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Наноразмерный корреляционный анализ морфологической,

оптической и магнитной структуры полимерных микросфер

для мультиплексной диагностики
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Представлена единая аналитическая технология, основанная на интеграции сканирующей зондовой наното-

мографии и оптической микроскопии (СЗНТ−ОМ) и продемонстрирован потенциал технологии на примере

многопараметрического анализа кодируемых микросфер. Представленная технология СЗНТ−ОМ может

стать мощным инструментом для мультимодальной нанохарактеризации широкого спектра микрочастиц,

композитных и гибридных полимеров.
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За последние десятилетия дисперсии полимерных ча-

стиц, известные как латексы, получили широкое приме-

нение при решении задач в областях, где решающую

роль играют объемные, коллоидные и поверхностные

свойства дисперсного материала. В настоящее время

дисперсии частиц преимущественно субмикронного раз-

мера начали активно использоваться в высокотехноло-

гичных областях, в частности, для биомедицинских и

биотехнологических исследований [1]. Технологии раз-

работки латексов с инновационными свойствами осно-

вываются на получении дисперсий частиц, обладающих

такими характеристиками, как большая площадь поверх-

ности, гетерогенный полимерный состав, возможность

получения частиц разных размеров (10 nm−1mm) и

форм с узкими распределениями по размерам, морфо-

логии, функциональности, а также образования орга-

но-неорганических (гибридных) частиц [2].

Все эти свойства должны тщательно контролировать-

ся и характеризоваться с использованием соответствую-

щих микроскопических методик.

В последнее время многофункциональные полимер-

ные частицы, имеющие несколько функциональных со-

ставляющих, например флуоресцентную и магнитную,

привлекают большое внимание [3], в первую очередь

благодаря их применению в системах мультиплексно-

го анализа, предназначенных для одновременного об-

наружения нескольких биомаркеров в одном образце

биологического материала (например, сыворотки). Ос-

новой мультиплексного анализа является комбинация

проточной цитометрии с использованием флуоресцент-

но окрашенных микросфер, конъюгированных со специ-

фическими антителами. Флуоресцентно меченые магнит-

ные микросферы, применяемые в многопараметрических

системах иммунного анализа, кодируются уникальной

спектрально отличимой комбинацией красителей и со-

держат встроенные магнитные наночастицы (МНЧ), что

позволяет сформировать в проточной ячейке подобие

микрочипов для последующего флуоресцентного ана-

лиза присутствия патогена на их поверхности. Таким

образом, каждая такая микросфера представляет собой

нанотехнологическую
”
лабораторию“ для обнаружения

биомаркеров [4].

Результаты мультиплексного анализа в одном образце

выявляются с помощью двухлазерной системы и цифро-

вой обработки сигналов на проточном флуоресцентном

анализаторе [5]. Мультимаркерный анализ позволяет

повысить чувствительность и специфичность диагности-

ки и является одним из перспективных подходов к

персонификации медицины [6].

Разработка и совершенствование таких нанотехно-

логических систем мультиплексного анализа, а также

контроль их качества невозможны без использования

современных методов мультимодальной микроскопии

высокого разрешения. Чтобы охарактеризовать все на-

ноструктурные свойства таких систем, необходимо при-
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Рис. 1. Исследование образца микросфер Luminex 39 методом СЗНТ−ОМ. a — флуоресцентное конфокальное изображение

образца микросфер Luminex 39 в области 655 nm, размер скана 14× 14 µm; b — топографическое СЗМ-изображение того же

участка; c — МСМ-изображение того же участка.

a b

Рис. 2. а — СЗM-изображение среза микросферы Luminex 39 с увеличенным разрешением, размер скана 7× 7 µm: b — трех-

мерная реконструкция распределения магнитных наночастиц на поверхности микросферы Luminex 39, размер 7.0× 7.0× 1.0 µm,

десять срезов толщиной 100 nm.

менять ряд различных устройств и методов. Это делает

анализ сложным и трудоемким.

Упомянутые выше трудности, возникающие при ха-

рактеризации дисперсий полимерных частиц, особенно

композитных, гибридных и многофункциональных, при-

водят к сложной задаче — разработке инструменталь-

ного подхода, объединяющего возможности различных

методов в одном устройстве. Измерение вязкоупругих,

флуоресцентных, магнитных свойств с пространствен-

ным разрешением является основой для характеризации

как гибридных, так и многофункциональных частиц.

Сочетание в одном устройстве различных методов,

не требующих дополнительных флуоресцентных меток,

отвечающих за исследование всех свойств частиц и

позволяющих осуществлять внутреннюю трехмерную

реконструкцию образца, представляет собой сложную

задачу в области характеризации полимерных частиц,

что приводит к необходимости разработки уникальных

специализированных измерительных техник.

В связи с этим технология сканирующей зондовой на-

нотомографии−оптической микроскопии (СЗНТ−ОМ)
предоставляет уникальные возможности для анализа

наноструктурных особенностей таких микросфер, имею-

щие решающее значение для обеспечения функциональ-

ности систем мультиплексного анализа [7,8]. Технология
основана на сочетании ультрамикротома, сканирующего

зондового микроскопа (СЗМ) и оптического микро-

спектроскопа в одной системе, предназначенной для

последовательных корреляционных измерений поверх-

ности срезаемого образца с помощью ряда зондовых
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и оптических методов в рабочем цикле среза уль-

трамикротома. Это позволяет производить трехмерную

реконструкцию наноструктур в объеме образца путем

интеграции последовательных СЗМ- и оптических изоб-

ражений ряда срезов образца с использованием уникаль-

ной научной установки — системы зондово-оптической

3D корреляционной микроскопии, созданной авторами

настоящей работы (http://ckp-rf.ru/usu/486825/). Инстру-

мент входит в состав оборудования ЦКП ИБХ РАН

(проект RFMEFI62117X0018).

В настоящей работе исследованы структура и про-

странственная корреляция расположения области, мар-

кированной флуоресцентным красителем, и области

МНЧ внутри микросфер. В качестве объектов для иссле-

дований были выбраны микросферы серии Luminex 39

(Luminex Corp., Остин, Техас, США) с включениями

МНЧ, используемые на практике в системах мульти-

плексной диагностики.

Целью исследования является изучение внутренней

структуры микросфер, в частности распределения слоев,

наночастиц и флуоресцентных красителей в объеме мик-

росфер, а также оценка магнитных свойств обнаружен-

ных наночастиц и спектров флуоресценции микросфер.

Изучение приготовленных образцов микросфер про-

водилось с помощью атомно-силовой микроскопии

(АСМ) в полуконтактном режиме и магнитно-силовой

микроскопии (МСМ) в корреляции с конфокальной

флуоресцентной микроскопией и спектроскопией.

Образцы встроенных в эпоксидную среду микросфер

срезались с помощью ультрамикротома Reichert-Jung

Ultracut (Leica Microsystems GmbH, Вена, Австрия),
интегрированного в систему СЗНТ−ОМ, с использо-

ванием алмазного ножа UltraAFM 35 (Diatome AG,

Биль, Швейцария). Толщина срезов составляла 100 nm.

Комбинированная система СЗНТ−ОМ подробно опи-

сана в работе [7]. Данная система включает в себя

специализированные модули сканирующего зондового

микроскопа и оптического микроскопа, позволяющие

выполнять как зондовые, так и оптические измерения

структур на поверхности образца непосредственно после

сверхтонкого среза его поверхности алмазным ножом

ультрамикротома без дополнительных перемещений об-

разца. В предположении, что распределения параметров

и компонентов в объеме микросфер имеют сферическую

симметрию, корреляционные измерения проводились на

центральных срезах микросфер, встроенных в эпоксид-

ные блоки.

Поверхность секционированного блока анализирова-

лась с использованием АСМ (топография) и МСМ

(распределение намагниченности); та же площадь

(14.0 × 14.0µm) поверхности анализировалась с по-

мощью конфокальной флуоресцентной микроскопии.

Магнитные измерения осуществлялись в двухпроходном

режиме: сканирование проводилось на первом проходе

в полуконтактном режиме АСМ, на втором проходе

магнитный зонд был поднят на 25 nm над поверхностью

5 mm

Рис. 3. СЭМ-изображение среза поверхности образца

Luminex 39 в режиме обратного рассеяния электронов.

и было получено фазовое изображение, соответствую-

щее картированию распределения намагниченности. Для

МСМ-измерений были использованы магнитные канти-

леверы ASYMFM (Oxford Instruments Asylum Research)
с покрытием зонда CoCr и резонансной частотой 70 kHz.

Для АСМ- и МСМ-измерений размер сканирования

был установлен на 512× 512 пикселей при частоте

сканирования 0.8Hz.

Чтобы получить трехмерное распределение магнит-

ных свойств, МСМ-измерения затем повторялись 10 раз,

каждое после выполнения среза ультрамикротомом тол-

щиной 100 nm. Трехмерная реконструкция распределе-

ния намагниченности была визуализирована с помощью

программного пакета Image Pro 6.0 Plus с опцией 3D

Constructor (Media Cybernetics, Inc., США).

Для получения конфокальных изображений в режиме

λ-сканирования флуоресцентный сигнал интегрировался

в диапазоне ±10 nm от максимума спектра флуоресцен-

ции с лазерным возбуждением 632.8 nm и мощностью

200 µW. Размер области сканирования (14 × 14µm) сов-

падал с областью, исследуемой с помощью СЗМ, при

этом в случае конфокальной микроскопии эта область

была разделена на 100× 100 пикселей, а время накопле-

ния составляло 0.2 s/px.

Микросферы Luminex 39 мечены двумя флуоресцент-

ными красителями с различной длиной волны и интен-

сивностью флуоресценции. На рис. 1 показаны флуорес-

центное конфокальное изображение в области длин волн

655 nm (а), а также корреляционные топографические

СЗМ-изображения (b) и МСМ-изображения (c) сечения

микросфер Luminex 39 на том же участке поверхно-

сти. Полученные результаты позволяют сделать вывод,

что в данном случае МНЧ располагаются только на

поверхности полимерных микросфер, характеризующих-

ся однородной структурой и равномерным распределе-

нием флуоресцентных красителей. На топографических

СЗМ- и МСМ-изображениях с высоким разрешением

(рис. 1, b, c) можно четко различить отдельные МНЧ и

их кластеры. Необходимо отметить, что не все кластеры,

присутствующие на СЗМ-изображении, демонстрируют
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магнитный сигнал соответствующей силы. Это исклю-

чает артефакты перекрестных помех СЗМ/МСМ. Разме-

ры отдельных МНЧ, согласно топографическому СЗМ-

изображению высокого разрешения (рис. 2, а), находятся
в диапазоне 20−100 nm. На рис. 2, b представлена трех-

мерная реконструкция распределения магнитных нано-

частиц на поверхности микросферы Luminex 39, полу-

ченная в результате интегрирования десяти последова-

тельных МСМ-изображений срезов образца толщиной

100 nm. Можно видеть, что МНЧ довольно равномерно

распределены по сферической поверхности микросфер,

хотя некоторые кластеры МНЧ все еще присутствуют.

Плотность распределения МНЧ на поверхности микро-

сферы можно оценить на уровне 25 µm−2.

На рис. 3 показано изображение того же образца

микросфер Luminex 39, полученное при помощи ска-

нирующей электронной микроскопии (СЭМ) в режиме

обратного рассеяния электронов. Данные СЭМ подтвер-

ждают результаты СЗМ- и МСМ-измерений, которые

указывают на то, что металлосодержащие МНЧ распо-

ложены только на поверхности полимерных микросфер.

Таким образом, в работе впервые демонстрируется

трехмерная реконструкция распределения наномагнит-

ных свойств в микросферах, соответствующая данным

АСМ-топографии и конфокальной флуоресцентной мик-

роскопии. Представленные результаты демонстрируют,

что методология СЗНТ−ОМ позволяет эффективно изу-

чать трехмерное распределение флуоресцентных краси-

телей и магнитных наночастиц в полимерных микро-

сферах. Исследования различных полимерных, компо-

зитных, гибридных и биологических систем показывают,

что с помощью режима фазовой визуализации СЗМ

можно в то же время обнаружить трехмерное рас-

пределение гетерогенных полимерных соединений [9],

получить информацию о морфологии трехмерных сетей

нанопор [10], оценить локальную эластичность и элек-

трические свойства нанокомпозитных и наногибридных

материалов в объеме [11]. С учетом дальнейшего разви-

тия этой технологии с использованием всех имеющихся

возможностей мультимодальной сканирующей зондовой

микроскопии и оптической микроспектроскопии для

корреляционного анализа технология СЗНТ−ОМ мо-

жет стать мощным инструментом для мультимодальной

нанохарактеризации различных типов полимерных ча-

стиц. Комбинация корреляционного трехмерного СЗМ-,

МСМ- и оптического анализа также может быть исполь-

зована в будущем для изучения локализации биосенсо-

ров на основе МНЧ в анализируемых клетках и тканях

с наноразмерным разрешением [12].
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