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Данная работа посвящена современным методам исследования трехмерной наноструктуры биома-
териалов и биологических объектов на основе сканирующей зондовой нанотомографии – объеди-
нения зондовой микроскопии и ультамикротомии, и флуоресцентной микроскопии. В работе пред-
ставлены результаты экспериментов по изучению трехмерной наноструктуры композитных скаффол-
дов на основе фиброина шелка Bombyx Mori и микрочастиц внеклеточного матрикса, полученных из
децеллюляризованной ткани печени. Подобные скаффолды обладают значительным потенциалом
для использования в задачах регенеративной медицины. Показано, что методы зондовой нанотомо-
графии позволяют эффективно анализировать трехмерную наноструктуру микровключений и их
морфологические параметры, влияющие на биологическую активность изделий.
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ВВЕДЕНИЕ

Развитие современных направлений биоинже-
нерии, регенеративной медицины и структурной
биологии требует разработки новых технологий и
методик позволяющих с высоким разрешением
анализировать трехмерные структуры биоматериа-
лов и биоинженерных конструкций, а также струк-
турные особенности клеток и тканей на микро- и
наноуровне.

Эффективное решение данных задач невоз-
можно без разработки новых технологий и мето-
дик анализа структурных изменений в тканях и
клетках на микро- и наноуровне. Такие методы
как электронная микроскопия, атомно-силовая
микроскопия, оптическая микроспектроскопия
высокого разрешения и другие позволяют иссле-
довать структуру биоматериалов и клеточных ком-
понентов и распределение биомаркеров с разреше-
нием до десятков нанометров [1–3]. Каждый из
подобных методов обладает значительным по-
тенциалом, однако наиболее перспективным на-
правлением является комбинирование различных
техник микроскопии для коррелятивных исследо-
ваний [4, 5]. Взаимодополняющая информация,
полученная разными методами, приводит к появле-

нию новых знаний о структуре и функциональных
свойствах биологических объектов и систем.

Разрабатываемые в настоящее время современ-
ные технологии анализа трехмерной нанострукту-
ры клеток и тканей, в частности технологии ска-
нирующей зондовой нанотомографии (СЗНТ) [6,
7] и сканирующей зондово-оптической наното-
мографии (СЗОНТ) [8–10], позволяют получить
уникальную информацию об особенностях трех-
мерной наноморфологии биологических матери-
алов, клеток и тканей.

Для трехмерного анализа с использованием
сканирующей зондовой микроскопии использу-
ются последовательные сверхтонкие срезы по-
верхности материала с использованием ультра-
микротома. Трехмерная реконструкция при этом
строится за счет интеграции послойных СЗМ изоб-
ражений [11, 12]. Разрешение метода по глубине
определяется минимальной толщиной среза уль-
трамикротома и достигает 12 нм [13], Использова-
ние методики позволяет изучать не только нано-
морфологию, но и распределения наночастиц в
объеме [14], а также трехмерные параметры нано-
пористых материалов [15].

В частности, метод СЗНТ может эффективно
применяться для трехмерной реконструкции мик-
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ро- и наноструктурированных биосовместимых
скаффолдов на основе биополимеров [16, 17] и
определения параметров их объемной морфоло-
гии. Реконструкция трехмерных структур кле-
точно-инженерных конструкций позволяет иссле-
довать как топологию, так и численные параметры
морфологии адгезированных клеток и интерфей-
сов между скаффолдами и клетками, такие как по-
ристость, отношение площади поверхности к объе-
му, трехмерную шероховатость и удельную площадь
поверхности. Данные параметры могут служить
определяющими индикаторами состояния и био-
логической активности клеток [18, 19].

В данной работе представлено исследование
трехмерной структуры композитных скаффолдов
на основе фиброина шелка и микрочастиц вне-
клеточного матрикса печени человека. Подобные
биоискусственные конструкции обладают значи-
тельным регенеративным потенциалом, так, на-
пример они могут значительно (более чем на 40%)
повышать скорость заживления полнослойных
ран кожи у крыс [20]. Анализ трехмерных струк-
тур подобных композиций важен для понимания
особенностей их взаимодействия с клетками и
тканями организма и повышения их биологиче-
ской эффективности.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ УСТАНОВКА
Экспериментальная установка, использован-

ная для исследований трехмерной наноструктуры
скаффолдов представляет собой специализиро-
ванный сканирующий зондовый микроскоп, сов-
мещенный с ультрамикротомом [11]. Данная кон-

струкция позволяет выполнять СЗМ-измерения
поверхности образца непосредственно после сре-
за алмазным ножом ультрамикротома, без допол-
нительных перемещений или переносов образца.
После выполнения измерений сканирующая го-
ловка с зондом-кантилевером СЗМ отводится от
поверхности и выполняется следующий сверхтон-
кий срез поверхности. Последовательное повто-
рение операций среза и измерения позволяет по-
лучить серию СЗМ-изображений, используемую
для трехмерной реконструкции с применением
специализированного программного обеспечения
(в данном случае был использован программный
пакет Image Pro 6.0 (MediaCybernetics Inc., США).
Флуоресцентные оптические изображения срезов),
перенесенных на покровное стекло, были получе-
ны с использованием микроскопа Zeiss Axio.Vert
(Carl Zeiss, ФРГ).

РЕЗУЛЬТАТЫ ЭКСПЕРИМЕНТОВ 
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Скаффолды на основе фиброина шелка с вклю-
ченными микрочастицами внеклеточного матрик-
са печени человека были получены и подготовлены
к исследованию методом СЗНТ с использовани-
ем методик, подробно описанных в [20]. Иссле-
дование выполнено в соответствии с принципа-
ми, установленными Хельсинкской декларацией
Всемирной Медицинской Ассоциации и одобре-
но Этическим комитетом ФГБУ “НМИЦ ТИО им.
ак. В.И. Шумакова” Минздрава России (Заключе-
ние № 221222/1-1д от 22 декабря 2022 г.).

Далее был выполнен анализ объемной микро- и
наноструктуры полученных композитных скаф-
фолдов, с применением технологий сканирующей
зондовой и зондово-оптической нанотомографии.
Микрочастицы децеллюляризованной ткани пече-
ни были обнаружены как в толще, так и на по-
верхности пленок. На рис. 1 приведено изображе-
ние свехтонкого среза (толщина 150 нм) композит-
ного скаффолда с включенными микрочастицами
внеклеточного матрикса печени человека, получен-
ное методом флуоресцентной оптической микро-
скопии. На данном изображении идентифициру-
ются микрочастицы внеклеточного матрикса, ха-
рактеризующиеся более яркой флуоресценцией
за счет окраски красителем FITC.

На рис. 2 приведено единичное СЗМ-изображе-
ние поверхности образца скаффолда после среза
ультрамикротомом. Метод СЗМ позволяет иден-
тифицировать микрочастицы децеллюляризиро-
ванной ткани на поверхности скаффолда и проана-
лизировать их наноструктуру. Для количественного
анализа наноструктурных особенностей пленки с
микрочастицами были выполнены трехмерные
СЗНТ-реконструкции. Пример трехмерной рекон-
струкции микрочастиц внеклеточного матрик-
са печени на поверхности скаффолда приведен

Рис. 1. Флуоресцентное оптическое изображение
среза биодеградируемого композитного скаффолда
на основе фиброина шелка с включенными микроча-
стицами внеклеточного матрикса печени человека,
размерный отрезок 10 мкм.
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на рис. 3. В данном случае для реконструкции бы-
ло использовано 17 послойных СЗМ-изображе-
ний, полученных после последовательных срезов
толщиной 150 нм, реконструированный объем
составил 16.00 × 13.30 × 2.55 мкм.

Количественный анализ полученных трехмер-
ных СЗНТ-данных показал, что при добавлении
микрочастиц внеклеточного матрикса печени ше-
роховатость поверхности скаффолдов возрастает

до 5-кратного уровня. Так, средняя (n = 6) трех-
мерная шероховатость поверхности скаффолдов
с микрочастицами составила 225.0 ± 45.0 нм, в то
время как для скаффолдов без микрочастиц эта
величина составила 36.5 ± 10.6 нм [16, 20]. Получен-
ные трехмерные данные позволили также напря-
мую рассчитать отношение объема микрочастиц
децеллюляризированной ткани печени человека к

Рис. 2. СЗМ изображение поверхности поперечного среза скаффолда на основе фиброина шелка, с включенными в
состав микрочастицами децеллюляризированной ткани печени человека (область сканирования 18 × 19 мкм).
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Рис. 3. Трехмерная реконструкция структуры скаффолда в виде пленки на основе фиброина шелка, с включенными в
состав микрочастицами децеллюляризированной ткани (размерный отрезок – 5 мкм, размерный отрезок на вставке –
2 мкм).
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объему фиброиновой пленки, которое в данном
случае составило 1.2% ± 0.4.

Адгезия, пролиферация и дифференцировка
клеток во многом определяется шероховатостью
подложки [21, 22]. Микрочастицы, находящиеся
на поверхности, могут взаимодействовать с адге-
зирующимися на пленку клетками еще до начала
процесса биодеградации, что указывает на эффек-
тивность метода получения композитных скаффол-
дов. Использование технологии СЗНТ позволило
проанализировать трехмерную структуру микроча-
стиц и особенности их контактов с поверхностью
скаффолда, что было бы невозможно получить,
применяя стандартные технологии зондовой, оп-
тической или электронной микроскопии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Представленные результаты подтверждают эф-

фективность использования техники сканирующей
зондовой нанотомографии для исследования па-
раметров трехмерной наноморфологии компо-
зитных биоматериалов, предназначенных для
регенеративной медицины. Полученные дан-
ные позволяют прогнозировать высокую био-
логическую активность разрабатываемых компо-
зитных материалов на основе на основе фиброина
шелка Bombyx Mori и микрочастиц внеклеточного
матрикса печени человека.
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Analysis of Three-Dimensional Nanostructures of Biological Materials 
and Objects Using Scanning Probe and Optical Probe Nanotomography
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Abstract—This work is devoted to modern methods for studying the three-dimensional nanostructure of bio-
materials and biological objects based on scanning probe nanotomography—a combination of probe micros-
copy and ultamicrotomy, and fluorescence microscopy. The paper presents the results of experiments on
studying the three-dimensional nanostructure of composite scaffolds based on Bombyx Mori silk fibroin and
extracellular matrix microparticles obtained from decellularized liver tissue. Such scaffolds have significant
potential for use in regenerative medicine. It has been shown that probe nanotomography methods make it
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possible to effectively analyze the three-dimensional nanostructure of microinclusions and their morpholog-
ical parameters that affect the biological activity of scaffolds.

Keywords: scanning probe nanotomography, biomaterials, nanostructure, regenerative medicine
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