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Использование микроструктурированных подложек, полученных

методом ионной имплантации, для подсчета бактерий
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Описан новый технологический подход для создания методом ионной имплантации наноструктурирован-

ных подложек для визуальной характеризации сверхмалых биологических объектов и микроорганизмов. При

использовании имплантации ионами аргона покровных силикатных стекол через маски в виде проволочных

медных сеток на их поверхности были сформированы периодические микроструктуры в виде решеток с

размерами ячеек 50× 50 µm. Апробация новых типов подложек была проведена на примере осажденных

на них бактерий родов Bacillus и Staphylococcus методами сканирующей электронной микроскопии и

энергодисперсионного анализа, а также атомно-силовой микроскопии.
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Введение

Микро- и наноструктурированные подложки могут

быть применены для проведения счетного статисти-

ческого анализа, а также для исследований в биоме-

дицине при секвенировании, разделении, обнаружении,

идентификации, количественном и структурном анализе

микрообъектов таких, как клеточные популяции (кровь,
клеточные культуры), микроорганизмы, вирусы и др.

Одним из возможных решений проблем своевремен-

ного выявления и последующей локализации распро-

странения, а также диагностики различного вида инфек-

ционных заболеваний является современная оператив-

ная диагностика разнообразных биообъектов. Для этого

все чаще привлекаются современные методы с исполь-

зованием высокоразрешающей электронной и зондовой

микроскопии. Быстрое развитие методов микроскопии

происходит благодаря появлению новой приборной базы

и использованию современных т ехнологических дости-

жений при разработке новых композитных материалов,

полученных на основе исследования их химических и

физических свойств [1]. Создание принципиально новых

контролирующих и анализирующих систем, а также

разработка новых методов и методик на их основе могут

быть успешно использованы в диагностике и характе-

ризации биологического материала предельно малого

размера (бактериальных клеток и вирусов). Поэтому

появляются возможности, ранее не применявшиеся на

практике, для их подсчета и статистической обработки,

анализа формы и т. д. Все это позволяет значительно

ускорить и упростить диагностику, а также анализ

патогенного и условно патогенного биоматериала, что

приближает переход к персонифицированной медицине

и улучшению здравоохранения.

Целью настоящей работы является разработка, созда-

ние и проверка специфических регулярных микрострук-

турированных подложек (устройств) для осаждения на

них и проведения подсчета сверхмалых биологических

микрообъектов, в частности бактерий, методами высо-

коразрешающей электронной и зондовой микроскопии.

Для создания таких биологических устройств предла-

гается применить технологию ионной имплантации, в

частности, модификации и контролируемого структури-

рования поверхности различных подложек. Ионная им-

плантация в настоящее время является одной из базовых

методик, применяющихся в промышленной полупровод-

никовой микроэлектронике для создания различных ти-

пов оптоэлектронных нано- и микроустройств [2]. Ранее

была продемонстрирована возможность создания пери-

одических поверхностных оптических дифракционных

структур методами имплантации различными ионами

через маски на таких материалах, как кремний [3],
кварцевое стекло [4–6], полиметилметакрилат [7], ал-

маз [8]. Известны также работы по применению ионного

травления при имплантации для контролируемого созда-

ния профилей, трехмерных объектов и микроструктур

на поверхности металлов и полупроводников [9], к

которым относится, в частности, технология травления

фокусируемым ионным пучком в вакууме [10].
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Рис. 1. АСМ-изображение (a) и профили стенок ячеек поверхностной решетки (b, c), измеренные по выделенным на фрагменте (a)
направлениям.
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Рис. 2. АСМ-изображения в различных масштабах отдельной ячейки поверхностной решетки с нанесенными на нее бактериями

Bacillus subtilis: a — суспензия клеток, осажденная на подложку, b — отдельные клетки бактерий в ячейке и на ребре сетки.

В настоящей работе впервые предполагается исполь-

зовать имплантацию ионами инертного газа силикатного

стекла через маску для формирования поверхностных

микроструктур, применимых для использования в ана-

лизе сверхмалых биологических объектов.

1. Методика эксперимента

Имплантация однозарядными ионами аргона (энер-
гия E = 40 keV, доза облучения D = 3.1 · 1017 ion/cm2

и плотность тока в ионном пучке J = 20mkA/cm2)
проводилась на ионнолучевом ускорителе ИЛУ-3 через

проволочную медную маску-сетку в покровные силикат-

ные стекла (20× 20mm, толщина 170µm).
Морфологию структурируемой поверхности имплан-

тированного стекла с нанесенными микроорганизмами

исследовали методом растровой электронной микроско-

пии (РЭМ), при этом использовался автоэмиссионный

сканирующий электронный микроскоп высокого раз-

решения Merlin (Carl Zeiss) при низком ускоряющем

напряжении 5 keV в режиме детектирования вторич-

ных электронов. Метод атомно-силовой микроскопии

(АСМ; атомно-силовой микроскоп Dimension Fast Scan

(Bruker)) также был применен для исследования мор-

фологии структурируемой поверхности при использова-

нии с зондами Bruker ScanAssyst Air, радиус закругле-

ния ∼ 5 nm и жесткость 0.4N/m. Элементный анализ

проводился с помощью энергодисперсионного (ЭДС)

спектрометра X-Max (Oxford Instruments), используе-

мого в комплексе с РЭМ при ускоряющем напряже-

нии 20 keV.
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Рис. 3. РЭМ-изображение отдельной ячейки поверхностной решетки (a) с нанесенными на нее бактериями Bacillus subtilis,

соответствующие ей ЭДС-карты для различных химических элементов: углерод+медь (b), углерод (c), медь (d).

В качестве биологического материала для осажде-

ния на предлагаемые подложки использовали штаммы

бактерий Bacillus subtilis MG4 и Staphylococcus aureus

subsp. aureus Rosenbach (ATCC 2592) из коллекции

микроорганизмов лаборатории биосинтеза и биоинже-

нерии ферментов Института фундаментальной медици-

ны и биологии Казанского федерального университета.

Культивирование бактерий проводили на жидких пита-

тельных средах LB (Luria-Bertani): триптон — 10 g/l,

дрожжевой экстракт — 5 g/l, хлорид натрия NaCl — 5 g/l.

Культивирование проводили при температуре 37◦С, при

перемешивании 200−250 rpm в течение 16−18 h. Впо-

следствии суспензия микроорганизмов осаждалась цен-

трифугированием (5000 rpm, центрифуга Biosan), оса-

док ресуспендировали в 1%-глутаровом альдегиде (EM
grade, Sigma-Aldrich) и выдерживался в течение 18 h

для прохождения химической фиксации. После проце-

дуры химической фиксации микроорганизмы осаждали

центрифугированием и отмывали в фосфатном буфере,

далее проводилось обезвоживание в этиловом спирте

(50−96%). Из 96%-спирта суспензия осаждалась, на-

носилась на микроструктурированную ионной имплан-

тацией стеклянную подложку. Для проведения РЭМ и

ЭДС-анализа на поверхность подложки с бактериями

наносился проводящий слой золото/палладий (Quorum
Q-150T ES) толщиной 10−15 nm.

2. Результаты и их обсуждение

Ионная имплантация является процессом внедрения

ускоренных ионов в облучаемую матрицу на опреде-

ленную глубину в зависимости от энергии. Процесс

столкновения ионов с поверхностью может сопровож-

даться ее частичным распылением. Характер распы-

ления зависит от ряда факторов: энергия ускорения,

масса иона, плотность вещества мишени и т.д. Если

проводится имплантация материала через маску, то на

его поверхности образуются облученные области, со-

седствующие с необлученными участками. В определен-

ных случаях, например при высокодозовой имплантации

монокристаллических подложек алмаза ионами бора [7],
облученные участки превращаются в пористый графит,

которые распухают и возвышаются над исходным уров-
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Рис. 4. РЭМ-изображение отдельной ячейки поверхностной решетки (а) с нанесенными на нее бактериями Staphylococcus ep.,

соответствующие ей ЭДС-карты для различных химических элементов: углерод+медь (b), углерод (c), медь (d).

нем подложки. Напротив, при имплантации кварцевого

стекла ионами металлов наблюдалось его распыление

и понижение уровня облученного участка относительно

поверхности исходной подложки [4,5].
В настоящей работе наблюдение изменения морфо-

логии поверхности силикатного стекла, подвергнутого

высокодозовой имплантации ионами аргона через маску,

проводилось методом АСМ. На рис. 1, a приведено

АСМ-изображение микроструктурированной поверхно-

сти стекла, которое отображается в виде сетки. Толщина

распыленного слоя стекла (глубина ячеек решетки) для

использованной дозы облучения составляет 60−80 nm,

о чем свидетельствуют приведенные на рис. 1, b, c про-

фили, измеренные на стенках ячеек. При этом ширина

ячейки решетки составляет 50µm. На рис. 2, а показаны

АСМ-изображения той же решетки на стеклянной под-

ложке после нанесения на нее бактерий рода Bacillus.

Хорошо видно, что размерные параметры сформирован-

ных структур обеспечивают удобное соотношение для

работы с микроорганизмами, в частности бактериями

средних (3−5µm) размеров. Как следует из рис. 2, b,

часть бактерий осаждается на ребрах решетки, что мо-

жет приводить к некоторой ошибке при статистическом

анализе распределения биоматериала по площади. Оче-

видно, что использование более длительной по времени

ионной имплантации приводит к формированию более

глубоких ячеек решетки, что может позволить изолиро-

вать бактерии, локализованные на ребрах решетки, от

поверхности дна ячеек и исключить эти бактерии из

общего анализа микроорганизмов.

На рис. 3, а, 4, а представлено РЭМ-изображение бак-

терий, нанесенных в небольшой концентрации на мик-

роструктурированную подложку и регистрированных на

фоне отдельной ячейки. Наблюдается относительно рав-

номерное распределение бактерий по всей поверхности

имплантированного стекла, преимущественно в углуб-

лениях ячеек. Видно, что размеры клеток являются ти-

пичными как для представителей вида Bacillus subtilis в

вегетативном физиологическом состоянии: длина клеток

составляет 3−5µm, ширина — 1µm, так и для предста-

вителей вида Staphylococcus aureus: сферические клетки

2−3µm в диаметре. Методом ЭДС (рис. 3, 4, b−d)
показано, что при использовании картирования по хи-

мическим элементам за счет детектирования характе-
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ристического рентгеновского излучения на поверхности

стекла можно наблюдать периодические облученные и

необлученные области в виде решетки, соответствую-

щей размеру маски-сетки. В частности, на рис. 3, 4, d

отчетливо прослеживается распределение меди в виде

решетки, которая сформи рована при диффузии меди в

стекло из нагретой ионным током маски. На другом при-

мере (рис. 3, 4, c) показано, как расположение бактерий

может регистрироваться по карте распределения углеро-

да. Нанесенные бактерии при этом наблюдаются на фоне

медной решетки, на фоне которой достаточно удобно

детектировать и анализировать распределение бактерий

по сигналу элемента — углерода. Это достигается

при наложении ЭДС-карт меди и углерода (рис. 3, b).
Иными словами, становится возможным оценить плот-

ности упаковки осажденных бактериальных клеток даже

при отсутствии различимой визуально профильного гео-

метрического СЭМ-изображения решеточной структуры

подложки в детекторе вторичных электронов. Данный

подход по ЭДС-картированию может позволить работать

не только с малыми концентрациями биологического

материала, но также и с их толстыми слоями, поскольку

электронный пучок проникает через них достаточно

глубоко в объем образца.

Заключение

Таким образом, в работе продемонстрирована возмож-

ность разработки и создания принципиально новых тех-

нологических анализирующих систем (в частности мик-

роструктурированных стеклянных подложек), а также

заложена основа для разработки новых методик харак-

теризации клеточного материала малого размера на ос-

нове АСМ-, РЭМ- и ЭДС-анализа. Использование микро-

структурированных подложек с периодической ячеистой

структурой, сформированной методом ионной импланта-

ции через маску, позволяет вести подсчеты на сложных

свермалых биологических микрообъектах. Большая глу-

бина проникновения электронов в органические среды

при ЭДС-картировании позволяет получить изображение

сформированной решетки даже из-под плотного слоя

биологического материала, что существенно расширяет

возможности анализа микробных биопленок.
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