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Аннотация. Реакция клеток на механические сигналы играет ключевую роль в жизненно важных 
биологических процессах, таких как развитие органов, регенерация тканей, старение и разви-
тие рака. Механические свойства, такие как упругость, мягкость, шероховатость, вязкость, пока-
зывают, как клетки и ткани реагируют на воздействие и как от этого зависят их биологические 
функции. Сканирующая зондовая микроскопия (СЗМ) является универсальным инструментом 
для количественной характеристики механических свойств тканей и клеток в естественных усло-
виях. Данные о механических свойствах биологических объектов, полученные с помощью атомно-
силовой и капиллярной микроскопии, могут быть связаны с биологическими процессами и пато-
логиями в тканях.
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Abstract. The response of cells to mechanical signals plays a key role in biological processes such as organ 
development, tissue regeneration, aging and cancer development. Changes in mechanical properties, includ-
ing stiffness and viscosity, show how cells and tissues react to stress and how their biological functions 
depend on it. Scanning probe microscopy (SPM) is a versatile tool for quantitative characterization of the 
mechanical properties of tissues and cells in vivo. Data on the mechanical properties of biological objects 
obtained using atomic force and capillary microscopy can be associated with biological processes and pathol-
ogies in tissues.
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INTRODUCTION
Scanning probe microscopy includes the whole family 
of techniques where surface profile is recorded using a 
probe: it is not only atomic force microscopy, but also other 
types of microscopy: tunnelling, capillary, resistive, and 
others.

In AFM, topography and mechanical information 
of a sample are determined by measuring interaction 
between the sample surface and the cantilever probe 
during line-by-line scanning of the sample. The sub-
nanometre resolution in AFM allows measuring the 
mechanical properties of biological objects: stiffness, 
viscosity and adhesion, so that it is possible to match the 
properties images of surface and subcellular structures 
of different types of tissue from diseased and healthy 
donors. Scanning capillary microscopy is a unique tool 
that allows studying 3D morphology of living cells and 
tissues in liquid with nanometre precision.

Quantitative visualisation in AFM and measurement 
of mechanical properties of tissues and cells are of par-
ticular interest for in vivo assessment of biological objects 
and thus require non-destructive preparation to pre-
serve them in vitro for data collection in normality and 
disease [1].

AFM has been used in study of heart and aortic tissues 
to detect mechanobiological changes associated with 
physiological and pathological processes such as regener-
ation, cardiac development, diabetes mellitus, and coro-
nary heart disease [2]. However, so far preparation of tis-
sues for microscope measurement remains a rather diffi-
cult task due to presence of topographic heterogeneities, 
uniqueness of sample preparation techniques for a par-
ticular tissue type.

In scanning capillary microscopy (SCM), a capillary 
filled with electrolyte acts as a probe. The capillary is 
positioned by measuring the magnitude of the ionic 
current flowing through the tip of the capillary. The 
uniqueness of capillary microscopy lies in the non-con-
tact nature of scanning – the capillary stops above the 
sample surface when the current drops by ~0.5% of the 
specified value [3].

Using SСM we determined changes in morphometric 
characteristics of endothelial cells during experimental 
septicopaemia: endothelial cells decreased the adhesion 
area to substrate, which was determined by a decrease 
in the area of cell projection, and the cell membrane was 
smoothed. However, endothelial cell stiffness was para-
doxically unchanged compared with controls. Over time, 
neutrophil migration led to more significant changes in 

ВВЕДЕНИЕ
Сканирующая зондовая микроскопия включает 
в  себя все семейство методик, в  которых про-
филь поверхности регистрируется с помощью 
зонда: это не только атомно-силовая, но и дру-
гие разновидности микроскопии: туннельная, 
капиллярная, резистивная и др.

В атомно-силовой микроскопии (АСМ) топо-
графия и механическая информация образца 
определяются путем измерения взаимодей-
ствия между поверхностью образца и  зондом 
кантилевера в  процессе построчного скани-
рования образца. Субнанометровое разреше-
ние в АСМ позволяет определять механические 
свойства биологических объектов: жесткость, 
вязкость и адгезию, благодаря чему можно про-
вести соответствие между свойствами и изобра-
жениями поверхностных и субклеточных струк-
тур разных видов тканей от больных и здоровых 
доноров. Сканирующая капиллярная микро-
скопия является уникальным инструментом, 
который позволяет строить 3D-морфологию 
живых клеток и тканей в жидкости с наноме-
тровой точностью.

Количественная визуализация в АСМ и изме-
рение механических свойств тканей и клеток 
представляют особый интерес для оценки био-
логических объектов in vivo и, таким образом, 
требуют неразрушающей подготовки для  их 
сохранения в лабораторных условиях для сбора 
данных в норме и при заболеваниях [1].

АСМ использовалась при исследовании тка-
ней сердца и  аорты с  целью выявления меха-
но биолог и че с к и х изменений, с вяз а нны х 
с физиологическими и патологическими про-
цессами, так ими как регенерация, разви-
тие сердца, сахарный диабет и  ишемическая 
болезнь сердца  [2]. Однако, пока подготовка 
тканей для измерения на микроскопе остается 
довольно трудной задачей из-за наличия топо-
графических неоднородностей, уникальности 
методики подготовки образцов для определен-
ного типа тканей.

В сканирующей капиллярной микроскопии 
(СКМ) в  качестве зонда выступает капилляр, 
заполненный электролитом. Позиционирование 
капилляра осуществляется по измерению вели-
чины ионного тока, проходящего через кон-
чик капилляра. Уникальность капиллярной 

Keywords: scanning capillary microscopy, living systems, biomechanics, Substantia nigra

For citation: A.I. Akhmetova, T.O. Sovetnikov, E.O. Zorikova, I.V. Yaminsky. Scanning probe microscopy of 
Substantia Nigra. NANOINDUSTRY. 2023. V. 17. No. 1. PP. 26–31. https://doi.org/10.22184/1993-8578.2023.17.1.26.31.

Nanotechnologies



28

Том 17 № 1 2024

endothelial cells: first, shallow perforations in mem-
branes were formed, which healed rather quickly, then 
stress fibrils were formed and, finally, endothelial cells 
died and multiple perforations were formed on their 
surface [4].

However, despite the advances in SPM [5], the obtained 
data are still difficult to use in clinical diagnosis and 
medicine.

MATERIALS AND METHODS
Tissue slices of Substantia nigra from donor without neuro-
logical pathology and Parkinson’s patients were examined 
using a developed scanning capillary microscopy unit.

The excised biomaterial fragments were placed in 10% 
neutral formalin solution for fixation, with the volume 
of fixing liquid exceeding the volume of biomaterial frag-
ments 10 times. Fixation in formalin was carried out at 
room temperature for 24-48 hours. After one day the fixing 
liquid solution was changed.

After fixation, the biomaterial fragments removed from 
the fixing fluid were washed in running water for 2 hours. 
Next, histological wiring of the biomaterial through alco-
hols of ascending concentration, xylene-paraffin and liq-
uid paraffin was performed by automated isopropyl wir-
ing using an automatic processor Leica TP 1020. The par-
affin-impregnated biomaterial fragments were embedded 
in special warmed casting moulds and poured with com-
mercial paraffin melted at 60 °C on a Leica EG 1160 cast-
ing station to form paraffin blocks. A plastic histological 
cassette was used as a base for the paraffin block. The fin-
ished blocks were cooled.

Histological sections 3–4 µm thick were made from par-
affin blocks on a Leica RM 2235 rotary microtome.

Prepared slices (two from each tissue fragment) for light 
microscopy after spreading on a water bath were placed on 
slides and dried on a heating table.

Before staining, these samples were freed from paraf-
fin by running them through a battery of solvents (xylene, 
alcohol). The specimens were stained with haematoxylin 
and eosin in strict accordance with the instructions of the 
dye sets and according to the standard procedure. For the 
conclusion of histological preparations, a transparent pre-
serving medium (e.g., Canada or fir balsam) was applied 
to the stained section, not covered with cover glass.

The study was performed on a FemtoScan Xi scanning 
capillary microscope [6], and data processing was per-
formed in FemtoScan Online software [7].

Capillary microscopy was used to obtain 3D morphology 
of the tissue surface and to detect visual differences in the 
samples.

Tissue samples from donor without neurological 
pathology are characterised by a more structured sur-
face, presence of characteristic depressions with cra-
ters and pronounced edges. Morphology of slices from 
Parkinson’s patients is visually more homogeneous, has 

микроскопии заключается в  бесконтактной 
природе сканирования – капилляр останавли-
вается над поверхностью образца при падении 
тока на ~0,5% от заданной величины [3].

С помощью СКМ определили изменения мор-
фометрических характеристик эндотелиаль-
ных клеток в  ходе экспериментальной септи-
копиемии: эндотелиальные клетки уменьшали 
площадь адгезии к субстрату, что определялось 
уменьшением площади проекции клеток, а кле-
точная мембрана сглаживалась. Однако жесткость 
эндотелиальных клеток парадоксальным образом 
не изменилась по сравнению с контролем. С тече-
нием времени миграция нейтрофилов приводила 
к более существенному изменению эндотелиаль-
ных клеток: сначала образовывались неглубо-
кие перфорации в мембране, которые достаточно 
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Рис.1. Характерная морфология контрольных образцов сре-
зов ткани Substantia nigra донора без неврологической пато-
логии, ярко выражены кратеры с диаметром около 2-3 мкм
Fig.1. Characteristic morphology of control samples of Substantia 
nigra tissue slices from donor without neurological pathology, cra-
ters with a diameter of about 2–3 μm are pronounced
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no characteristic drops with even edges. At the same time 
general roughness of healthy tissue samples was higher 
than in Parkinson’s patients: the average value of rough-
ness was Ra 196 ±33 nm, Rq 250 ± 48 nm, similar parame-
ters for samples from Parkinson’s patients: Ra 143 ± 17 nm, 
Rq 181 ± 19 nm.

When comparing morphology of the two specimens, 
characteristic differences are noticeable, but more sta-
tistical data on the study of tissue slices, including those 
obtained with AFM, are required. An important indicator 
of this area of Substantia nigra is also specimens conductiv-
ity, which can be measured using AFM [8]. The question of 
the relationship between changes in tissue morphology of 
patients and direct signs of Parkinson’s disease remains 
unresolved.

быстро заживлялись, затем формировались стрес-
совые фибриллы и, наконец, эндотелиальные 
клетки погибали, и на их поверхности образовы-
вались множественные перфорации [4].

Однако, несмотря на достижения СЗМ [5], полу-
ченные данные пока еще сложно использовать 
в клинической диагностике и медицине.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
С помощью разработанной установки для сканиру-
ющей капиллярной микроскопии были исследо-
ваны срезы тканей Substantia nigra донора без невро-
логической патологии и больных Паркинсоном.

Вырезанные фрагменты биоматериала для фик-
сации помещали в 10%-ный раствор нейтрального 
формалина, при этом объем фиксирующей жид-
кости превышал объем фрагментов биоматериала 
в 10 раз. Фиксацию в формалине проводили при 
комнатной температуре в течение 24–48 ч. Через 
одни сутки раствор фиксирующей жидкости 
меняли.

После фиксации фрагменты биоматериала, 
извлеченного из  фиксирующей жидкости, про-
мывали в  проточной воде в  течение 2  ч. Далее 
выполняли гистологическую проводку биома-
териала через спирты восходящей концентра-
ции, ксилол-парафин и  жидкий парафин авто-
матизированным способом изопропиловой про-
водки с  использованием автоматического про-
цессора Leica TP 1020. Пропитанные парафином 
фрагменты биоматериала закладывали в специ-
альные прогретые заливочные формы и заливали 
на заливочной станции Leica EG 1160 расплавлен-
ным при 60 °С коммерческим парафином для фор-
мирования парафиновых блоков. В качестве осно-
вания для парафинового блока использовали пла-
стиковую гистологическую кассету. Готовые блоки 
охлаждали.

Из парафиновых блоков на ротационном микро-
томе Leica RM 2235 изготавливали гистологиче-
ские срезы толщиной 3–4 мкм.

Готовые срезы (по два с  каждого фрагмента 
ткани) для световой микроскопии после расправ-
ления на  водяной бане помещали на  предмет-
ные стекла и высушивали их на нагревательном 
столике.

Перед окрашиванием образцы освобождали 
от парафина, проводя по батарее растворителей 
(ксилол, спирт). Окрашивали гематоксилином 
и эозином в строгом соответствии с инструкциями 
наборов красителей и по стандартной процедуре. 
Для  заключения  гистологических препаратов 
на окрашенный срез наносили прозрачную консер-
вирующую среду (например, канадский или пихто-
вый бальзам), не покрывали покровным стеклом.
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Рис.2. Образец срезов ткани Substantia nigra донора, боль-
ного Паркинсоном. Визуально заметно менее разнообраз-
ный рельеф среза по сравнению с контрольным образцом
Fig.2. The sample of tissue slices from Substantia nigra of donors 
with Parkinson’s disease. Visually noticeable less varied relief of 
the slice compared to the control sample
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CONCLUSION
As part of the work, slices of Substantia nigra were obtained 
from a healthy donor and a Parkinson’s patient. The sam-
ples were examined using scanning capillary microscopy. 
The 3D morphology of the slices was evaluated. It was 
visually shown that the tissue slices from a donor without 
neurological pathology have a more branched and rougher 
surface compared to samples from Parkinson’s patients.
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Исследование проводили на  сканирующем 
капиллярном микроскопе "ФемтоСкан Xi"  [6], 
обработку данных – в программном обеспечении 
"ФемтоСкан Онлайн" [7].

С  помощью капиллярной микроскопии уда-
лос ь наблюдат ь 3D-морфолог ию поверх но-
сти ткани и обнаружить визуальные различия 
в образцах.

Образцы ткани от донора без неврологической 
патологии характеризуются большей структу-
рированностью поверхности, наличием харак-
терных впадин с  кратерами и  ярко выражен-
ными краями. Морфология срезов от  больных 
Паркинсоном визуально более однородная, не 
имеет характерных перепадов с ровными краями. 
При этом общая шероховатость образцов тка-
ней без патологии оказалась выше, чем у  боль-
ных Паркинсоном: среднее значение шероховато-
сти составило Ra 196 ±33 нм, среднеквадратичное 
Rq 250±48 нм, аналогичные параметры для образ-
цов срезов от больных Паркинсоном: Ra 143±17 нм, 
Rq 181±19 нм.

При сравнении морфологии двух образцов 
заметны характерные различия, но требуется 
больше статистических данных по исследованию 
срезов тканей, в том числе полученных с помощью 
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АСМ. Важным показателем данной области Substantia 
nigra является также проводимость образцов, кото-
рую можно измерить с помощью АСМ [8]. Остается 
нерешенным вопрос связи изменения морфологии 
ткани больных с конкретными признаками болезни 
Паркинсона.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В  рамках работы были получены срезы Substantia 
nigra от здорового донора и больного Паркинсоном. 
Исследованы образцы с  помощью сканирующей 
капиллярной микроскопии. Была охарактеризо-
вана 3D-морфология срезов. Визуально показано, что 
срезы ткани донора без неврологической патологии 
имеют более разветвленную и более шероховатую 
поверхность по сравнению с образцами от больных 
Паркинсоном.
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