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Аннотация 
Работа посвящена удалению остаточных солей в гибридных структурах, сформированных в результате совмещения 
массивов нитевидного кремния с наноматериалом природного происхождения – бактериальным ферритинподоб-
ным белком Dps. Проведено изучение особенностей морфологии и состава поверхности и внутренней части ги-
бридной структуры в результате совмещения и последующей промывки в воде.
Метод жидкофазного металл-ассистированного химического травления применялся для получения нитевидного 
кремния. Для получения рекомбинантного белка в качестве продуцентов использовались клетки Escherichia coli 
BL21*(DE3) с хроматографической очисткой. Совмещение нитевидного кремния с молекулами белка проводилось 
путем его наслаивания в лабораторных условиях с последующим высушиванием. Обнаруженная ранее в составе 
гибридного материала остаточная соль удалялась путем промывки в воде. Полученный гибридный материал из-
учался методом растровой электронной микроскопии и рентгеновской фотоэлектронной спектроскопии. Приме-
нялась хорошо зарекомендовавшая себя ранее комбинация взаимодополняющих методов растровой электронной 
микроскопии для изучения морфологии гибридного материала «нитевидный кремний – бактериальный белок Dps» 
и рентгеновской фотоэлектронной спектроскопии совместно с ионным травлением для изучения состава и физи-
ко-химического состояния.
В массивах нитевидного кремния с диаметром нитей около 100 нм и расстоянием между ними от субмикронных до 
нанометровых размеров обнаружено нахождение белка в результате осаждения и после проведенной обработки в воде. 
При этом количество остаточной соли NaCl сведено к минимуму на поверхности гибридной структуры и в ее объеме.
Полученные данные могут быть использованы при отработке технологии нанесения покрытий развитой поверх-
ности кремниевых нитей доступной для функционализации при контролируемой доставке биогибридного мате-
риала.
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1. Введение 
В современных технологиях все больше веду-

щих позиций начинают занимать новые функ-
циональные биогибридные материалы, в первую 
очередь из-за простоты и эффективности их фор-
мирования, свойств, зачастую продиктованных 
самой природой, перспектив применения. Про-
стые способы формирования и удобные, настра-
иваемые характеристики значительно способст-
вуют созданию эффективных устройств на базе 
такого рода материалов. Одним из наиболее ак-
туальных и перспективных направлений являет-
ся формирование, изучение и дальнейшее при-
менение гибридных природоподобных нанообъ-
ектов, полученных из различных биокультур [1].

Ярким представителем природного функци-
онального гибридного наноматериала является 
белок Dps. Белок Dps (ДНК-связывающий белок 
голодающих клеток) относится к семейству бак-
териальных ферритинов, функцией которых яв-
ляется накопление запаса железа в организме. Бе-
лок Dps содержится практически во всех извест-
ных типах живых организмов [2, 3–5]. Молекула 
белка Dps может представлять собой гибридный 
нано-биообъект, состоящий из внешней органи-
ческой оболочки, размер которой составляет око-
ло 9 нм, и неорганического ядра, содержащегося 
во внутренней полости молекулы размером до 5 
нм [6, 7]. Белковая часть включает 12 одинаковых 
субъединиц со структурой гомододекамера [6, 7]. 
Неорганическое ядро, депонированное во вну-
тренней полости молекулы, представляет собой 
наночастицу системы железо-кислород [6]. Полу-
чаемый из клеточной культуры Escherichia coli ги-
бридный наноматериал на основе молекул белка 
Dps может представлять интерес в качестве по-
тенциального контейнера природного происхож-
дения, спектр использования которого достаточ-
но широк: от накопления и хранения наномате-
риалов до их адресной доставки.

Ранее нами была показана возможность фор-
мирования двумерных структур молекулами 
ферритина Dps [8], а также получено представ-
ление о морфологических особенностях ядер 
биогибридного наноматериала при использова-
нии метода просвечивающей электронной ми-
кроскопии и их составе методом рентгеновской 
фотоэлектронной спектроскопии (РФЭС) [9]. Эф-
фективным сочетанием метода РФЭС (с ионным 
профилированием) и метода растровой элек-
тронной микроскопии (РЭМ) была изучена воз-
можность наполнения молекулами белка Dps 
(не содержащего неорганических наночастиц) 
пустот функционального полупроводниково-
го материала с развитой поверхностью – ните-
видного кремния (Si-NW) [10, 11]. Однако было 
установлено значительное остаточное содержа-
ние соли NaCl буферного раствора в сформиро-
ванных структурах нитевидный кремний – белок 
Dps [11]. В настоящей работе была использована 
та же комбинация методов РЭМ и РФЭС, дающая 
информацию о составе, морфологии и физико-
химическом состоянии изучаемого объекта для 
структур нитевидный кремний – белок Dps по-
сле удаления остаточного количества соли NaCl 
в результате промывки водой.

2. Экспериментальная часть 
Метод металл-ассистированного жидкофаз-

ного химического травления [12, 13] применял-
ся для формирования Si-NW. Были использова-
ны пластины кристаллического кремния p- и 
n-типов проводимости (~ 1–5 Ω/см и < 0.02 Ω/см 
соответственно) после промывки в растворе пла-
виковой кислоты HF (2 %) на протяжении 10 се-
кунд. Далее проводилось осаждение наночастиц 
серебра на поверхность подготовленных пла-
стин при погружении в раствор AgNO3 (0.01 М) и 
HF (5 M). Времена погружения составили 15 c для 
подложек p-типа и 45 с для подложек n-типа с 
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последующим трехминутным травлением в 30 % 
растворе H2O2 и HF (5 M). Наконец наночасти-
цы серебра в течение 10 минут удалялись про-
мыванием в 65 % водном растворе HNO3, после 
чего структуры высушивались на воздухе. Далее 
структуры нитевидного кремния использова-
лись идентичные тем, которые изучались в ра-
боте [11], как одновременно обработанные ча-
сти одной и той же пластины.

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 
приведены в работе [6]. Раствор белка имел кон-
центрацию 2 мг/мл в буфере, содержащим 10 мM 
NaCl, 50 мM tris-HCl (pH 7.0) и 0.1 мM EDTA. По-
сле контроля размеров молекул белка методом 
динамического светорассеяния на поверхность 
массивов Si-NW производилось однократное на-
слаивание 10 мкл раствора молекул белка. Далее 
с целью удаления остаточной соли NaCl [11] про-
водилось однократное наслаивание 10 мкл воды 
с последующим ее удалением через 30 сек с ис-
пользованием фильтровальной бумаги без кон-
такта с поверхностью структуры и высушива-
нием образца при 37 °С до полного высыхания.

Морфология поверхностей исходного масси-
ва Si-NW и гибридной структуры на его основе с 
наслоенным белком после его промывки иссле-
довались методом растровой электронной ми-
кроскопии. Использовался микроскоп Carl Zeiss 
ULTRA 55 в режиме регистрации вторичных элек-
тронов со значением ускоряющго напряжения 
2 кВ, что необходимо для работы со структура-
ми биологического происхождения. Для оценки 
площадей, занимаемых нитевидным массивом 
и пустотами, а также степени заполнения мас-
сивов молекулярной культурой после промыв-
ки, использовался программный пакет Image J.

Исследования методом РФЭС производились 
с использованием анализатора энергий элек-
тронов SPECS Phoibos 150 модуля ЭСХА сверх-
высоковакуумной экспериментальной станции 
НАНОФЭС синхротрона «Курчатов» Националь-
ного исследовательского центра «Курчатовский 
институт» (Москва) [14]. Использовалось моно-
хроматизированное Al Ka излучение рентге-
новской трубки (1486.61 эВ), глубина информа-
тивного слоя составила ~ 2–3 нм [15]. 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 [15–17]. 
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 
На рис. 1 приведены данные исследований, 

выполненных методом РЭМ, для исходных мас-
сивов Si-NW и биогибридных структур. Отме-
тим, что в нашей предыдущей работе [11] мы ис-
пользовали морфологически идентичные Si‑NW. 
Одновременно сформированные части одной и 
той же пластины использовались при наслаи-
вании белка [11] и в данной работе, где в после-
довательность процедур формирования была 
добавлена промывка полученных биогибрид-
ных структур в воде. По этой причине рис. 1а, в 
содержит данные работы [11] Si-NW подложек 
p- и n-типа. В том же масштабе получены РЭМ 
изображения рис. 1б, г поверхности биогибрид-
ных структур после наслоения молекулярной 
культуры белка, полученной от бактерий E. coli 
и промывки. Для подложек p-типа установле-
но образование более выраженных нитей c од-
нородным распределением пустот субмикрон-
ного размера ~ 200–500 нм между нитями. Для 
подложек n-типа наблюдаются крупные пусто-
ты аналогичного размера совместно со значи-
тельно меньшими, размером около 10–100 нм. 
Сформированные характерные верхние части 
нитей обозначены стрелкой 1, а пустоты обо-
значены стрелкой 2 на рис. 1а, в. Показано, что 
все наблюдаемые пустоты Si-NW доступны для 
заполнения в результате наслаивания молекул 
белка Dps, обладающими размером до 10 нм [11].

Напомним, что согласно результатам, по-
лученным ранее, поверхность Si-NW, отличная 
по своей морфологии для подложек p-типа и 
n-типа, практически полностью была покрыта 
наслоенным белком, и фрагментарно наблюда-
лись лишь самые верхние части нитей. Большие 
размеры пустот обеспечили относительно боль-
шее проникновение биоматериала в нитевид-
ный кремний подложки n-типа. Принципиаль-
но иная морфология биогибридных структур на-
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блюдалась в результате промывки с целью уда-
ления остаточной соли NaCl. Согласно данным 
рис. 1б не зафиксировано наблюдения микро-
кристаллов соли микронных и субмикронных 
размеров на поверхности биогибридного мате-
риала для Si-NW подложки р-типа. Более того, 
общее количество белка уменьшилось в резуль-
тате промывки, так как воспроизводимо наблю-
даются верхние участки нитей кремния, обозна-
ченные стрелками 1 на рис. 1б. При этом на по-
верхности нитей кремния наблюдаются крупные 
островковые образования (рис. 1б, стрелка 2) ми-
кронных размеров, существенно превышающие 
размеры пустот между нитями (размеры пор) и 
без характерной для соли NaCl огранки в фор-
ме. На поверхности этих островковых образова-
ний, в свою очередь, отмечаются пустоты с раз-
мерами близкими к 100 нм. Это свидетельству-

ет о наличии остаточного количества белка, не 
попавшего в поры, однако являющегося источ-
ником биоматериала, локализованного в масси-
ве Si-NW. Локализация биокомпоненты в порах 
изученных структур отмечена на рис. 1б стрел-
ками 3. Представляется возможным уверенно 
говорить о том, что промывка формирующейся 
биогибридной структуры привела к удалению 
кристаллов остаточной соли с ее поверхности и 
наблюдению массива Si-NW с локализованной 
молекулярной культурой при неполном запол-
нении пор. Локализация белка в пространствах 
между нитями Si-NW гораздо лучше заметна 
для нитевидного кремния подложки n-типа на 
рис. 1г. Стрелкой 1 показана характерная верх-
няя часть непокрытых белком нитей кремния, а 
стрелка 2 показывает значительное количество 
белка в порах массива Si-NW. Степень заполне-

Рис. 1. Растровая электронная микроскопия поверхности исходных образцов массивов нитевидного 
кремния, сформированных из подложек p-типа (а) и n-типа (в) [11], а также после наслоения молеку-
лярной культуры белка Dps и промывки в воде (б) и (г), соответственно. 1 – вершины нитей (стенок 
пустот), 2 (а и в) – пустоты между нитями, 2 и 3 (б и г) элементы белковой культуры
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ния пор также уменьшается в результате про-
мывки, по сравнению с данными [11].

Обзорные спектры РФЭС приведены на рис. 2 
для массивов нитевидного кремния p-и n- типа 
после наслоения молекулярной культуры Dps 
клеток E. coli и последующей промывки. Отме-
чаются все линии, соответствующие биологи-
ческой компоненте изученных биогибридных 
структур. Для обоих типов использованных под-
ложек основной является 1s линия кислорода. 
Существенная интенсивность 1s линии кисло-
рода исключает вклад только от естественного 
оксида SiO2, покрывающего нити кремния. При-
чиной такой высокой интенсивности линии кис-
лорода наряду с наблюдением линий 1s углерода 
и азота (в порядке уменьшения относительной 
интенсивности сигнала) является молекулярная 
культура Dps, локализованная в массиве Si-NW. 
Также наблюдаются незначительные по интен-
сивности 2s и 2p линии кремния от непокрытых 
молекулярной культурой нитей. Наконец следу-
ет отметить слабый по относительной интенсив-
ности набор линий хлора (2s и 2p) и натрия (ли-
ния 2р и Оже линия KLL). Отметим, что в [11] для 
биогибридных структур, не подвергнутых удале-
нию остаточной соли NaCl, в ряде случаев сигнал 
от Оже линии KLL натрия был основным по ин-

тенсивности, как и сигнал от атомов хлора. Та-
ким образом, можно утверждать, что применен-
ный подход к растворению и удалению остаточ-
ной соли приводит к практически полному уда-
лению NaCl из состава поверхности изученных 
биогибридных структур Si-NW – молекулярная 
культуры Dps клеток E.coli. Наконец следует от-
метить общую схожесть в наблюдаемых линиях 
РФЭС по их энергетическому положению и от-
носительной интенсивности (рис. 2, два нижних 
спектра). Это говорит о практически одинако-
вом физико-химическом состоянии поверхно-
сти изученных биогибридных структур после 
наслоения молекулярной культуры Dps клеток 
E. coli и последующей промывки вне зависимо-
сти от типа подложки и режима ее обработки. 
То есть локализация биоматериала наблюдает-
ся в порах массивов Si-NW для обоих типов мор-
фологии поверхности исходного массива нитей 
кремния. А процесс промывки позволяет удалять 
остаточную соль NaCl с поверхности биогибрид-
ных структур. В связи с наблюдаемой идентич-
ностью физико-химического состояния поверх-
ности изученных структур мы провели удаление 
значительной части поверхности за 20 минут 
травления при относительно высоком напря-
жении, ускоряющем ионы аргона (3 кВ) только 

Рис. 2. Обзорные РФЭС спектры образца нитевидного кремния, сформированного на подложке n- и 
p-типа до (черным) и после (красным) травления ионным пучком (Ar+ 3 кВ 20 мин). Отмечены харак-
терные элементы, составляющие изученную поверхность пробы
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для образца биогибридной структуры, сформи-
рованной на подложке n-типа. Оценка скорости 
травления при использовании модуля станции 
НАНОФЭС наряду с калибровочными измере-
ниями показывают скорость удаления для ато-
мов кремния ~ 2.5 нм/мин. Для остаточной ча-
сти молекулярной культуры эта скорость может 
отличаться в несколько раз [18]. Удаление таким 
образом более 50 нм поверхности ионным пуч-
ком приводит к значительным изменениям. Су-
щественно понижается относительная интен-
сивность линии O 1s, что говорит об удалении су-
щественной части локализованной в порах куль-
туры молекул Dps. Одновременно практически 
ту же интенсивность приобретают линии крем-
ния, как результат значительного отличия в ско-
ростях ионного профилирования биоматериала 
и неорганического кремниевого «каркаса». Тем 
не менее линия азота и углерода все еще наблю-
даются, подтверждая нахождение молекулярной 
культуры Dps в глубине пор. В то же время линии 
остаточной соли не меняют относительной и ма-
лой интенсивности. Причиной такого наблюде-
ния является неполное удаление соли NaCl, ко-
торая тем не менее равномерно распределяет-
ся в объеме биогибридной структуры, вероятно, 
за счет переосаждения в результате растворения 
при промывке водой. Наблюдение линий аргона 
связано с проведением ионного травления (про-
филирования) поверхности.

4. Выводы 
Комбинацией методов рентгеновской фото-

электронной спектроскопии и растровой элек-
тронной микроскопии продемонстрирована 
возможность локализации молекулярной куль-
туры бактериального ферритина Dps клеток 
E.  coli в результате эффективного наполнения 
пустот массивов нитевидного кремния после 
проведения промывки сформированных био-
гибридных структур с целью удаления остаточ-
ной соли NaCl.

Показано, что морфология исходного масси-
ва нитевидного кремния не оказывает сущест-
венного влияния на характеристики наполне-
ния пустот молекулярной культурой белка Dps в 
результате промывок, которые приводят к пра-
ктически полному удалению остаточной соли.

Таким образом подтверждена возможность 
функционализации развитой поверхности крем-
ниевых нитей путем управляемого покрытия 
при контролируемой доставке биогибридного 
материала.
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