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Аннотация 
Работа посвящена исследованиям биогибридного наноматериала, сформированного на основе белковых молекул 
рекомбинантного ферритина Dps бактериального происхождения.
Для получения рекомбинантного белка в качестве продуцентов использовались клетки Escherichia coli, а очистку 
осуществляли хроматографически. Источником атомов железа для формирования биогибридного наноматериала 
служила соль Мора. Возможность формирования гибридных частиц, форма и размер их неорганических ядер 
изучались экспериментально методом просвечивающей электронной микроскопии высокого разрешения. Состав 
и специфика физико-химического состояния неорганических ядер гибридных частиц изучались методом 
рентгеновской фотоэлектронной спектроскопии, включая применение фокусированного ионного травления.
Показано, что с использованием выбранного способа формирования наноматериала внутренние полости белковых 
молекул депонировали неорганические наночастицы. Размеры этих наночастиц, формирующихся в полых молекулах 
белка, составили в среднем 2 нм. Установлен сложный композитный состав частиц, преимущественно включающий 
оксиды системы железо-кислород, а также возможны включения металлического железа.
Полученные результаты показывают возможность плавного, через состав, управления свойствами биогибридного 
наноматериала. Это делает его крайне привлекательным для реализации задач современных технологий таких, как 
спинтроника или адресная доставка функциональных наночастиц.
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1. Введение 
Синтез и исследования новых функциональ-

ных материалов является крайне востребован-
ной задачей в науке, технике и технологиях. 
Большой научный и практический интерес при-
влекают природоподобные технологии форми-
рования функциональных наноматериалов. Это 
обусловлено такими перспективными особен-
ностями, как высокая эффективность и воспро-
изводимость в совокупности с незначительны-
ми экономическими затратами при внедрении 
в производство этих технологий, основанных на 
биосинтезе, по сравнению с физическими или 
химическими методами синтеза наноматери-
алов [1–2]. Удачным примером такой природо-
подобной технологии формирования функцио-
нальных наноматериалов может служить синтез 
неорганических наночастиц внутри природной 
белковой молекулы. Ферритины – это сложные 
природные комплексные структуры, состоящие 
из белковой оболочки и неорганического (ме-
талл-оксидного) ядра, размером порядка деся-
ти нм [3–4].

Ферритин-подобный белок Dps (DNA-
binding Protein from Starved cells – ДНК-связы-
вающий белок голодающих клеток) обладает 
уникальным набором свойств, среди которых 
сродство к железу, малые размеры и способ-
ность образовывать прочные комплексы с ДНК 
[5–7]. Состав и структура ядра Dps находится в 
строгой зависимости от способа его выделения 
и очистки, условий хранения, а также способов 
дальнейшей модификации и использования [8-
9]. Ранее нами была показана возможность фор-
мирования двумерных структур молекулами 
ферритина Dps [10], однако ясного представле-
ния об особенностях строения неорганическо-
го ядра Dps пока нет. В настоящей работе была 
использована комбинация методов просвечива-
ющей электронной микроскопии – ПЭМ и рен-
тгеновской фотоэлектронной спектроскопии 
РФЭС, дающая информацию о составе, морфо-
логии и физико-химическом состоянии изуча-
емого объекта.

Таким образом, актуальным является иссле-
дование образования гибридных наноструктур с 
неорганическим наночастицами – ядрами бел-
ковых молекул ферритина Dps. Настоящая рабо-
та посвящена изучению неорганических ядер в 
структуре гибридного материала на основе фер-
ритина Dps, включая анализ их размеров и со-
става в условиях равновесного и стимулирован-
ного дополнительным введением ионов железа 
формирования наночастиц.

2. Экспериментальная часть 
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 рабо-
те [11] приведены подробные сведения о полу-
чении рекомбинантного белка, очищенного от 
неорганических компонентов с помощью сту-
пенчатого гидролиза и диализа, его последую-
щем выделении и очистке. Раствор белка имел 
концентрацию 1.2 мг/мл в буфере, содержащим 
10 мM NaCl, 50 мM tris-HCl (pH 7.0) и 0.1  мM 
EDTA. В качестве источника железа использо-
вали свежеприготовленный раствор соли Мора 
Fe(NH4)2(SO4)2·6H2O, которую добавляли в рас-
твор белка до достижения концентрации ионов 
железа 0.25 мМ и инкубировали его в течение 15 
минут, после чего добавляли такую же порцию 
соли Мора и повторяли инкубацию, полученный 
образец использовали в исследованиях.

Размеры белковых молекул контролирова-
лись методом динамического светорассеяния 
согласно методике, описанной в работе [12]. Для 
экспериментов методом ПЭМ использовались 
подготовленные тонкие углеродные реплики 
толщиной ~ 15 нм, на которые помещалась мо-
лекулярная культура путем погружения в рас-
твор и последующего вакуумирования в камере 
загрузки микроскопа Zeiss LIBRA 120. Для оцен-
ки количества и размеров наночастиц использо-
вался программный пакет Image J.

Для экспериментов методом РФЭС молеку-
лы белка осаждались на поверхность сформиро-
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ванных и предварительно очищенных подложек 
кремния наслаиванием 10 мкл раствора. После 
чего полученная структура высушивалась в ла-
бораторных условиях, промывалась деионизи-
рованной водой (вытягиванием) с целью уда-
ления остаточных солей и вновь высушивалась 
при тех же условиях.

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 [13]. Использовалось мо-
нохроматизированное AlKa излучение рентге-
новской трубки (1486.61 эВ), глубина информа-
тивного слоя составила ~ 2–3 нм [14]. Были за-
регистрированы обзорные спектры в диапазоне 
энергий связи 0–800 эВ и данные Fe 2p состоя-
ний, для интерпретации которых использова-
лись измерения эталонных структур: металли-
ческой фольги железа, покрытой естественным 
оксидом, а также коммерчески доступных по-
рошков соединений Fe2O3, Fe3O4 и FeO(OH) про-
изводства AlfaAesar. Использовался стандарт-
ный подход к нормализации и калибровке дан-
ных, основанный на независимой регистрации 
сигнала чистой золотой фольги (Au 4f). Для ре-
гистрации спектральных данных эталонных со-
единений железа использовалась калибровка 
по C1s линии углеводородных загрязнений [14]. 
Для сопоставления и анализа основных особен-
ностей Fe 2p РФЭС спектров использовались из-
вестные базы данных, из которых были выбраны 
актуальные и наиболее точные (монохромати-
ческие) спектры [14–16]. Использовался фокуси-
рованный источник травления поверхности ио-
нами аргона при ускоряющем напряжении 1 кВ 
с длительностью травления 30 минут. Площадь 
участка травления выбиралась с превышением 
области поверхности, от которой регистрирова-
лись данные РФЭС.

3. Результаты и обсуждение 
На рис. 1 представлены данные ПЭМ высо-

кого разрешения для био- наногибридного ма-
териала на основе бактериального ферритин-
подобного белка Dps и оценка распределения 
средних размеров неорганических наночастиц, 
составляющих «ядро» молекул и их количества.

Полученные методом динамического све-
торассеяния данные о распределении размеров 
молекул совпадают с результатами [12], что гово-

рит об успешном синтезе молекулярной культу-
ры. Данные ПЭМ подтверждают факт депониро-
вания неорганических наночастиц во внутрен-
них полостях молекул в результате введения в 
культуральный раствор белка соли Мора. Неор-
ганические частицы имеют практически иден-
тичную форму, агломерации не наблюдается, 
вероятнее всего из-за наличия белковых стенок 
отдельных молекул, которые препятствуют их 
слипанию. При этом средний размер частиц со-
ставил около 2 нм, что почти в два раза меньше 
данных [11]. Такой эффект может наблюдаться 
по нескольким причинам: из-за недостатка ко-
личества ионов железа в растворе для полного 

Рис. 1. Данные ПЭМ био- наногибридного матери-
ала на основе бактериального ферритин-подобно-
го белка Dps (a). Оценка распределения средних 
размеров неорганических наночастиц и их коли-
чества (б)
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заполнения молекул, недостаточного времени 
инкубации, использования ступенчатого насы-
щения молекул белка. По результатам оценки ко-
личество частиц в поле зрения составило ~ 280.

На рис. 2 приведены обзорные рентгеновские 
фотоэлектронные спектры исходной поверхно-
сти подготовленного образца и после получасо-
вого травления ионами аргона при ускоряющем 
напряжении 1 кВ. Отметим, что данное значение 
относилось к самому «мягкому» воздействию на 
поверхность, с оценкой удаления 1.5 А в минуту, 
полученной для подложки кремния.

Согласно данным обзорных фотоэлектрон-
ных спектров исходного образца, основной ли-
нией является углерод, то есть гибридный ма-
териал. Присутствие заметных по интенсивно-
сти линий 1s кислорода и азота подтверждает 
достаточное наличие пробы. Относительно ма-
лое количество гибридного материала позволя-
ет надежно регистрировать сигнал от подложки 
кремния. Также заметны следы соли буферного 
раствора (линии натрия и хлора). Однако их ин-
тенсивность заметно мала, что говорит о доста-
точной степени промывки пробы после наслаи-

вания. Наличие соли в слоях поверхности и ор-
ганического материала пробы в целом не при-
вело к искажениям в положениях линий наблю-
даемых остовных уровней, связанных с заряд-
кой поверхности пробы. Наконец, для исходного 
образца факт наблюдения на обзорном спектре 
сигнала от депонированных наночастиц железа 
неочевиден. Тем не менее для регистрации дан-
ных 2р остовного уровня с высоким разрешени-
ем железа нами было выполнено длительное на-
копление регистрируемого сигнала, о чем будет 
сказано ниже.

Ситуация незначительно меняется после 
получасовой обработки (травления) поверхно-
сти ионами аргона. После длительного травле-
ния положение и относительная интенсивность 
линии углерода практически не изменились, 
что свидетельствует о достаточном количестве 
оставшейся после удаления пробы биогибридно-
го образца. Несколько интенсивнее стали наблю-
даться линии подложки кремния (примерно 100 
эВ и 150 эВ), подтверждая факт воздействия ион-
ного пучка и частичное удаление стравливаемо-
го образца. При этом наблюдается линия аргона, 

Рис. 2. Обзорные РФЭС спектры образца подготовленной пробы био- наногибридного материала на 
основе бактериального ферритин-подобного белка Dps: исходное состояние поверхности (исходный) и 
после получасового травления ионным пучком (Ar+ 1 кВ 30 мин). Подписаны элементы, составляющие 
изученную поверхность пробы
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что подтверждает предположение о насыщении 
био-покрытия подложек ионами при обработ-
ке и характерно для такого класса материалов. 

Факт отсутствия на обзорных спектрах 
(рис. 2) линий остовного уровня серы (S 2p и S 2s 
состояния при ~ 163 и ~ 228 эВ соответственно) 
позволяет сделать заключение об отсутствии 
остаточных следов соли Мора. Таким образом, 
источник атомов железа был полностью израс-
ходован на депонирование молекулярной куль-
туры. Влияние промывки может быть исключе-
но, так как после ионного стравливания (в глу-
бинной части био-покрытия) сигнала от атомов 
серы не наблюдалось.

Наконец, в районе энергии связи атомов же-
леза (около 710 эВ) наблюдается особенность ма-
лой интенсивности. Этот факт подтвердил не-
обходимость увеличенного времени накопле-
ния для получения сигнала от атомов железа, 
который был использован нами для исходно-
го образца.

На рис. 3 приведены данные Fe 2p рентгенов-
ских фотоэлектронных спектров от подготовлен-
ной и обработанной пробы совместно с данными 
эталонных образцов, зарегистрированными в тех 
же методических условиях (только со значительно 
меньшим, не более 20, количеством накоплений). 
Значения энергии связи для эталонных структур 
находятся в полном согласии с известными лите-
ратурными данными [14–16]. Самая существен-
ная неопределенность наблюдается в этих данных 
для нестабильного при нормальных условиях ок-
сида FeO, для которого на рис. 3 приведен интер-
вал значений энергии связи Fe 2p уровня согласно 
данным использованных источников [14–16]. Та-
ким образом, мы подчеркнули тот интервал энер-
гий связи, в котором возможно наблюдение этого 
соединения в составе поверхности эксперимен-
тального образца. Ранее [12] нами были получе-
ны данные синхротронным методом XANES (X-ray 
Absorption Near Edge Structure, спектроскопия 
ближней тонкой структуры края рентгеновского 
поглощения), которые показали ожидаемую слож-
ную структуру и состав неорганических наноча-
стиц био- наногибридного материала.

По этой причине и из-за близости энергий 
связи наблюдаемых компонент при общем вы-
соком количестве времени накопления сигнала 
(несколько часов) нами была проведена качест-
венная оценка состава изученной поверхности 
подготовленной пробы. Для этого была рассмо-
трена тонкая структура спектров Fe 2p (рис. 3) 
и энергетическое положение ее особенностей.

Анализ данных тонкой структуры Fe 2p РФЭС 
спектров эталонных образцов при сопоставле-
нии с данными гибридного нано- биоматериа-
ла позволил провести качественную оценку со-
става ядер неорганических наночастиц. Поло-
жение основного максимума Fe 2p РФЭС спек-
тров изученной пробы практически неизмен-
но после ионного травления. Таким образом, 
нами получен сигнал от неорганических нано-
частиц системы железо-кислород, в том числе и 
от «объемной» части пробы (после ионного трав-
ления). Этот сигнал менее зашумлен. По наше-

Рис. 3. Fe 2p РФЭС спектры высокого разрешения 
образца подготовленной пробы био- наногибрид-
ного материала на основе бактериального ферри-
тин-подобного белка Dps: исходное состояние 
поверхности (исходный) и после получасового 
травления ионным пучком (Ar+ 1 кВ 30 мин). При-
ведены данные эталонных структур: металличе-
ской фольги железа, покрытой естественным ок-
сидом (Fe foil), а также порошков Fe2O3, Fe3O4 и 
FeO(OH). Подписаны положения основных макси-
мумов наблюдаемых спектральных кривых. Указан 
диапазон энергий связи для FeO и линия металли-
ческого железа
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му мнению, это связано с существенно различ-
ными скоростями ионного травления био-окру-
жения и самих неорганических наночастиц. То 
есть увеличение времени травления приводит к 
росту количества частиц, доступных для зонди-
рования методом РФЭС. Наиболее интересным 
является наблюдение особенности при энерги-
ях связи ~ 706.7 эВ, соответствующих металли-
ческому железу (рис. 3). У такого наблюдения 
возможны две причины. Во-первых, в «объем-
ной» части наночастиц могут присутствовать не-
связанные с кислородом атомы железа. Однако 
слабый сигнал исходного спектра при энергиях 
связи ~ 706.7 эВ не позволяет подтвердить или 
опровергнуть это утверждение. Во-вторых, ча-
стичное восстановление железа может проис-
ходить в результате длительного воздействия 
ионов аргона. Стабильность данных обзорных 
спектров (см. рис. 2) не подтверждает такого 
предположения. Мы планируем дополнительно 
исследовать этот вопрос в дальнейших экспери-
ментах, при этом эффективно будем применять 
ступенчатый набор общего режима травления.

Из всех проанализированных нами значений 
энергий связи [14–16] для эталонных объектов 
самые близкие значения положения основного 
максимума образца гибридного нано- биома-
териала относятся к Fe3O4, подтверждая выво-
ды, сделанные ранее [12]. В то же время наблю-
даемый сигнал в области энергий связи ~ 709–
710 эВ свидетельствует о возможном нахожде-
нии в составе наночастиц FeO, что также нахо-
дится в согласии с [12]. Тем не менее, поскольку 
РФЭС обладает большей (по сравнению с XANES) 
чувствительностью к поверхности, то наблюде-
ние достаточно широкого основного максиму-
ма исходной экспериментальной пробы и по-
сле ионного травления не исключает нахожде-
ния в составе наночастиц Fe2O3 и FeO(OH). Это 
говорит о сложном, композитном составе неор-
ганических частиц системы железо-кислород в 
составе био- наногибридного материала на ос-
нове бактериального ферритин-подобного бел-
ка Dps. Изученная проба была воспроизведена 
серией контрольных образцов, все данные были 
получены в одно время и в идентичных услови-
ях, включая около трех недель нахождения в ла-
бораторных условиях перед РФЭС измерениями. 
При этом сигнал, отличный от ожидаемого ок-
сида Fe2O3 (самых верхних слоев поверхности, в 
пределах глубины зондирования метода), над-
ежно детектируется, что хорошо согласуется с 
синхротронными данными [12] и подтверждает 

сложный, композитный состав неорганических 
наночастиц гибридного материала. 

Приведенные выше результаты совокупно-
сти данных высокоразрешающих методов ПЭМ 
и РФЭС позволяют, наконец, утверждать, что пу-
тем вариации времени инкубации проб и кон-
центрации солей – источников железа возмож-
но управлять размером и составом неорганиче-
ских наночастиц изученного био- наногибрид-
ного материала на основе бактериального фер-
ритин-подобного белка Dps.

4. Выводы 
Впервые проведено совместное исследова-

ние био- наногибридного материала на основе 
бактериального ферритин-подобного белка Dps 
методами ПЭМ и РФЭС. В молекулярной куль-
туре показана возможность формирования ма-
лых неорганических частиц идентичной формы 
и средним размером около 2 нм. Агломерации 
не наблюдается. Полученные результаты демон-
стрируют сложный композитный состав неор-
ганических частиц, включающий оксиды Fe2+ 
и Fe3+ системы железо-кислород, преимущест-
венно близкие к Fe3O4. Установлены включения 
металлического железа. Таким образом, пред-
ставляется возможность регулировки свойств 
наноматериала путем вариации состава и ре-
жимов формирования. Это делает перспектив-
ным использование био- наногибридных струк-
тур на основе бактериального ферритин-подоб-
ного белка Dps для адресной доставки наноча-
стиц, а также в современных технологиях при 
функционализации поверхностей, например, 
в спинтронике.
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