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Исследование медико-биологических объектов ставит принципиально новые задачи перед ме-
тодами сканирующей зондовой микроскопии, поскольку для оценки живых систем метод должен 
быть не только высокоразрешающим, но и высокоскоростным, позволяющим проводить длительные 
динамические наблюдения в максимально физиологичной среде с минимальным механическим воз-
действием на клетки. Целью работы было показать ряд ограничений метода атомно-силовой микро-
скопии в исследовании медико-биологических объектов, рассмотреть принцип работы метода скани-
рующей ион-проводящей микроскопии, режимы сканирования с получением динамических сканов 
и метод оценки ригидности клеток без прямого контакта зонда (нанопипетки) с образцом (клеткой). 
Описаны основные преимущества метода сканирующей ион-проводящей микроскопии в медико-био-
логических исследованиях и конструкционные особенности микроскопа, позволяющие реализовать 
эти преимущества. Приведён пример живых клеток (эндотелиоцитов сосудов и буккального эпители-
оцита), отсканированных методом сканирующей ион-проводящей микроскопии с предоставлением 
карт распределения ригидности поверхности клеток. 

Ключевые слова: сканирующая ион-проводящая микроскопия (СИПМ), атомно-силовая  
микроскопия (АСМ), сканирующая зондовая микроскопия, прыжковый режим (hopping mode),  
биологические объекты
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Abstract
Study of medical and biological objects poses fundamentally new challenges for scanning probe  

microscopy methods, as the assessment of living systems requires a method to be not only high-resolution  
but also high-speed, enabling long-term dynamic observations in the most physiologically relevant envi-
ronment with minimal mechanical impact on cells. Aim of this article was to demonstrate limitations  
of atomic force microscopy in study of medical and biological objects, to describe the operating principle  
of scanning ion-conductance microscopy and scanning modes for obtaining dynamic scans, and a method  
for assessing cell stiffness without direct contact between the probe (nanopipette) and the sample (cell).  
Main advantages of scanning ion-conductance microscopy for medical and biological research are outlined, 
along with the design features of the microscope that enable these advantages. An example of live cells 
(vascular endothelial cells and buccal epithelial cell) scanned using scanning ion conductance microscopy  
is provided including surface stiffness distribution maps of the cells.

Keywords: scanning ion-conductance microscopy (SICM), atomic force microscopy (AFM), scanning probe 
microscopy, hopping mode, biological objects
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Введение

Сканирующая зондовая микроскопия давно 
и успешно применяется в разных областях 
материаловедения, инженерии и естественных 
наук [1–3]. Семейство сканирующих зондовых 
микроскопов включает: сканирующую тун-
нельную микроскопию, атомно-силовую микро-
скопию (АСМ), сканирующую фрикционную 
микроскопию, магнитно-силовую микроскопию, 
электросиловую микроскопию, ближнепольную 
сканирующую оптическую микроскопию [4], 
т. е. перекрывает наиболее широкий круг 
практических задач. Самые нетривиальные 
задачи ставит медико-биологическая область 
исследования, поскольку для релевантной 
оценки биологических объектов необходимо 
учитывать быструю динамику метаболических 
процессов на молекулярном и клеточном уров- 
нях [5], наличие одновременно упругой 
и остаточной деформации, возможность 
биообъектов одновременно подвергаться 
деформации растяжения, изгиба, кручения 
и сдвига [6]. По этой причине, наибольшее 
распространение получила АСМ, которая,  
помимо визуализации биологических объектов 
с высоким разрешением в максимально фи- 
зиологичной для них среде, позволяет 
отслеживать динамические процессы в режиме 
реального времени и оценивать упруго-
механические свойства живых клеток в процес-
се реализации метаболических реакций [4]. 
Помимо визуализации (основной характерис-
тики всех микроскопических методов), осо-
бенности конструкции атомно-силового микро-
скопа и методика FS-спектроскопии (force spec-
troscopy) предоставили возможность оценки 
физико-химических свойств белка [7, 8],  
в частности оценку правильной и некоррект-
ной «свёртки» и «развёртки» белка, благодаря 
приложению механической силы растяжения  
и кручения. Такую оценку необходимо 
проводить исключительно в физиологичной 
среде, поскольку, чем меньше воды вокруг  
белка, тем невосполнимее разрыв мощных во-
дородных связей, стягивающих его цепь, так как 
именно они крепят структуру остова белковой 
молекулы [9]. Хотя и у этой методологии имеют-
ся ограничения, в частности, для повышения 
чувствительности обычно используются 
«мягкие» нитрид-кремниевые зонды (нужно 
отметить, что это является необходимым 

условием для исследования практически всех 
биологических объектов, исключением могут 
быть «жёсткие» фибриллярные протеины и 
компоненты костной ткани), но в этом случае 
возникают тепловые флуктуации на уровне 
около 10 пН, что ограничивает разрешение [10]. 
FS-спектроскопия лежит и в основе определе- 
ния адгезионных сил межклеточного взаимо-
действия, когда один из объектов исследования 
адгезируется на поверхности подложки, а дру- 
гой связывается с поверхностью кантилевера. 
Именно благодаря этому методу нашей груп- 
пе удалось установить, что патогенные микро-
организмы существенно снижают силу и работу  
на ранних этапах межадгезионных взаимо-
действий между нейтрофилом и эндотелиоци-
тами сосудов в модели бактериальной септи-
цемии [11–14].

Однако, несмотря на большое количество 
решаемых практических задач у АСМ имеется 
и ряд ограничений. В частности, есть не-
преодолимое конструкционное ограничение – 
невозможность исследования внутренней 
структуры клетки (поскольку сканируется 
всегда наружная поверхность мембраны)  
в её физиологическом состоянии (можно лишь 
извлекать отдельные органеллы и исследовать 
их методом АСМ). Есть и ряд относительных 
конструкционных ограничений. В частности,  
для проведения сканирования объект должен  
быть надёжно фиксирован к поверхности 
подложки, но (1) не все биологические 
объекты являются адгезионо-активными, (2) 
использование функционализированной под- 
ложки/кантилевера могут изменить физио-
логические свойства клетки и не дать 
релевантной информации. Одним из вариантов 
решения проблемы является использование 
трековых мембран, где клетки попадают  
в «ячейки» и удерживаются в них механи-
чески, без химической модификации подложки. 
Есть конструкционное ограничение, связанное 
с ограниченной областью сканирования как 
в координатах x, y (преодолённое в боль-
шинстве современных моделей АСМ для 
биологических исследований), так и по оси z 
(наиболее критичное при исследовании высоких 
биологических объектов, например, крупных 
клеток или взаимодействующих двух и более 
клеток). К тому же со временем происходит 
износ пьезокерамики [15], что приводит к сниже-
нию величины деформации при приложении 
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напряжения и существенному снижению диа-
пазона сканирования по оси z. Биологические 
объекты высоко динамичны, в то время как вре-
мя проведения одного скана (величиной около 
100 мкм) без потери разрешения составляет 
около 4–5 мин. Ограничение не является 
абсолютным, поскольку в 2006 году был раз-
работан метод высокоскоростной АСМ [16] 
Однако конструктивное решение, позволившее 
получать не менее 4 сканов в секунду и 
использование кантилеверов с резонансной час- 
тотой сканирования в жидкости 600 кГц и 
более [17] привело к ограничению (1) области 
сканирования в 800 нм, (2) высоте сканируе- 
мых объектов по оси z, что позволило снимать 
только молекулярные биологические объекты 
(белки, ДНК), (3) существенному падению 
разрешения. Большинство клеток имеют  
на поверхности механорецепторы, поэтому край- 
не нежелательно воздействие на них зонда, 
однако даже в резонансном режиме сканирова- 
ния происходит воздействие на мембрану 
клеток. Это ограничение не является 
критичным при изучении топографии клетки, 
но является неизбежным в случае исследова-
ния механических свойств живых клеток  
в режиме FS-спектроскопии. Кроме того,  
в случае исследования воздействия на клетку 
различных химических/биохимических агентов 
оказывается невозможным разделить общий 
интегральный ответ клетки на биохимическую/
химическую и механическую компоненту 
воздействия. Большую часть ограничений 
удалось снять новому методу сканирующей 
зондовой микроскопии – сканирующей ион-
проводящей микроскопии (СИПМ).

Цель данной работы: показать принцип ра-
боты СИПМ и раскрыть преимущества прибора 
в исследовании биологических объектов. 

Основная часть   

Принцип работы СИПМ основан на ре- 
гистрации ионного тока между зондом (одно- 
канальная нанопипетка, заполненная электро-
литом) и образцом. Расстояние между 
нанопипеткой и объектом, находящимся  
в ионо-проводящем растворе, регулируется за 
счёт измерения сопротивления и силы ионного 
тока. В нанопипетку (с диаметром кончика  
100–500 нм) вставляется электрод (тонкая 
проволока Ag, покрытая тонким слоем AgCl), 

противоэлектрод Ag/AgCl помещается в электро-
лит, где расположен образец (рисунок 1). Меж-
ду электродами прикладывается напряжение 
смещения V0 , поддерживающее ионный ток 
между электродом и противоэлектродом. 
Когда зонд располагается вдали от образца, 
большая часть электрического сопротивления 
приходится на самую узкую область нанопипет-
ки вблизи отверстия, по мере увеличения 
внутреннего просвета нанопипетки вклад  
в общее сопротивление уменьшается [18].  
При приближении нанопипетки к сканируемо-
му объекту ионный ток уменьшается вследствие 
дополнительного уменьшения (сужения) сво-
бодного пространства непосредственно под 
концом пипетки, это особенно выражено, 
когда расстояние между зондом и подложкой  
составляет менее одного диаметра кончика 
нанопипетки. При таких расстояниях возросшее 
сопротивление, вызванное сужением зазора 
между стенками пипетки и подложкой, стано- 
вится сопоставимым с сопротивлением 
нанопипетки. Следовательно, общее сопро-
тивление системы существенно увеличивается, 
что приводит к снижению силы ионного тока, 
протекающего через пипетку [19]. 

Рисунок 1 – Принцип работы и схема сканирующего 
ион-проводящего микроскопа: нанокапилляр, запол- 
ненный электролитом с Ag/AgCl электродом внутри, 
погруженный в раствор того же электролита, где 
находится исследуемый образец и Ag/AgCl про-
тивоэлектрод

Figure 1 – Operating principle and scheme of scanning ion-
conductance microscope: a nanocapillary filled with an electro-
lyte containing an Ag/AgCl electrode, immersed in a solution 
of the same electrolyte as the sample being studied and an Ag/
AgCl counter electrode
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Величина ионного тока через нанопипетку 
определяется её геометрией, напряжением 
смещения и проводимостью электролита:
I = V0 × σ × π × r0 × tgα , 

где I – ионный ток; V0 – напряжение смещения;  
σ – проводимость электролита; r0 – радиус 
внутреннего отверстия нанопипетки; α – угол 
сходимости нанопипетки [20].

На электроде ионный ток преобразуется 
в электрический, а преобразователь транс-
формирует его в напряжение. В первой 

модификации прибора сканирование осу-
ществлялось по тому же принципу, который 
используется в АСМ, т. е. компаратор сравнивал 
полученное значение напряжения с опорным  
и пьезодвигатели смещали нанопипетку  
к образцу (или образец к нанопипетке в устройст-
ве, где происходит сканирование образцом)  
для поддержания постоянного значения ионно-
го тока (режим постоянного расстояния) и 
образец сканировался по двумерному растро- 
вому шаблону (с построчным построением 
профилей сканирования) (рисунок 2а). 

Таким образом, топография поверхности 
считывается без прикосновения нанопипетки 
к поверхности клетки, т. е. активации 
механорецепторов живых клеток не происходит, 
а значит, решается задача по отсутствию 
деформирующего механического воздействия, 
и нет необходимости в разграничении 
механического и исследуемого биохимического 
ответа клетки. Принцип использования ионного 
тока для сканирования объектов в жидкости 
впервые предложен в [21], а модификация 
«прыжковый» режим (hopping mode) введена 
в [22]. Именно использование этого режима 
позволило решить ещё три принципиальные 
задачи: (1) снять ограничения сканирования 
по оси z; (2) существенно увеличить скорость 
сканирования, что позволяет детектировать 

быстро протекающие биологические процессы 
не только на молекулярном уровне (как при 
скоростной атомно-силовой микроскопии), но 
и на клеточном, и даже тканевом уровне; (3) 
существенно повысить качество изображения, 
прописывая все детали на поверхности живой 
клетки с выраженными перепадами высот, 
сложным рельефом поверхности, наличием 
субмембранных структур и др.

Принцип «прыжкового» режима заклю-
чается в дискретном снятии информации  
с поверхности, когда нанопипетка с находящим-
ся в ней электродом постоянно то отводится  
от поверхности образца («прыжок») в положе- 
ние, где I = Isat (ток насыщения), то быстро 
подводится к ней, измеряя ионный ток вблизи 
поверхности образца. Перед сближением  

Рисунок 2 – Разные режимы сканирования образца в сканирующем ион-проводящем микроскопе: a – режим 
постоянного расстояния/дистанции; b – «прыжковый» режим/hopping mode

Figure 2 – Different sample scanning modes in a scanning ion-conductance microscope: a – constant distance mode;  
b – hopping mode

a b
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с поверхностью выставляется рабочее зна- 
чение опорного тока, при сближении 
компаратор определяет ионный ток вблизи 
поверхности, равный величине опорного 
тока и запоминает координату z1 положения 
сканера при этом значении как координату 
топографии поверхности. Затем, нанопипетка 
вновь отводится от поверхности в положение, 
где I = Isat и цикл повторяется [23] (рисунок 2b). 
Параметром, используемым для обратной 
связи, может быть постоянный ток или (что 
лучше) переменная составляющая тока, которая 
рассчитывается путём измерения амплитуды 
колебаний тока при модуляции положения 
нанопипетки перпендикулярно поверхнос- 
ти [24]. В «прыжковом» режиме время 
визуализации экономится за счёт того, 
что убираются «лишние» движения зонда 
благодаря предсказанию высоты в следующей 
точке изображения. Ещё одним вариантом 
увеличения скорости сканирования является 
уменьшение времени реакции системы обрат-
ной связи на движение нанопипетки по оси z 
за счёт уменьшения отклика пьезопривода  
на шумовой входной сигнал благодаря улуч-
шению механических свойств пьезопривода 
(включая подавление вибрации) и увеличению 
его собственной резонансной частоты [23]. 
Таким образом удалось повысить скорость 
сканирования живых клеток до 20–28 с каждого 
кадра [25].

Для получения топографического изоб-
ражения клеточной поверхности воздействие 
на клетку минимизируется за счёт снижения 
гидростатического давления, которое достигает-
ся уравновешиванием легкого веса столбика 
раствора (между нанопипеткой и клеткой) и 
поверхностным натяжением в капилляре [26]. 
В таких экспериментах нагрузка на клетки 
полностью обусловлена внутренним коллоид-
ным давлением между поверхностью клетки  
и стеклянной нанопипеткой. 

Для картирования не только топографии, 
но и ригидности клеток определяется высота 
каждой точки над поверхностью клеток  
при двух сниженных значениях силы ионного 
тока (0,5 % и 2 %). То есть определяются два 
поля высот нанопипетки при двух постоянных 
напряжениях: при минимальном напряжении  
0,1–10 Па (первая рабочая точка) и при сжи-
мающем напряжении 1–100 Па (вторая рабочая 
точка), причём оба значения точно определяются 

при каждом конкретном сканировании с учётом 
параметров клетки. Значения высот нанопипетки 
над поверхностью преобразуются в значения 
высот клеток путём вычитания величины зазо- 
ра между кончиком нанопипетки и поверх-
ностью клетки, который обычно уменьшается 
на 20–30 нм в зависимости от выраженности 
гликокаликса. Таким образом, ригидность и 
соответствующая высота клеток оцениваются 
точно, даже несмотря на то, что в процессе 
визуализации нанопипетка лишь на мгновение 
смещает мембрану клетки в среднем примерно 
на 100 нм в каждой точке. Таким образом, 
одновременно получают два уравнения (при 
применении двух разных значений от рабочих 
точек 1 и 2):

где Е – ригидность клетки; Σ – значение 
напряжения; ε – значение деформации. 

Тогда можно рассчитать ригидность клетки 
из уравнения:

где h1 и h2 – высота положения нанопипетки, 
соответственно в первой и второй рабочих  
точках [27]. 

Пример получения тонкой морфологии 
и карты распределения ригидности по по-
верхности клеток представлен на рисунке 3 
(неопубликованные ранее результаты). 

На данном примере хорошо видно, что 
метод СИПМ позволяет увидеть сложную 
микроструктуру и образование межклеточных 
связей между эндотелиальными клетками 
(рисунок 3а), а карта ригидности позволяет 
точно картировать область ядрышка как вы-
сокоригидную (красная область в ядре) и более 
жёсткую область адгезионных контактов клеток 
(рисунок 3b). В буккальных эпителиоцитах 
(эпителиальных клеток, полученных с внут-
ренней поверхности щеки) хорошо видна 
развитая ворсинчатая структура поверхности 
(на АСМ клетка выглядела сглаженной, кро-
ме исследования методом высокоскоростной  
АСМ [28]), хорошо видно образование крупной 
складки в центре клетки (рисунок 3с). На карте 
ригидности визуализируется неравномерное 
распределение жёсткости даже по поверхности 
микроворсинок (рисунок 3d).

E � �� �1

1

2

2� �
,

E
h

h h
�

�

�
��� �

( )
,

112

1 2
1



Devices and Methods of Measurements
2026;17(1):67–76 

S.N. Pleskova, N.A. Bezrukov

Приборы и методы измерений 
2026. Т. 17. № 1. С. 67–76
С.Н. Плескова, Н.А. Безруков

Суммируя, можно сказать, что метод СИПМ 
позволил обойти целый ряд ограничений АСМ.  
Он обеспечивает высокую скорость сканиро-
вания, без потери разрешения и ограничений 
по оси z. Конструкционные особенности мик- 
роскопа позволяют минимизировать меха-
ническое воздействие на клетку, в том числе 
при построении карт ригидности. «Прыжковый» 
режим и быстрый отклик пьезокерамики 
позволяют прописывать минимальные детали 
клеток [29]. 

Помимо этих преимуществ модификации 
метода с минимальной инвазией позволяют 
оценивать изменения уровня рН [30] и актив-
ных форм кислорода внутри клеток в ответ  
на различные воздействия [31–32].

Заключение

Метод атомно-силовой микроскопии 
был первым, предоставившим возможность 
снимать высокодинамичные медико-биоло-
гические объекты с высоким разрешением 
в физиологической среде (без фиксации)  
в режиме реального времени. Однако несмотря 
на существенный прорыв в решении целого 
ряда практических задач (например, оценки 
воздействия лекарственных препаратов на 
клетки, изучение механизмов клеточного 
деления, гибели и др.) атомно-силовая 
микроскопия обладает рядом ограничений. 
Основными ограничениями являются низкая 
скорость сканирования, воздействие на клетку,  
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Рисунок 3 – Исследование морфологии и ригидности клеток в физиологичной среде (раствор HBSS-HEPES)  
в режиме реального времени: а – эндотелиальные клетки сосудов; b – карта ригидности эндотелиоцитов 
сосудов; с – буккальный эпителиоцит; d – карта ригидности буккального эпителиоцита

Figure 3 – Real-time study of cell morphology and stiffness in a physiological environment (HBSS-HEPES solution): 
а – vascular endothelial cells; b – vascular endothelial cell stiffness map;  с – buccal epithelial cell;  d – buccal epithelial 
cell stiffness map
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что затрудняет разграничение механического 
и биохимического/ химического воздействия  
и ограничение области сканирования (особен-
но по оси z). Эти ограничения позволил 
снять метод сканирующей ион-проводящей 
микроскопии, который благодаря наличию 
«прыжкового» режима позволил существенно 
увеличить скорость сканирования при мини-
мизации воздействия на клетку. Особый 
режим регистрации отклика при варьировании 
значений ионного тока позволил строить карту 
распределения ригидности по поверхности 
клетки, которая даёт более релевантную оценку 
ригидности, чем расчёт модуля Юнга в методи-
ке FS-спектроскопии (force spectroscopy)  
атомно-силовой микроскопии. Помимо этих 
преимуществ сканирующая ион-проводящая 
микроскопия имеет уникальную возможность 
внутриклеточной оценки уровня АФК и рН. 
Однако, для атомно-силовой микроскопии так-
же есть уникальные методики, не реализуемые 
в методе сканирующей ион-проводящей микро- 
скопии, например, исследование межклеточных 
адгезионных контактов и оценка внутри-
молекулярных сил при «свёртке» и «развёртке» 
белка.
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