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Аннотация 
Работа посвящена микроскопическим исследованиям морфологии поверхности и внутренней части массивов 
нитевидного кремния до и после совмещения с наноматериалом природного происхождения бактериальным 
белком Dps.
Нитевидный кремний формировался методом жидкофазного металл-ассистированного химического травления. 
Для получения рекомбинантного белка в качестве продуцентов использовались клетки Escherichia coli, а очистку 
осуществляли хроматографически. Совмещение нитевидного кремния с молекулами белка проводилось путем 
наслаивания в лабораторных условиях с последующим высушиванием. Полученный в результате гибридный 
материал изучался методом растровой электронной микроскопии с высоким разрешением. Производились 
исследования развитой поверхности нитевидного массива до и после совмещения с биокультурой. Изучению также 
подвергались сколы, показывающие детали морфологии внутренней части гибридного материала. Исходные массивы 
нитевидного кремния имеют резкие границы в поверхностной части и в глубине массива, помимо этого, 
дополнительные переходные слои не обнаружены. Диаметр нитей кремния составляет около 100 нм, высота более 
микрометра, в то время как расстояния между нитями составляют несколько сотен нанометров. Формируемые 
таким образом поры доступны для заполнения белком при осаждении.
Продемонстрирована эффективность применения метода растровой электронной микроскопии для изучения 
морфологии поверхности гибридного материала «нитевидный кремний – бактериальный белок Dps». Показано, 
что поры нитевидного массива, обладающего чрезвычайно развитой поверхностью, могут подвергаться совмещению 
с био-материалом путем осаждения вглубь пустот. Молекулы белка могут при этом достигать дна массива нитевидной 
матрицы. Полученные результаты демонстрируют возможность активации доступной и управляемо развитой 
поверхности нитевидного кремния при помощи наноразмерных молекул белка Dps.
Ключевые слова: нитевидный кремний, развитая поверхность, белок феppитин-подобный Dps, растровая 
электронная микроскопия, совмещение
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1. Введение 
Массивы нитевидного кремния (Si-NW) яв-

ляются известным материалом, в том числе на-
номатериалом, технологии формирования ко-
торого хорошо проработаны [1]. Si-NW традици-
онно привлекает внимание исследователей как 
материал, обладающий важными свойствами: 
видимой фотолюминесценцией при комнатной 
температуре [2] или возможностью использова-
ния для генерации водорода [3]. Однако самым 
главным свойством этого материала является 
простая и экономичная технология воспроиз-
водимого получения в сочетании с чрезвычай-
но развитой поверхностью [4], которая доступна 
для активации при совмещении с многочислен-
ными функциональными материалами, включая 
нано- биоматериалы природного происхожде-
ния. При таком подходе к использованию доступ-
ной поверхности массивов нитевидного кремния 
контролируемой морфологии первостепенными 
являются вопросы принципиальной возможно-
сти совмещения с необходимым материалом.

Белок Dps (ДНК-cвязывающий белок голо-
дающих клеток) бактерий кишечной палочки 
Escherichia coli (E.coli) является представителем 
бактериальных ферритинов [5]. Размер оболоч-
ки бактериального белка Dps составляет около 
9 нм. Белковая часть включает 12 одинаковых 
субъединиц со структурой гомо-додекамера [5, 
6]. Молекулы белка Dps способны осуществлять 
накопление (депонирование) неорганических 
наночастиц системы железо-кислород [7] вну-
три полой части диаметром до 5 нм [7, 8]. Та-
ким образом, ферритин Dps является потенци-
альным контейнером природного происхожде-
ния, который может служить для накопления, 
хранения и адресной доставки наноматериалов. 
Ранее синхротронным методом спектроскопии 
ближней тонкой структуры края рентгеновско-
го поглощения был показан сложный композит-
ный состав наночастицы, который фоpмиpуетcя 
из пpодуктов окиcления ионов Fe2+ в феppокcи-
дазныx центpаx молекул природного Dps, выде-
ленного из бактерий E.coli, выращенных аэроб-
но [9]. Более того, методом крио-электронной 
микроскопии показана возможность формиро-
вания одномерных структур молекул Dps [5, 8].

Наконец отметим, что метод растровой элек-
тронной микроскопии (SEM) является одним из 
наиболее востребованных в диагностике раз-

нообразных объектов, включая наноразмерные 
структуры и биоматериалы. Возможности мето-
да позволяют с высоким латеральным разреше-
нием изучать особенности морфологии объек-
тов самого различного происхождения. Однако 
вопрос применимости метода SEM для прецизи-
онного изучения гибридных нано- биоматериа-
лов требует экспериментальной проверки в силу 
сложного состава и структуры таких объектов.

Таким образом, вопрос изучения возможно-
сти совмещения массивов нитевидного кремния 
Si-NW с природным наноматериалом – бактери-
альным белком Dps является актуальным с точ-
ки зрения разработки и применения гибрид-
ных материалов, сочетающих неорганические 
структуры, обладающие заданными свойствами 
с функциональными наноматериалами природ-
ного происхождения. Настоящая работа посвя-
щена применению метода растровой электрон-
ной микроскопии высокого разрешения для из-
учения структур, сформированных в результате 
совмещения массивов нитевидного кремния с 
бактериальным белком Dps.

2. Экспериментальная часть 
Для получения массивов нитевидного крем-

ния использовался метод металл-ассистирован-
ного жидкофазного химического травления [2, 
10]. Стандартные подложки кристаллического 
кремния n-типа проводимости с удельным со-
противлением ~ 1–5 Ω/см промывались в 2  % 
растворе плавиковой кислоты HF в течение 10 с. 
Далее на поверхность происходило осаждение 
наночастиц серебра в результате погружения 
на 30 с очищенных подложек кремния в раствор 
AgNO3 (0.01 М) и HF (5 M). Следующим этапом 
было травление подложек в 30 % растворе H2O2 
и HF (5 M) в течение 180 секунд с последующей 
промывкой в 65 % растворе HNO3 (для удаления 
наночастиц серебра) с дополнительной промыв-
кой в воде в течение 10 минут. Сформированные 
таким образом структуры высушивались на воз-
духе в лабораторных условиях.

Рекомбинантный белок Dps получался с ис-
пользованием клеток Escherichia coli BL21*(DE3) в 
качестве продуцентов. Клетки E.coli были транс-
формированы плазмидой pGEM_dps. В работе [5] 
приведены подробные сведения о биосинтезе 
белка, его последующем выделении и очистке. 
Раствор белковых молекул имел концентрацию 

For citation: Parinova E. V., Antipov S. S., Sivakov V., Kakuliia I. S., Trebunskikh S. Yu., Belikov E. A., Turishchev S. Yu. Dps 
protein localization studies in nanostructured silicon matrix by scanning electron microscopy. Kondensirovannye sredy i 
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2 мг/мл в исходном буфере 10 мM NaCl, 50 мM 
tris-HCl (pH 8.0) и 0.1 мM EDTA.

Молекулы белка осаждались на поверхность 
сформированных и предварительно исследо-
ванных массивов Si-NW наслаиванием 10 мкл 
раствора. После чего полученная структура вы-
сушивалась в лабораторных условиях, промы-
валась деионизированной водой (вытягивани-
ем) с целью удаления остаточных солей и вновь 
высушивалась при тех же условиях.

Морфология поверхностей исходного мас-
сива Si-NW и гибридной структуры на его осно-
ве с наслоенным белком, а также сколы гибрид-
ной структуры исследовались методом растро-
вой электронной микроскопии. Использовался 
микроскоп Carl Zeiss ULTRA 55 в режиме реги-
страции вторичных электронов с малыми зна-
чениями ускоряющих напряжений 2, 3 и 5 кВ, 
необходимыми для работы с био- структурами.

Для оценки площадей, занимаемых ните-
видным массивом и пустотами, а также степе-
ни заполнения массивов молекулярной культу-
рой использовался программный пакет Image J.

3. Результаты и обсуждение 
На рис. 1 представлена морфология исходной 

поверхности нитевидного кремния. Отмечены 
наибольшие по значению широкие пустоты V1–
V6, которые образовались в результате травле-
ния. Ширина таких пор составляет до 737 нм. В 
то же время наблюдаются поры с шириной ме-
нее 100 нм.

Отметим, что края массивов нитей резкие, 
при этом сами массивы Si-NW имеют морфоло-
гические особенности размерами менее 50 нм 

как результат локальных процессов травления, 
не стимулированных наночастицами серебра 
[2, 10]. Заметных морфологически переходных 
слоев в исходном массиве нитевидного крем-
ния не наблюдается. Для оценки в латеральной 
проекции обозначены площади, которые учи-
тывались при расчете: 1 – поверхность масси-
вов нитей, включая доступные для наблюдения 
боковые части стенок пор; 2 – пустоты (поры). 
Количественно соотношение площадей участков 
типа 1 и типа 2 составляет 48 к 52 %.

На рис. 2 представлены результаты совме-
щения массивов нитевидного кремния с белком 
Dps после высушивания в лабораторных усло-
виях. Прежде чем обсудить результат совмеще-
ния, обратим внимание на то, что скол гибрид-
ной структуры (рис. 2 б) дает представление о 
морфологии отдельных нитей и их высоте в це-
лом. Отметим, что боковые поверхности нитей 
морфологически схожи с поверхностью участ-
ков массивов. Особенно это заметно для участ-
ков непротравленной поверхности (например, 
см. выделенную область 1 на рис. 1). Высота пра-
ктически вертикальных нитей составляет более 
микрометра (рис. 2 б). Следовательно, и глубина 
пустот (пор), доступных для заполнения моле-
кулами белка, превышает микрометр. При этом 
отдельно взятые нити, которые, с другой сторо-
ны, мы можем рассматривать как стенки пустот 
(пор), однородны.

Малые ускоряющие напряжения, использу-
емые при регистрации данных (приведены на 
рисунках), оказались достаточными для фор-
мирования изображений (рис. 2) морфологии 
гибридных био-структур достаточной резкости 
и степени детализации.

На рис. 2 явно заметно, что пустоты между 
нитями массива Si-NW заполнены белком. Об-
ласти 1 (как и на рис. 1) отмечают поверхность 
непротравленных участков, в том числе непо-
крытых осажденной молекулярной культурой. 
В то же время области 2 явно содержат морфо-
логически выраженные участки, соответствую-
щие остаточным объемам молекулярной куль-
туры, которые находятся в пустотах после вы-
сушивания гибридных структур в лабораторных 
условиях и вакуумирования в рабочей камере 
микроскопа. В самом деле, материал, который 
заполняет поры, морфологически более одно-
роден, чем поверхность (стенки) нитей крем-
ния, и располагается именно в доступных для 
осаждения (совмещения) пустотах. На рис. 2 б 
отдельно отмечена область 3, подтверждающая 

Рис. 1. Морфология поверхности исходного мас-
сива нитевидного кремния. Определены размеры 
пустот (пор) наибольшей ширины
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факт заполнения молекулярной культурой всего 
объема поры. Оценка соотношения незаполнен-
ных участков поверхности (1) и покрытия белка 
(2) составляет 30 и 70 % общей площади участка 
микроскопического изображения поверхности. 
Этот факт подтверждает успешность проведен-
ного впервые совмещения нано- биоматериа-
ла молекулярной культуры белка Dps с доступ-
ной развитой поверхностью массива нитевид-
ного кремния.

4. Выводы 
Впервые проведено совмещение нано- био-

материала молекулярной культуры белка Dps с 
доступной развитой поверхностью массива ните-
видного кремния. Методом растровой электрон-
ной микроскопии высокого разрешения показа-
но, что молекулы ферритина Dps могут успешно 
проникать в поры кремния субмикронного раз-
мера, заполняя их и покрывая высокоразвитую 
поверхность массива нитей кремния в целом. 
Подобный подход может быть использован при 
функционализации поверхности массивов ни-
тевидного кремния посредством использования 
молекул ферритина в качестве контейнеров на-
нометрового размера для задач адресной достав-
ки материалов и формирования функциональ-
ных гибридных нано- биоматериалов в целом.
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