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Аннотация 
Работа посвящена исследованию биогибридного материала на основе клеток млекопитающих фибробластов мыши 
3T3 NIH с иммобилизированными частицами пористого кремния, включающими нанокристаллы размером около 
10 нм методом фотоэлектронной спектроскопии. Изучено влияние материала поверхности подложки, на которой 
выращен биогибридный материал, на возможность проведения исследований физико-химического состояния 
развитой поверхности. В качестве материала поверхностей для роста клеток и последующей интернализации 
кремниевых частиц использовался никель и известные своей биосовместимостью золото и титан. Для оценки 
характера распределения клеток на поверхностях использовался метод оптической микроскопии в режиме 
отраженного света. Показано, что поверхность никеля не является пригодной для синтеза и последующих 
исследований биогибридных структур. В то же время на поверхности золота и титана клеточный материал и 
структуры на его основе доступны для измерений в том числе методом фотоэлектронной спектроскопии - 
высокоточным методом изучения зарядового состояния атомов и физико-химического состояния поверхности в 
целом. В рентгеновских фотоэлектронных спектрах показаны все основные компоненты, ожидаемые к обнаружению 
после высушивания и последующего вакуумирования изучаемых объектов: материала поверхности подложек и 
массивов клеточных культур, выращенных на подложках. На поверхности никеля сигнала от атомов кремния не 
обнаружено. В случае золотой поверхности близость энергий связи остовных уровней золота (подложка) и кремния 
(интернализованные частицы) приводит к тому, что существенный по своей интенсивности сигнал атомов золота 
не позволяет детектировать сигнал от атомов кремния, который слабее по интенсивности. Сигнал атомов кремния 
в биогибридных структурах надежно детектируется только при использовании подложек титана, в том числе для 
контрольного образца, содержащего наночастицы пористого кремния без инкубации в клетках. Таким образом, 
показано, что поверхность фольги титана может быть использована для исследований методом фотоэлектронной 
спектроскопии биогибридного материала на основе клеток млекопитающих фибробластов мыши 3T3 NIH с 
иммобилизированными частицами пористого кремния. Полученный результат важен для высокоточной диагностики 
физико-химического состояния биогибридных материалов и структур на их основе с малым содержанием атомов 
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1. Введение 
Биогибридные структуры, являющиеся по 

сути сочетанием биологических объектов и не-
органических материалов [1–4], находятся на 
стыке предметного интереса физики, химии и 
биологии, что стимулирует особое внимание к 
свойствам таких объектов и составляет предмет 
исследований высокоточными диагностически-
ми методами. Физико-химические процессы при 
интернализации неорганических частиц в жи-
вые клетки, сопряженные с этим изменения фи-
зико-химического состояния, состава, структуры 
и иных свойств изучены недостаточно, иногда 
фрагментарно. С другой стороны, информация о 
результате протекания этих процессов безуслов-
но важна при изучении вопросов применения 
биогибридных структур. Не являются исключе-
нием и структуры, в которых внедряемым объ-
ектом выступают наночастицы кремния [4–6]. 
Наночастицы кремния, благодаря своим особым 
биологическим свойствам, таким как биосовме-
стимость [6–7], биодеградируемость [8–9], сен-
сибилизация воздействий [10-11] и низкая ток-
сичность [6, 12], представляют собой перспек-
тивный материал в областях терапии и диагно-
стики (тераностики) [4, 10, 13]. Стоит отметить, 
что наночастицы, созданные из кристаллическо-
го кремния, уступают в эффективности наноча-
стицам, сформированным из пористого крем-
ния, в первую очередь, из-за крайне развитой 
поверхности [14]. Поэтому изучение биогибрид-
ных структур, для которых внедряемым элемен-
том являются наночастицы пористого кремния, 
актуально и востребовано.

Метод рентгеновской фотоэлектронной 
спектроскопии (РФЭС) обладает крайне высо-

кой чувствительностью к физико-химическому 
состоянию развитой поверхности [15–17]. Акту-
альным вопросом является установление приме-
нимости метода РФЭС к изучению биогибрид-
ных структур, где одна из основных задач – вы-
бор материала, на который будет нанесена слож-
ная по составу и структуре проба. Потребность 
в адекватном выборе подложки продиктована 
вопросами хранения и транспортировки гото-
вой пробы, ее стабильности во времени и в це-
лом эффективностью выбора исследовательской 
стратегии. Материал подложки должен быть 
инертным к биологическим процессам, проис-
ходящими при формировании пробы на ее по-
верхности, с другой стороны, подложка не долж-
на вносить значимый вклад в результаты спек-
троскопических, микроскопических или иных 
исследований. Вопрос пригодности различных 
материалов подложек, на поверхность которых 
может быть проведено наслоение биогибридно-
го материала для исследования методом РФЭС, 
исследован в данной работе.

2. Экспериментальная часть 
Для изучения пригодности подложки при 

регистрации РФЭС данных были выбраны сле-
дующие материалы: фольга никеля (AlfaAesar, 
99.7 %), пленка золота толщиной порядка 100 нм 
на фольге никеля, сформированная магнетрон-
ным распылением золотой мишени (99.99 %), 
и фольга титана (AlfaAesar, 99.5 %). Биогибрид-
ный материал представлял собой клеточную 
культуру фибробластов мыши 3T3 NIH с иммо-
билизированными частицами пористого крем-
ния, включающими нанокристаллы размером ~ 
10 нм по данным [18]. Клетки выращивались в 
чашках Петри на выбранных подложках, после 

кремния при решении задач изучения совместимости и возможностей использования кремниевых наноматериалов 
для медицинских, в том числе терапевтических и иных приложений.
Ключевые слова: биогибридный материал, наночастицы пористого кремния, рентгеновская фотоэлектронная 
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чего инкубировались с наночастицами пористо-
го кремния (ПКНЧ) в течение 24–72 часов. ПКНЧ 
получались механическим измельчением пле-
нок пористого кремния в режиме суспензии в 
планетарной мельнице Fritsch Pulverisette 7 [14, 
19]. Пленки пористого кремния были изготов-
лены методом электрохимического травления 
пластин кристаллического кремния c-Si (100) в 
течение часа в HF:C2H5OH = 1:1 (плотность тока 
50  мA/см2) [14, 19]. Использовались суспензии 
наночастиц с концентрацией 0.5 мг/мл. По исте-
чении времени клетки фиксировались формаль-
дегидом, затем промывались и высушивались. 
Полученные указанным способом образцы были 
названы в соответствии с материалом подложки, 
как BioHyb on Ni, BioHyb on Au, BioHyb on Ti. В 
качестве контрольного образца на фольгу тита-
на нанесли суспензию наночастиц кремния, ко-
торая была высушена в естественных условиях 
перед вакуумированием в камере спектрометра: 
образец pSi NPs on Ti. Полученные пробы изуча-
лись на оптическом микроскопе Bresser science 
MTL-201 в режиме отраженного света для на-
блюдения специфики в расположении клеток и 
сбора статистики покрытия подложек клеточ-
ным материалом.

Исследования методом РФЭС производились 
на модуле ЭСХА сверхвысоковакуумной экспе-
риментальной станции НАНОФЭС синхротро-
на «КИСИ-Курчатов» Национального исследова-
тельского центра «Курчатовский институт» (Мо-
сква), оснащенном энергоанализатором SPECS 
Phoibos 150 [20]. Использовалось монохромати-
зированное AlKa излучение рентгеновской труб-
ки (1486.61 эВ), глубина информативного слоя 
составила ~ 2–3 нм [21]. Были зарегистрирова-
ны обзорные спектры в диапазоне энергий свя-
зи 0-1200 эВ. Использовался стандартный под-
ход к калибровке данных, основанный на неза-
висимой регистрации сигнала чистой золотой 
фольги (Au 4f), так как из-за наличия клеточного 
материала на поверхности фольг использовать 
стандартную калибровку по C1s линии углево-
дородных загрязнений [21] не представлялось 
возможным. Для сопоставления и анализа ос-
новных особенностей РФЭС спектров использо-
вались известные базы данных [21–23].

3. Результаты и обсуждение 
Режимы формирования биогибридных 

структур, включая времена и концентрации ком-
понентов, подбирались при инкубации так, что-
бы на поверхности подложек формировался слой 

толщиной в одну клетку без значительных агло-
мераций. Процесс контролировался микроско-
пически. Результаты оптической микроскопии 
(рис. 1) показали заметные различия в покрытии 
поверхностей клетками, содержащими ПКНЧ. В 
случае образцов BioHyb on Au и BioHyb on Ti в 
отличие от образца BioHyb on Ni (рис. 1, указа-
но стрелками), видна целостная, уплотненная 
структура клеточного материала, распределен-
ного по поверхности. В случае никеля покрытие 
клетками смазано и их количество невелико. Для 
золотой поверхности края клеточных структур 
резче, четче, что подтверждает известную био-
совместимость золота [24, 25]. Однако заметны 
значительные площади поверхности золота, ко-
торые не покрыты клеточным материалом, что 
может дать значительную интенсивность сигна-
ла РФЭС от подложки, а не от гибридных струк-
тур. Для фольги титана, который также известен 
своей биосовместимостью, количество клеток на 
поверхности максимально, покрытие более од-
нородно, равномерно.

Статистические диаграммы, рассчитанные 
в программном пакете ImageJ, показывают, что 
в случае образцов «BioHyb on Ni» и «BioHyb on 
Au» совокупная площадь структурных элемен-
тов (на рис. 1) биогибридного материала на по-
верхности значительно меньше в сравнении с 
образцом «BioHyb on Ti».

Процентное соотношение совокупных пло-
щадей биогибридных структур к общей площади 
подложки для образца «BioHyb on Ni» состави-
ло 17 %. Это значение меньше, чем для «BioHyb 
on Au» и «BioHyb on Ti» (23 и 24 % соответст-
венно). Таким образом, с точки зрения покры-
тия поверхности никель можно признать наи-
менее пригодным. При инкубации никель и его 
оксиды могут быть токсичными по отношению 
к клеткам (с наночастицами кремния) [24]. По-
мимо этого, за счет слабой адгезии клеточного 
материала на поверхности никеля значительная 
часть клеток разрушается при сушке и вакууми-
ровании, покидая подложку.

Результаты исследования методом рентге-
новской фотоэлектронной спектроскопии пред-
ставлены обзорными спектрами на рис. 2. Видно, 
что в спектре биогибридной структуры на нике-
левой подложке (рис. 2, «BioHyb on Ni») присут-
ствуют линии остовных уровней и Оже-серий на-
трия, никеля, углерода, азота и кислорода. Отсут-
ствие линий кремния может свидетельствовать 
о недостаточном для детектирования количест-
ве ПКНЧ, внедренных в клеточную культуру, об 
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Рис. 2. Обзорные спектры РФЭС для биогибридного материала, выращенного на золоте (BioHyb on Au), 
никеле (BioHyb on Ni), титане (BioHyb on Ti), а также контрольный образец суспензии ПКНЧ на титано-
вой подложке, высушенной в естественных условиях

Рис. 1. Оптическая микроскопия и статистические диаграммы для биогибридных образцов, выращен-
ных на никеле («BioHyb on Ni»), золоте («BioHyb on Au») и титане («BioHyb on Ti»)
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их полном отсутствии в образце. Наличие линий 
натрия и азота может быть обусловлено компо-
нентами питательной среды, использованной 
при выращивании клеток или непосредствен-
но элементами клеточной культуры.

В обзорном спектре для образца «BioHyb on 
Au» (рис. 2) присутствуют линии углерода, азота, 
кислорода, натрия, хлора, никеля и, возможно, 
кремния, хотя особо интенсивной является ли-
ния золота Au 4f. Наличие сигнала от атомов ни-
келя в обзорном спектре, вероятнее всего, связа-
но с попаданием части пластины никеля, не по-
крытой золотом, под рентгеновский пучок при 
съемке спектров. Линии натрия и азота связаны 
с компонентами питательной среды, использо-
ванной при выращивании клеток или непосред-
ственно элементами клеточной культуры. Сто-
ит отметить, что крайне высокая интенсивность 
линии спин-дублета золота 4f5/2,7/2 при энергиях 
84 эВ и 87 эВ практически нивелировала возмож-
ность наблюдения и регистрации линии крем-
ния Si 2p при энергиях связи ~ 100 эВ (как и Si 2s, 
~ 150 эВ). В указанных областях наблюдения сиг-
нал от остовных линий кремния, вероятно, име-
ется, однако его интенсивность, в силу незначи-
тельного количества вещества ПКНЧ (возможно 
экранированного био-оболочкой клетки) суще-
ственно мала. В том числе на уровне интенсив-
ности фона обзорного РФЭС спектра, формиру-
емого неупруго рассеянными электронами ато-
мов золота подложки, которых количественно 
гораздо больше, чем атомов кремния. Это делает 
золото непригодным материалом для исследо-
вания биогибридных структур с наночастицами 
кремния, несмотря на хорошую биосовмести-
мость. Таким образом, присутствие интенсив-
ных линий золота 4f7/2,5/2 препятствует иденти-
фикации и дальнейшему изучению исследуемых 
биогибридных материалов.

В свою очередь, в спектре образца «BioHyb on 
Ti» (рис. 2) можно выделить линии титана, углеро-
да, азота, кислорода, натрия и кремния. Линии на-
трия и азота, как и ранее, обусловлены наличием 
этих элементов в составе клеточного материала. 
Здесь линии кремния значительно интенсивны 
и хорошо детектируемы, и, как следствие, можно 
подчеркнуть, что образец содержит достаточное 
количество наночастиц пористого кремния для 
их четкого детектирования методом РФЭС. Ли-
нии от подложки из титана находятся далеко от 
линий кремния и не мешают их идентификации.

В качестве сопоставления приведен обзор-
ный спектр исходных наночастиц пористого 

кремния, высушенных из их суспензии на под-
ложке титана в естественных условиях перед ва-
куумированием (рис. 2, «pSi NPs on Ti»). В спект-
ре наблюдаются все линии, характерные для би-
огибридного образца, выращенного на поверх-
ности титана (рис. 2 «BioHyb on Ti»), за исключе-
нием линии натрия, являющейся, по всей види-
мости, компонентом органических соединений. 
Наблюдение линии азота слабой интенсивности 
может быть связано со спецификой очистки по-
верхности фольги титана.

4. Заключение
В работе показано, что по данным оптиче-

ской микроскопии для выращивания биоги-
бридных структур с последующей интернали-
зацией кремниевого наноматериала и изуче-
ния таких объектов наилучшими материалами 
подложки являются золото и титан. Биогибрид-
ная структура обладает хорошей адгезией к ма-
териалам таких подложек и стабильна в своем 
распределении на поверхности. Применение 
метода рентгеновской фотоэлектронной спек-
троскопии для изучения зарядового состояния 
атомов поверхностей, их физико-химического 
состояния, включая подложку, клетки и части-
цы кремния, исключает использование поверх-
ностей золота. Показано, что для РФЭС исследо-
ваний биогибридного материала на основе кле-
ток млекопитающих фибробластов мыши 3T3 
NIH с иммобилизированными частицами по-
ристого кремния может быть использована по-
верхность фольги титана. Полученный результат 
может быть использован для высокоточной ди-
агностики физико-химического состояния био-
гибридных материалов и структур на их основе 
с малым содержанием атомов кремния, что не-
обходимо для изучения совместимости и воз-
можностей использования кремниевых нано-
материалов для медицинских, в том числе те-
рапевтических и иных приложений.
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