Комплексные методы исследования наноструктур эритроцита 
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Актуальной задачей современной нанобиотехнологии является разработка комплексных методов микроскопического исследования клеток, позволяющих исследовать не только морфологию клеточных структур, но и функциональные особенности внутриклеточных компонентов. В данной работе обсуждаются достоинства и особенности комплексного применения методов атомно-силовой микроскопии (АСМ), лазерной интерференционной микроскопии (ЛИМ) и микроскопии комбинационного рассеяния (МКР) при исследовании ядерных эритроцитов.  Разработанный  на базе этих методов микроскопический комплекс позволяет получить взаимодополняющую информацию о наноструктуре не только мембраны, но и цитоскелета клетки при различных  функциональных состояниях клетки.  Метод АСМ применяется для определения геометрических размеров и рельефа клеток. Особенностью метода ЛИМ является возможность исследования малоконтрастных биологических объектов без использования красителей, кроме того, ЛИМ позволяет количественно оценить содержание вещества с известным показателем преломления в данной точке объекта. МКР позволяет исследовать не только распределение вещества в клетке, но и по особенностям спектра КР регистрировать изменения конформации исследуемых молекул. В данной работе были получены АСМ изображения ядреных эритроцитов (эритроцит лягушки, Rana temporaria) (рис.1а) и изображения распределения вещества методом ЛИМ (рис.1б). 
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Рис.1. Изображения ядерного эритроцита полученные методами АСМ (а) и ЛИМ (б).

Были зарегистрированы спектры КР, соответствующие спектрам гемопорфирина гемоглобина (рис.3), позволяющие судить о конформации гемопорфирина. Использование сканирующей системы позволяет регистрировать спектры комбинационного рассеяния в каждой точке объекта (рис.4).


[image: image3.wmf]900

1000

1100

1200

1300

1400

1500

1600

1700

1800

-10

0

10

20

30

40

Интенсивность, кол-во отсчетов

1/cm


Рис.3. Спектр комбинационного рассеяния гемопорфирина гемоглобина. 
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Рис.4. Распределение гемоглобина в ядерном эритроците (МКР).

Итак, использование методов АСМ, ЛИМ и МКР позволяет не только выявить изменения геометрии и  перераспределение компанентов цитоплазмы  эритроцита, но и охарактеризовать распределение и конформацию гемопорфирина гемоглобина. Визуализация распределения органелл и белков плазмы, в частности, гемоглобина, позволит получить важную информацию о функционировании клетки и может быть использована для изучения механизмов переноса кислорода эритроцитами.
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