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В рамках разработки нанотехнологических методов для детектирования белков на уровне 
отдельных молекул предлагается подход на основе метода атомно-силовой микроскопии 
(АСМ). Подход предназначен для высокочувствительного обнаружения белков (в том числе 
белковых маркеров заболеваний человека) в анализируемом растворе для решения задач био-
медицинских исследований. Для концентрирования молекул определяемого белка из объема 
анализируемой среды (буферный раствор, разбавленная биологическая жидкость) используют-
ся АСМ-чипы с иммобилизованными молекулами-зондами против определяемого белка. Реги-
страция биомолекул осуществляется при сканировании поверхности чипа зондом атомно-
силового микроскопа. 

Важным фактором, определяющим производительность анализа, является число типов 
белков, которые можно одновременно определять в исследуемой пробе с использованием одно-
го чипа. Для этого необходимо создание на поверхности АСМ-чипа массива из отдельных зон с 
различными типами молекул-зондов, иммобилизованных в каждой зоне. В связи с малым раз-
мером площади сканирования АСМ при реализации такого подхода необходимо маркирование 
поверхности АСМ-чипа для обеспечения точного позиционирования зонда АСМ относительно 
каждой зоны. 

В настоящей статье предложен метод формирования массива меток на поверхности 
АСМ-чипов. Маркирование поверхности АСМ-чипов при помощи магнетронного напыления 
реализовано с помощью последовательного магнетронного распыления хрома и вольфрама. 
Металлы наносились с использованием аргоновой плазмы в разряде постоянного тока на по-
верхность АСМ-чипа из силанизированной слюды, закрытой металлическим экраном с отвер-
стиями. Продемонстрирована устойчивость сформированных меток на поверхности чипов в 
процессе процедуры анализа белков. Предложенный подход позволит в перспективе использо-
вать АСМ-чипы для определения палитры биомаркеров, что открывает путь к использованию 
подхода на основе АСМ для многопараметрического анализа биоматериала. 

 

Ключевые слова: магнетронное напыление, атомно-силовая микроскопия, детекция бел-
ка, молекулярный детектор. 

 
Введение 

Актуальным направлением исследований в современной биохимии является раз-
работка новых подходов, основанных на использовании нанотехнологий [1]. В настоя-
щей работе метод магнетронного напыления металлов применен для маркирования чи-
пов, используемых для высокочувствительного определения маркеров заболеваний че-
ловека. Метод атомно-силовой микроскопии (АСМ) позволяет регистрировать на по-
верхности подложки не только вирусные частицы [2–4], но и единичные молекулы бел-
ков и их комплексы [2, 5–10], являясь таким образом молекулярным детектором.  
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Для реализации возможности исследования белков методом АСМ необходимо их 
концентрирование на поверхности подложки (АСМ-чипа) из объема анализируемой 
жидкости, в том числе из многокомпонентных систем (например, плазмы крови).  Се-
лективность концентрирования обеспечивается межмолекулярным взаимодействием 
целевых белков с биологическими зондами, иммобилизованными на поверхности чипа. 
Процедура вылавливания целевых белков на поверхность чипа с иммобилизованными 
молекулами-зондами названа биоспецифическим фишингом [2]. Такой подход дает 
возможность избирательно концентрировать белки из биологической жидкости с по-
следующей визуализацией этих белков в режиме счета единичных молекул с помощью 
АСМ, позволяя достигать концентрационной чувствительности анализа субфемтомо-
лярного уровня (<l0-15 М) [2]. На сегодняшний момент экспериментально продемон-
стрировано использование биоспецифического АСМ-фишинга для высокочувствитель-
ного определения кор-антигена вируса гепатита С (с использованием антител в каче-
стве молекулярных зондов) [2] и маркера ВИЧ – гликопротеина gp120 (с использовани-
ем в качестве зондов аптамеров) [5]. Использование АСМ в комбинации с масс-
спектрометрией (МС) позволяет не только визуализировать и подсчитывать молекулы 
определяемых белков на поверхности методом АСМ, но и идентифицировать их мето-
дом МС. Использование комбинации АСМ-МС экспериментально продемонстрировано, 
в частности на примере детекции ВИЧ-маркера gp 120 [5]. 

Тем не менее, в отмеченных работах [2, 5] один АСМ-чип использовался для 
определения только одного белка, так как содержал на поверхности только одну сен-
сорную зону с иммобилизованными молекулами-зондами. Формирование на поверхно-
сти АСМ-чипа массива из сенсорных зон, в каждой из которых могут быть иммобили-
зованы различные типы молекул-зондов, принципиально позволит использовать АСМ-
чипы для определения палитры биомаркеров. Такой подход открывает путь к использо-
ванию АСМ для многопараметрического анализа биоматериала.  

В связи с малой площадью сканирования АСМ (порядка нескольких мкм2[5]) при 
сканировании сенсорных зон поверхности АСМ-чипа необходимо точное позициони-
рование зонда АСМ над исследуемой зоной. Для зрительного ориентирования при по-
зиционировании зонда АСМ в настоящей работе разработана методика формирования 
разметки на поверхности этого чипа (проведено маркирование чипа) с помощью магне-
тронного напыления металлов. 

Выбор метода для формирования массива меток обусловлен требованиями к каче-
ству поверхности при АСМ-анализе. Белковые молекулы, как правило, имеют размеры 
до 5 нм [11], поэтому шероховатость поверхности АСМ-чипа не должна превышать 
значений 1 нм. В качестве основного материала при изготовлении АСМ-чипов исполь-
зуется слюда, в большинстве случаев силанизированная [2, 7, 12, 13], для обеспечения 
необходимых химических свойств поверхности. Поверхность такой модифицированной 
слюды устойчива к влиянию водно-солевых растворов, которые используются в проце-
дуре биоспецифического фишинга. Следовательно, при маркировании АСМ-чипа по-
верхности должны быть выполнены два условия:  

1) в процессе маркирования на поверхности чипа не должно образовываться 
продуктов, вызывающих появление неровностей на поверхности АСМ-чипа;  

2) метки, создаваемые в процессе маркирования АСМ-чипа, должны быть 
устойчивыми на поверхности, то есть иметь хорошую адгезию к этой поверхности и не 
разрушаться в процессе инкубации и отмывки чипа при проведении процедуры фишин-
га. 



Шумов И.Д., Плешакова Т.О., Канашенко С.Л., Зиборов В.С., Иванов Ю.Д. Использование магнетронного 
напыления для маркирования поверхности АСМ-чипов      

Вестник Дагестанского государственного университета. 
Серия 1. Естественные науки. 2016. Том. 31. Вып. 4 

59 

Очевидно, что маркирование поверхности АСМ-чипов путем нанесения каких-либо 
красителей совершенно неприемлемо, так как краситель размывается в процессе инкубации 
чипа при проведении фишинга. Следовательно, необходимы полимерные или металличе-
ские метки при условии достаточной адгезии используемого материала к используемой по-
верхности. Формирование полимерных меток связано с процессами полимеризации (в част-
ности, многоступенчатыми) и/или травления [14–15]. Более того, образующиеся в результате 
олигомеры и остаточные количества непрореагировавших мономерных компонентов могут 
вызвать загрязнения поверхности АСМ-чипа при его дальнейшем использовании для фи-
шинга белка. 

Для формирования металлических меток возможно использование химических 
(осаждение) и физических (напыление) методов нанесения металлов. В случае марки-
рования поверхности АСМ-чипов химический метод неприменим, т. к. возможны не-
обратимые изменения химического состава маркируемой поверхности [16]. Поэтому 
перспективными для решения поставленной задачи являются физические методы (осо-
бенно низкотемпературные), т. к. при их использовании минимизируется влияние про-
цесса маркирования на химический состав участков сенсорных зон, которые должны 
сохранить свои функциональные свойства и атомарно ровную гладкость поверхности.  

 
Материалы и методы 

Для маркирования АСМ-чипов был использован метод магнетронного напыления. 
Метод напыления металлов используется для получения на обрабатываемой поверхно-
сти ровных металлических покрытий высокой чистоты с высокой адгезией к подложке 
и низкой пористостью даже при малых толщинах [17, 18]. Возможно варьирование ско-
рости нанесения покрытий в широких пределах путем изменения давления плазмообра-
зующего газа и мощности магнетронного разряда [17, 18]. При этом в случае высокого 
(порядка 10-7 торр) начального вакуума в распылительной системе возможно формиро-
вание высококачественного покрытия на основе не только тяжелых металлов (W, Pt), 
но и более легких – Ti [19], Cr [20]. В настоящей работе для маркирования поверхности 
АСМ-чипов использовался метод магнетронного напыления хрома и вольфрама.  

Для маркирования АСМ-подложек использовалась установка магнетронного 
напыления Orion-3 (AJA Inc., США). Начальный вакуум в системе перед напуском ра-
бочего газа составлял не менее 6х10-7 торр. Напыление проводилось с использованием 
аргоновой плазмы при давлении аргона в рабочей камере 3х10-3 торр. В работе исполь-
зовались мишени из хрома (чистота 99,99 %, диаметром 5,08 см, толщиной 0,635 см, 
AJA Inc., США) и вольфрама (чистота 99,95 %, диаметром 5,08 см, толщиной 0,635 см, 
Гирмет, Россия). Расстояние от мишеней до обрабатываемого чипа составляло 15 см. В 
процессе напыления обеспечивалось вращение подложки в горизонтальной плоскости с 
постоянной скоростью 40 об/мин. Напыление производилось с использованием разряда 
постоянного тока при постоянной мощности разряда 70 Вт. В указанных условиях ско-
рость напыления хрома и вольфрама составляла 0,5 Å/с и 0,4 Å/с соответственно. На 
первом этапе напыляли хром в течение 10 мин (600 с), а на втором этапе — вольфрам в 
течение 400 с; на обоих этапах осуществлялся предварительный отжиг металлической 
мишени в течение 3 мин. При меньших временах напыления хрома (400 с и менее, в 
частности, при напылении вольфрама без предварительного напыления хрома) форми-
руемые метки были недостаточно устойчивы в условиях проведения АСМ-фишинга 
(данные не представлены). В литературе [19, 20] также показано, что для улучшения 
адгезии покрытий, формируемых методом магнетронного напыления, может быть ис-
пользовано предварительное нанесение слоя легкого переходного металла (Cr, Ti). В 
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экспериментах использовали подложки, представляющие собой прямоугольные чипы 
из силанизированной слюды размером 7х15 мм, подготовленные по процедуре, опи-
санной в [2]. Перед помещением в камеру распылительной системы поверхность под-
ложки экранировали с использованием латунного экрана (с 16 круглыми отверстиями 
диаметром 450 мкм и расстоянием между центрами отверстий 1450 мкм), фиксируемо-
го на обрабатываемой подложке при помощи пружинного держателя. Экран предвари-
тельно очищали под действием ультразвука в изопропаноле (ч.д.а., Acros, США). После 
завершения напыления маркированный АСМ-чип подвергали дальнейшей обработке в 
условиях, моделирующих процедуру биоспецифического АСМ-фишинга. 

АСМ-сканирование проводили на АСМ NTEGRA (NT-MDT, Зеленоград, Россия) 
в полуконтактном режиме на воздухе с использованием стандартных кантилеверов 
NSG-10 (NT-MDT). Разрешение при сканировании составляло 256х256 точек. 

 
Результаты и обсуждение 

На рисунке 1 приведено оптическое изображение поверхности АСМ-подложки 
после нанесения оптических меток до и после моделирования процедуры АСМ-
фишинга. 

 
Рис. 1. Оптические изображения маркированной методом магнетронного напыления по-

верхности АСМ-чипа до (А) и после (Б) моделирования процедуры АСМ-фишинга. Диаметр 
металлических меток 450 мкм, расстояние между метками 1450 мкм 

 
Как видно из рис. 1, сформированные метки не претерпели видимых изменений в 

процессе процедуры, моделирующей условия АСМ-фишинга.  
 

 
 

Рис. 2. АСМ-изображения поверхности АСМ-чипа в сенсорной зоне после процедуры 
маркирования и процедуры фишинга (А) и соответствующее сечение (Б). Размер АСМ-скана 
5×5 мкм2, шкала высот 3 нм 
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На рис. 2 представлено АСМ-изображение поверхности сенсорной зоны – зоны, 
не подвергавшейся маркированию. Изображение получено после моделирования про-
цесса фишинга, аналогично [5], т. е. после инкубации в водно-солевом растворе и от-
мывки в воде. Из представленного АСМ-изображения видно, что процесс маркирова-
ния поверхности чипа методом магнетронного напыления не вызывает появления на 
немаркированной поверхности чипа объектов высотой более 1 нм, и сохраняется струк-
тура силанизированной слюды [5, 13]. Полученный после моделирования процедуры 
АСМ-фишинга профиль поверхности позволяет сделать вывод о том, что сформиро-
ванные методом магнетронного напыления метки достаточно устойчивы на поверхно-
сти АСМ-чипа. Это позволяет использовать такие маркированные чипы для проведения 
фишинга белков. 

 
Заключение 

Массив меток на основе слоев хрома и вольфрама, сформированный методом 
магнетронного напыления, устойчив на поверхности АСМ-чипов в условиях процеду-
ры АСМ-фишинга. Полученные в настоящей работе результаты могут быть использо-
ваны при разработке новых высокочувствительных систем для мультиплексного анали-
за белков на основе АСМ, что представляет большой интерес для аналитической про-
теомики и медицинской диагностики. 

Работа выполнена в рамках Программы фундаментальных научных исследований 
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дента Российской Федерации молодым ученым и аспирантам, осуществляющим пер-
спективные научные исследования и разработки по приоритетным направлениям мо-
дернизации российской экономики на 2016–2018 годы (СП-4280.2016.4). 
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The article proposes an approach based on atomic force microscopy (AFM) in the framework of 
development of nanotechnological methods for detection of proteins at single-molecule level. This 
approach is designed for highly sensitive detection of proteins (including protein markers of diseases 
in human) in the analyzed solution for biomedical research. To concentrate the molecules of target 
protein from the volume of analyzed sample (buffer solution, diluted biological fluid), AFM chips 
with immobilized probe molecules against the target protein are used. Registration of biomolecules is 
performed upon scanning the chip surface with atomic force microscope tip. 

The number of protein types that can be simultaneously detected in the analyzed sample using 
one chip is an important factor determining the performance of analysis. This requires an array of sep-
arate areas (with different types of probe molecules immobilized in each area) to be formed on the 
AFM chip surface. Due to small scanning area of AFM, in the implementation of this approach, mark-
ing of AFM chip is required to provide precise positioning of AFM tip against each area. 

The present study proposes a method of formation of an array of marks on the AFM chips’ sur-
face. Marking of the AFM chips surface by magnetron sputtering is realized by sequential magnetron 
sputtering of chromium and tungsten. The metals were sputtered onto the surface of silanized mica 
chip covered with metallic shield with an array of orifices using argon plasma in DC mode. The stabil-
ity of the marks formed on the chips’ surface in the process of protein analysis procedure has been 
demonstrated. The proposed approach will allow, in perspective, the application of the AFM chips for 
analysis of a number of biomarkers in one sample. This opens the way for the use of an AFM-based 
approach for multiplexed analysis of biomaterial. 
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