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Введение
В настоящее время все больше внимания уделяется исследованию биологических 

объектов методом атомно-силовой микроскопии (АСМ). Методы АСМ применяются в 
прикладной вирусологии для исследования взаимодействий вирус – клетка,  в микро-
биологии для идентификации бактерий, в цитологии для исследования различных кле-
ток, а также ДНК, РНК, различных тканей и даже органов [1–3].

Изменение структурных и механических свойств клетки может приводить к воз-
никновению и развитию некоторых заболеваний, например рака [4]. Поэтому изучение 
структурно-механических свойств мембран клеток позволит в будущем отличать боль-
ную клетку от здоровой. 

В опухолевых клетках нарушена регуляция клеточного деления, что обусловливает 
их неудержимое размножение. Способность опухолевых клеток беспредельно размно-
жаться передается в клеточных поколениях и проявляется не только в организме, но и в 
культуре опухолевой ткани, а также при трансплантации опухоли. Опухолевая ткань 
отличается от исходной ткани, из которой она произошла, по структуре,  биохимиче-
ским, физико-химическим и другим признакам. Так, например, значительные измене-
ния в опухолевых клетках претерпевает цитоскелет и входящие в него микротрубочки 
[5]. Тот факт, что при таком заболевании, как рак, изменяются механические свойства 
клеток, может потенциально служить в качестве биомаркера для выявления опухоле-
вых клеток и оценки эффективности медикаментозной терапии.

С целью выявления особенностей строения мембраны опухолевых клеток проведе-
но исследование структуры поверхности данных клеток, а также выполнена количе-
ственная оценка упругих свойств мембран.

Объекты и методы исследования
В работе использованы культивируемые in vitro клетки рака легкого (линия А549), 

полученные из Института цитологии и генетики НАН Беларуси. Для исследования опу-
холевых клеток методом АСМ культивируемые in vitro клетки снимали с ростовой по-
верхности  культурального  сосуда  с  помощью  трипсина  и  суспендировали  в  среде 
«Игла» с добавлением 10 %-й сыворотки эмбрионов телят и антибиотиков – пеницил-
лина и стрептомицина. Концентрацию клеток подсчитывали под микроскопом в камере 
Горяева. Клеточную суспензию разбавляли средой таким образом, чтобы при внесении 
в культуральный сосуд приходилось 1000 клеток на 1 см2 ростовой поверхности. Клет-
ки  вносили  в  пластиковые  чашки  Петри  с  вложенными  предметными  стеклами  и 
культивировали при 37 oС в CO2-инкубаторе (5 % CO2, влажность воздуха 95 %). После 
двух суток культивирования, когда большая часть клеток распластывалась на поверх-
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ности предметных стекол, клетки фиксировали в восходящих концентрациях этанола 
(24, 48 и 96 % по 1 мин в каждой) и высушивали на воздухе.

Исследование опухолевых клеток осуществлялось при помощи специального экс-
периментального комплекса, совмещающего функции сканирующей зондовой и опти-
ческой  микроскопии  (рис.  1,  а),  с  использованием  стандартных кремниевых зондов 
NSC11 («MikroMasch») в статическом режиме. Данный комплекс состоит из атомно-си-
лового микроскопа NT-206 (ОДО «Микротестмашины», Беларусь) и оптической систе-
мы (БелOMO «ЛЭМТ», Беларусь). Данная система дает возможность осуществлять по-
зиционирование острия иглы на определенной области исследуемого образца, а в дан-
ном случае – на клетке и даже на ее определенной области.

Результаты исследования
Изображения,  полученные  с  помощью  оптической  системы,  свидетельствуют  о 

том, что в представленном образце опухолевые клетки отличаются как по форме, так и 
по размеру (рис. 1,  б). С целью классификации клеток по форме были выделены два 
основных типа клеток: круглые и веретеновидные. Круглыми считаются клетки, у кото-
рых соотношения большего и меньшего диаметров меньше 0,5. В связи с этим необхо-
димо уточнить, что форма клетки изменяется в процессе ее перемещения по ростовому 
субстрату [6]. Поэтому фактически исследовали не разные клеточные субпопуляции, а 
группы клеток, временно пребывающие в данной форме.

    
а) б)

Рис. 1. Экспериментальный комплекс, совмещающий функции сканирующей зондовой и оптиче-
ской микроскопии (а) и изображение опухолевых клеток, полученное при помощи оптической 
системы (б)

Получены изображения топографии поверхности мембран опухолевых клеток раз-
личной формы (рис. 2). 
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а) б)

Рис. 2. АСМ-изображение круглой опухолевой клетки, область сканирования 21х21 мкм (а),
АСМ-изображение веретеновидной опухолевой клетки, область сканирования 42х34 мкм (б)

При уменьшении поля сканирования на поверхности мембраны были обнаружены 
поры (рис. 3), биологическая роль которых может заключаться в регуляции проницае-
мости клеточной мембраны. Проведена оценка диаметра и глубины выявленных пор. 

   
а) б)

Рис. 3. Изображение поверхности опухолевой клетки:  а) АСМ-изображение топографии поверхности 
опухолевой клетки, поле сканирования 5х7 мкм;  б) профиль поперечного сечения поверхности мем-
браны

Поскольку клетки были разделены на две группы в зависимости от формы, оценка 
диаметра и глубины пор производилась для каждой группы в отдельности. Результаты 
этих исследований представлены в табл. 1.

Как видно из табл. 1, среднее значение диаметра пор составило 590,61±49,56 нм, а 
средняя глубина – 74,65±12,34 нм (средний размер клеток линии А549 приблизительно 
19,5х28,5 мкм). При сравнении клеток различной формы установлено, что диаметр и 
глубина у веретеновидных и круглых клеток достоверно не различаются.
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Таблица 1 
Оценка размера пор, выявленных при сканировании мембран клеток рака легкого 
в статическом режиме (X ± Sх)

Форма 
клетки

Число
клеток

Диаметр клетки Поры
D2 (мень-
ший), мкм

D2 

(больший), 
мкм 

число пор 
в клетке

диаметр, 
нм

глубина, 
нм

По всем 
клеткам

11 19,51±6,36 28,51±4,95 15,45±2,66 590,61±49,56 74,65±12,34

Круглые 6 17,51±1,53 29,52±2,29 19,17±4,09 541,17±48,68 73,47±9,17
Веретено-
видные 

5 19,41±1,15 42,43±1,19* 10,41±2,25 626,87±87,77 77,34±26,69

Примечание. Различия достоверны по отношению к группе круглых клеток при уровне значимости 
* p < 0,001

Проведено исследование упругих свойств мембран опухолевых клеток методом си-
ловой спектроскопии. Для расчета модуля Юнга использовалась модель Герца. На рис. 
4 показан график зависимости модуля Юнга от глубины внедрения зонда. Представля-
лось целесообразным оценить упругость мембраны в различных частях клетки: в обла-
сти ядра и на периферии.
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Рис. 4. График зависимости модуля Юнга от глубины внедрения зонда: 
А – безъядерная часть клетки; В – центральная часть клетки над ядром

Результаты исследования показали, что на малых глубинах внедрения значения мо-
дуля Юнга в безъядерной области клетки больше, чем над ядром. Возможно, в преде-
лах тонкой периферической зоны клетки  сказывается  влияние  твердой подложки.  В 
этом случае для достоверной оценки упругих свойств мембраны следует при интерпре-
тации экспериментальных результатов использовать более сложные модели контактной 
механики, характеризующие деформирование слоистых систем.  

Следует также отметить, что при глубине внедрения более чем 20 нм достоверных 
различий между модулем упругости в различных областях клетки не выявлено. 
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Выводы
В результате проведенного исследования установлено, что на поверхности мембра-

ны присутствуют поры, причем их диаметр не зависит от формы опухолевой клетки. 
Это позволяет в дальнейших исследованиях не разделять на фракции популяцию кле-
ток по форме при изучении параметров пор. Показано, что при малых глубинах внедре-
ния зонда значения модуля Юнга больше в безъядерной области клетки по сравнению с 
областью над ядром. 

Предполагается  проведение дальнейших исследований мембранных пор и вязко-
упругих свойств клеточных мембран опухолевых клеток. 

Работа частично финансировалась в рамках ГКПНИ «Нанотех», задание 1.04.
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