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Аннотация 
Работа посвящена исследованиям особенностей морфологии и её взаимосвязи с составом поверхности и внутренней 
части массивов нитевидного кремния в результате совмещения с наноматериалом природного происхождения – 
бактериальным ферритинподобным белком Dps.
Нитевидный кремний формировался методом жидкофазного металл-ассистированного химического травления. 
Для получения рекомбинантного белка в качестве продуцентов использовались клетки Escherichia coli BL21*(DE3), 
а очистку осуществляли хроматографически. Совмещение нитевидного кремния с молекулами белка проводилось 
путем его наслаивания в лабораторных условиях с последующим высушиванием. Полученный в результате 
гибридный материал изучался методом растровой электронной микроскопии и рентгеновской фотоэлектронной 
спектроскопии. 
Исходные массивы нитевидного кремния имеют резкие границы в поверхностной части. Диаметр нитей кремния 
составляет около 100 нм, в то время как расстояния между нитями могут варьироваться в широких пределах, достигая 
нескольких сотен нанометров или быть менее 100 нанометров, в зависимости от условий формирования, при 
отсутствии заметных переходных слоев. Формируемые таким образом поры доступны для заполнения белком при 
осаждении. 
Продемонстрирована эффективность применения метода растровой электронной микроскопии для изучения 
морфологии гибридного материала "нитевидный кремний – бактериальный белок Dps" и метода рентгеновской 
фотоэлектронной спектроскопии совместно с ионным травлением для изучения состава и физико-химического 
состояния. Взаимодополняющими результатами показано, что молекулярная культура, представляющая собой 
раствор олигомеров рекомбинантного белка Dps бактериальных клеток E.coli, может проникать вглубь пор 
нитевидного массива, обладающего чрезвычайно развитой поверхностью. Продемонстрирована возможность 
управлять наполнением массивов нитевидного кремния при варьировании морфологии пор и иных режимов 
формирования структур, их поверхности.
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1. Введение 
Одним из современных и актуальных на-

правлений развития технологий формирования 
новых функциональных наноматериалов, пред-
ставляющих высокий научный и практический 
интерес, является создание и изучение струк-
тур на основе совмещения известных и хорошо 
технологически проработанных неорганических 
наноматериалов и биополимеров, в том числе 
природного происхождения [1, 2]. Широко из-
вестный нитевидный кремний (Si-NW) остается 
привлекательным для исследователей материа-
лом из-за простой, хорошо отработанной и эко-
номичной технологии его получения, способно-
сти к фотолюминесценциии в видимой области 
спектра при комнатной температуре [3, 4] и воз-
можности использования таких структур для ге-
нерации водорода [5]. Наличие у Si-NW чрезвы-
чайно развитой поверхности является важной 
характеристикой, которая усиливает привлека-
тельность этого материала. Адресная доставка 
наночастиц, в том числе нано- биогибридных, 
их контролируемое распределение при функ-
ционализации 3D-развитых поверхностей яв-
ляется актуальным направлением применения 
нитевидного кремния [6–8].

Одним из характерных примеров образо-
вания природного функционального нано- би-
огибридного материала является накопление 
неорганических наночастиц внутри природной 
белковой молекулы [7, 9]. Белок Dps (ДНК-свя-
зывающий белок голодающих клеток) бактерий 
Escherichia coli является представителем бакте-
риальных ферритинов [10]. Размер внешней обо-
лочки бактериального белка Dps составляет око-

ло 9 нм. Белковая часть включает 12 одинаковых 
субъединиц со структурой гомододекамера [9, 
10]. Молекулы белка Dps способны осуществлять 
накопление (депонирование) ионов железа, на-
капливая их в виде неорганических наночастиц 
системы железо–кислород [9] внутри полой ча-
сти белка, обладающей диаметром до 5 нм [9, 10]. 
Таким образом, додекамер Dps является потен-
циальным контейнером природного происхож-
дения, который может служить для накопления, 
хранения и адресной доставки наноматериалов, 
в том числе в различные матрицы с развитой 3D 
поверхностью. Следовательно, вопрос изучения 
результата совмещения массивов нитевидного 
кремния Si-NW с олигомерами рекомбинантного 
белка Dps, полученного из клеток E. coli, являет-
ся актуальным с точки зрения разработки и при-
менения новых гибридных материалов, сочета-
ющих неорганические структуры, обладающие 
заданными свойствами, с функциональными 
наноматериалами природного происхождения.

Ранее методом растровой электронной ми-
кроскопии (РЭМ), нами была показана потенци-
альная возможность заполнения развитой и до-
ступной для функционализации поверхности ни-
тевидного кремния молекулами белка Dps E. coli 
[6, 8]. В настоящей работе данные о морфологии 
дополнены результатами применения метода 
рентгеновской фотоэлектронной спектроскопии 
(РФЭС), чувствительного к составу и физико-хи-
мическому состоянию поверхности изучаемого 
объекта, совместно с фокусированным ионным 
травлением с целью установления возможности 
заполнения пространства между нитями Si-NW 
молекулярной культурой рекомбинантного белка.

Полученные данные могут быть использованы при проработке возможностей функционализации развитой 
поверхности кремниевых нитей путем их управляемого покрытия при контролируемой доставке биогибридного 
материала.
Ключевые слова: наноструктуры, биомолекулы, гибридные материалы, развитая поверхность, рекомбинантный 
феppитинподобный белок Dps, нитевидный кремний, растровая электронная микроскопия, рентгеновская 
фотоэлектронная спектроскопия
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2. Экспериментальная часть 
Нитевидный кремний был сформирован ме-

тодом металл-ассистированного жидкофазно-
го химического травления [3, 4]. Подложки кри-
сталлического кремния p- и n- типов (удельная 
проводимость ~ 1–5 Ω/см и < 0.02 Ω/см соот-
ветственно) промывались 10 секунд в растворе 
2%‑ной плавиковой кислоты HF. Осаждения на-
ночастиц серебра на поверхность пластин прохо-
дило путем погружения в раствор AgNO3 (0.01 М) 
и HF (5 M) на 15 c (подложки p- типа) и 45 с (под-
ложки n- типа). Затем проводилось травление в 
30%‑ном растворе H2O2 и HF (5 M) в течение 180 
секунд с последующим удалением наночастиц 
серебра промывкой в растворе HNO3 (65 %) в 
воде в течение 10 минут. Сформированные та-
ким образом структуры высушивались на воз-
духе в лабораторных условиях.

Клетки бактерий Escherichia coli BL21*(DE3), 
далее E.coli, трансформированные pGEM_dps, ис-
пользовались в качестве продуцентов для полу-
чения рекомбинантного белка Dps. Подробные 
сведения о получении рекомбинантного белка, 
методе его выделения и очистке, удаления не-
органических компонентов с помощью ступен-
чатого гидролиза и диализа, приведены в работе 
[9]. Раствор белка имел концентрацию 2 мг/мл в 
буфере, содержащим 10 мM NaCl, 50 мM tris-HCl 
(pH 7.0) и 0.1 мM EDTA. Размеры белковых мо-
лекул контролировались методом динамическо-
го светорассеяния [11]. Было произведено одно-
кратное наслаивание 10 мкл раствора молекул 
белка на поверхность массивов Si-NW с последу-
ющим высушиванием в лабораторных условиях.

Морфология поверхностей исходного масси-
ва Si-NW и гибридной структуры на его основе 
с наслоенным белком исследовались методом 
растровой электронной микроскопии. Исполь-
зовался микроскоп Carl Zeiss ULTRA 55 в режи-
ме регистрации вторичных электронов с малым 
значением ускоряющго напряжения 2 кВ, что не-
обходимо для работы со структурами биологи-
ческого происхождения. Для оценки площадей, 
занимаемых нитевидным массивом и пустота-
ми, а также степени заполнения массивов моле-
кулярной культурой использовался программ-
ный пакет Image J.

Исследования методом РФЭС производились 
на модуле ЭСХА сверхвысоковакуумной экспе-
риментальной станции НАНОФЭС синхротрона 
«Курчатов» Национального исследовательско-
го центра «Курчатовский институт» (Москва), 
оснащенном анализатором энергий электро-

нов SPECS Phoibos 150 [12]. Использовалось мо-
нохроматизированное AlKa излучение рентге-
новской трубки (1486.61 эВ), глубина информа-
тивного слоя составила ~ 2–3 нм [13]. Были за-
регистрированы обзорные спектры в диапазоне 
энергий связи 0–850 эВ. Для нормализации и ка-
либровки данных был использован стандартный 
подход, основанный на независимой регистра-
ции сигнала чистой золотой фольги (Au 4f). Для 
идентификации особенностей обзорных спект-
ров использовались известные базы данных, из 
которых были выбраны актуальные и наиболее 
точные (монохроматические) спектры [13–15]. 
Фокусированный источник травления поверхно-
сти ионами аргона использовался при ускоряю-
щем напряжении 3 кВ с длительностью травле-
ния 20 минут. Площадь участка травления выби-
ралась с превышением области поверхности, от 
которой регистрировались данные РФЭС.

3. Результаты и обсуждение 
Данные РЭМ, полученные для исходных 

массивов нитевидного кремния подложек p- 
и n‑типа, приведены на рис. 1 (а, в) и в том же 
масштабе для массивов нитевидного кремния 
после наслоения молекулярной культуры бел-
ка, полученной от бактерий E.coli рис. 1 (б, г) 
соответственно. Для подложек p-типа, с уче-
том их значительно большей удельной прово-
димости (~ 1–5 Ω/см) по сравнению с подлож-
ками n-типа (< 0.02 Ω/см), было выбрано мень-
шее время осаждения серебра согласно [3]. Это 
привело к образованию меньших по размеру на-
ночастиц Ag на поверхности кристаллического 
кремния p-типа и при прочих равных условиях 
к более выраженному формированию нитей в 
процессе травления. Для массивов нитевидно-
го кремния подложек p-типа характерно более 
однородное распределение пустот субмикрон-
ного размера ~ 200–500 нм между нитями, на-
ряду с равномерными, в целом, размерами сте-
нок. В то же время для подложек n-типа наблю-
даются крупные пустоты аналогичного размера 
совместно со значительно меньшими, размером 
около 10-100 нм. Сформированные характерные 
верхние части нитей обозначены стрелкой 1, а 
пустоты обозначены стрелкой 2 на рис. 1 (а, в). 
Все наблюдаемые пустоты массивов нитевид-
ного кремния представляются доступными для 
заполнения в результате наслаивания молекул 
белка Dps, обладающими размером до 10 нм. 

После наслаивания молекулярной культу-
ры рекомбинантного бактериального белка Dps 
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E.coli и последующего высушивания морфоло-
гия поверхности изменилась. На рис. 1 приве-
дены данные РЭМ для подложек p-типа (рис. 
1б) и n-типа (рис. 1г). Приведенные данные 
свидетельствуют о явном переполнении объе-
мов в пустотах нитевидного массива подлож-
ки p-типа в присутствии молекул Dps (рис. 1б). 
Отдельные небольшие участки, вероятнее все-
го, представляют собой наиболее верхние части 
нитей (стрелка 1). На поверхности также нахо-
дятся достаточно крупные образования субми-
кронных размеров, которые предположительно 
представляют собой остаточную соль из куль-
туральной среды, в которой культивировались 
клетки-продуценты, или что более вероятно, 
буферного раствора, используемого для под-
держания конформации додекамера Dps, в ко-
тором происходило непосредственное наслаи-
вание молекулярной культуры. Этой солью, со-
гласно протоколу экспериментов, является NaCl. 
Однако следы выхода соли не отмечены для ни-
тевидного кремния, сформированного на под-
ложках n-типа (рис. 1г). Здесь также можно от-

метить наполнение пустот (стрелка 2), однако со 
значительно большим количеством непокрытых 
вершин нитей кремния. При условии выдержки 
единых условий эксперимента мы связываем это 
наблюдение с большим объемом сформирован-
ных пустот нитевидного массива, доступных для 
заполнения молекулярной культурой. Увеличен-
ное в три раза время осаждения серебра на по-
верхность (размер наночастиц серебра соглас-
но [3] больше) при гораздо меньшем удельном 
сопротивлении подложек n-типа по сравнению 
с p-типом приводит к более выраженной «рас-
травленности» и, как следствие, большим объе-
мам пространства между ними, доступным для 
заполнения, что находится в хорошем согласии 
с [3, 6, 8]. Отсутствие образований NaCl на по-
верхности предположительно можно объяснить 
проникновением соли вглубь пор, до образова-
ния крупных частиц в результате высушивания.

Обзорные спектры РФЭС приведены на рис. 
2 для подложек нитевидного кремния p-типа по-
сле наслаивания молекулярной культуры. Стоит 
отметить, что мы не приводим обзорные РФЭС 

Рис. 1. Растровая электронная микроскопия поверхности исходных образцов массивов нитевидного 
кремния, сформированных из подложек p-типа (а) и n-типа (в), а также после наслоения молекулярной 
культуры белка Dps (б) и (г), соответственно. 1 – вершины нитей (стенок пустот), 2 – пустоты между 
нитями, 3 – частицы соли NaCl после высушивания
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спектры исходных подложек обоих типов и мас-
сивов нитей до заполнения белком по причине 
их практически полной идентичности. Исклю-
чение составляют перераспределения интенсив-
ностей 2s и 2p линий кремния по отношению к 
интенсивности линии 1s кислорода, что связано, 
очевидно, с увеличением количества поверхно-
сти нитевидных массивов, доступной для окис-
ления. Для массива нитей кремния после наслое-
ния молекулярной культуры Dps клеток E.coli от-
мечаются все линии, соответствующие биологи-
ческой компоненте изученного образца. В пер-
вую очередь 1s линия углерода – наиболее зна-
чимая по интенсивности, а также присутствие 1s 
линий азота и кислорода. Слабый по интенсив-
ности набор линий натрия и хлора в совокупно-
сти с наблюдением заметной Na KLL Оже-линии 
свидетельствуют о некотором присутствии соли 
на поверхности. Сопоставление с результатами 
РЭМ может предполагать покрытие частиц NaCl, 
наблюдаемых микроскопически, слоем остаточ-
ной молекулярной культуры Dps. Помимо этого, 
стоит отметить наличие едва заметных линий 2s 
и 2p кремния, что подтверждает предположение 
о переполнении массива нитей, сформирован-
ных на подложке p-типа по данным РЭМ.

В отличие от работ, опубликованных ранее, в 
которых для травления использовались «мягкие» 
режимы [16, 7], в данной работе мы использовали 
относительно высокое ускоряющее напряжение 
ионов аргона (3 кВ) для удаления значительной 
части поверхности за 20 минут травления. Оцен-
ка скорости травления при использовании моду-
ля станции НАНОФЭС наряду с калибровочны-
ми измерениями показывают скорость удаления 
для атомов кремния ~ 2.5 нм/мин. Для остаточ-
ной части молекулярной культуры эта скорость 
может отличаться в несколько раз [17]. Удале-
ние более 50 нм поверхности ионным пучком 
приводит к значительным изменениям. Линии 
NaCl становятся основными по интенсивности, 
подтверждая предположение, сделанное выше, о 
покрытии частиц соли остаточным белком. Ин-
тенсивности линий кремния тоже становятся бо-
лее выраженными, что также предполагает уда-
ление значительного количества белка с части 
поверхности, подвергнутой ионному травлению.

Наконец отметим, что после удаления части 
поверхности интенсивность линии 1s кислоро-
да практически не изменилась, однако пик стал 
двухкомпонентным. Сохранение интенсивно-
сти может быть связано с сохранением наполне-

Рис. 2. Обзорные РФЭС спектры образца нитевидного кремния, сформированного на подложке p-типа 
до (черным) и после (красным) травления ионным пучком (Ar+ 3 кВ 20 мин). Отмечены характерные 
элементы, составляющие изученную поверхность пробы
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ния пустот молекулярной культурой. Появление 
второй компоненты пика кислорода может быть 
связано с вкладом естественного оксида крем-
ния от нитевидного массива, «вскрытого» по-
сле ионного травления. Сохранение положения 
и относительной интенсивности линии углеро-
да, очевидно основной для молекулярной куль-
туры, подтверждает проникновение и наполне-
ние пустот белком Dps при выбранных способе 
и режимах формирования.

Обзорные РФЭС спектры для нитевидного 
кремния подложки n-типа после наслаивания 
молекулярной культуры приведены на рис.  3. 
Отметим, что линии кремния являются здесь 
одними из основных, подтверждая наблюде-
ния РЭМ, где отмечалось не столь выраженное, 
в отличие от случая подложек p-типа, наполне-
ние пустот. Основной по интенсивности здесь 
является двукомпонентная линия кислорода. 
Этот результат является, безусловно, совокуп-
ным вкладом атомов кислорода естественно-
окисленных нитей кремния и белка в пустотах 
нитевидной матрицы.

Интенсивная линия углерода также свиде-
тельствует о нахождении значительного коли-
чества белка в пустотах нитевидной матрицы, 

как и линия азота. Слабый вклад линий хлора в 
обзорный спектр совместно с отсутствием ли-
ний натрия может свидетельствовать о незна-
чительных остаточных следах соли в самых по-
верхностных слоях (~ 3 нм). Интересным наблю-
дением является линия дублета Ag 3d. Ее при-
сутствие объясняется в три раза большим вре-
менем осаждения серебра на поверхность крем-
ния для пластин n-типа по сравнению с p-типом 
при идентичном времени промывки после фор-
мирования нитевидного массива.

Как и в предыдущем случае, ионное травление 
приводит к изменению в физико-химическом со-
стоянии изучаемой структуры. Линия кремния 
после травления становится однокомпонентной. 
Совместно с существенным понижением интен-
сивности двукомпонентной линии 1s кислорода 
это наблюдение подтверждает заметное удале-
ние естественного оксида кремния с развитой, в 
том числе по данным РЭМ (рис. 1), поверхности 
нитевидного массива. Линия 1s кислорода оста-
ется двухкомпонентной, а значит в пустотах со-
храняется и белок молекул Dps, а увеличение 
интенсивности 1s линии углерода подтверждает 
это. Появление всех характерных для соли NaCl 
линий, наблюдаемых для структур на подложках 

Рис. 3. Обзорные РФЭС спектры образца нитевидного кремния, сформированного на подложке n-типа 
до (черным) и после (красным) травления ионным пучком (Ar+ 3 кВ 20 мин). Отмечены характерные 
элементы, составляющие изученную поверхность пробы
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p-типа, подтверждает предположение, сделанное 
при анализе данных РЭМ, о нахождении остаточ-
ных после высыхания солей культуральной сре-
ды или буферных растворов в глубине пустот для 
нитевидных массивов подложек n-типа.

Наконец, присутствие атомов фтора на по-
верхности структур после наслаивания белка, 
уменьшение относительной интенсивности ли-
нии азота после ионного травления для структур, 
сформированных на основе подложек обоих ти-
пов, могут рассматриваться при необходимости, 
как предмет отдельных исследований. Помимо 
этого, отдельного рассмотрения заслуживает и 
вопрос удаления остаточных солей буферных 
растворов и культуральной среды клеток E.co-
li – продуцентов Dps.

4. Выводы 
Методами рентгеновской фотоэлектронной 

спектроскопии и растровой электронной микро-
скопии впервые продемонстрирована возмож-
ность эффективного наполнения пустот масси-
вов нитевидного кремния молекулами бактери-
ального ферритина Dps клеток E.coli.

Показано, что морфология исходного мас-
сива нитевидного кремния оказывает сущест-
венное влияние на характеристики наполнения 
пустот молекулярной культурой белка Dps. Уста-
новлена возможность управляемого наполнения 
массивов нитевидного кремния путем вариации 
морфологии пор и иных режимов формирова-
ния структур: удельное сопротивление исход-
ных пластин кристаллического кремния, вре-
мени травления, характеристики наслаивания, 
концентрации солей рабочих растворов.

Полученные взаимодополняющие данные 
методов РЭМ и РФЭС могут быть использованы 
при проработке возможностей функционали-
зации развитой поверхности кремниевых ни-
тей путем управляемого покрытия при контр-
олируемой доставке биогибридного материала.
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