13, bld. 2.,
Moscow, 125412 Russia.

The atomic-force microscopy-based method of irreversible chemical AFM-fishing
(AFM-IFCh) has been developed for the detection of proteins at ultra-low concentrations in solution.
Using this method, a very low concentration of horseradish peroxidase (HRP) protein (10-17 M)
was detected in solution. A theoretical model that allows the description of obtained experimental
data, is proposed. This model takes into consideration both the transport of the protein from the bulk
solution onto the AFM-chip surface and its irreversible binding to the activated area.

Key words: AFM-fishing, AFM-chip, low-copied proteins.
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