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Аннотация. Сканирующая капиллярная микроскопия (или сканирующая ион-проводящая микроскопия) – одна 
из методик сканирующей зондовой микроскопии, основанная на использовании нанокапилляров. Важным пре-
имуществом СКМ перед остальными методами является несиловое воздействие на объект исследования в про-
цессе измерения, а также возможность проводить исследования в естественной среде – в жидкости, вследствие 
чего эта методика стала активно использоваться в биологических и медицинских исследованиях. Еще одним ори-
гинальным преимуществом СКМ является использование двухканальных капилляров, что позволяет применять 
эту методику в качестве сенсора, например, для измерения активных форм кислорода вблизи клетки.
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INTRODUCTION
The scanning capillary microscopy (SCM) has been suc-
cessfully used to study mechanical response of living 
cells, e.g., to assess the living endothelial cells volume 
under hemodynamic shear stress in blood vessels [1] and 
to evaluate plasma membrane stringency under applied 
hydrostatic pressure [2].

Use of the capillary as a reservoir has potential appli-
cations for delivery of certain molecules and therapeu-
tic agents to a specific cell or subcellular region. In this 
respect, double-channel capillaries have already been 
used to deliver microparticles [3] and polymers [4] to liv-
ing plant root cells.

In [5] the technique of making carbon nanoelectrodes 
for intracellular electrochemical studies is presented, in 
particular, for modification of nanoelectrode with plati-
num allowed to register concentration of reactive oxygen 
species near and inside hippocampal cells.

Precise deposition of biotinylated DNA on a streptav-
idin-coated glass substrate and protein G on a positively 
charged glass substrate were carried out [6]. It is also pos-
sible to precisely apply femto- and attolitre drops of water 
onto a substrate whereby a high uniformity of the feed 
rate is achieved and, consequently, addition of the equal 
portions of water is possible; furthermore, addition of 
reagent from a capillary is possible while maintaining 
the volume of the drop [7].

In addition to material delivery to the surface, the cap-
illary also allows single-cell nanobiopsy by extracting 
a small amount of material from inside the cell, which 
is then subjected to further analysis [8, 9]. Such extrac-
tion is valuable because the subsequent analysis can be 
linked to the cell location or used to compare properties of 
a number of cells in a group.

When applied to cancer cell research, capillary micros-
copy can provide essential information for further 
treatment.

Cancer has the ability to develop resistance to conven-
tional treatments, and the increasing prevalence of these 

ВВЕДЕНИЕ
Сканирующая капиллярная микроскопия (СКМ) 
успешно используется для  исследования меха-
нических реакций живых клеток, например, 
для оценки объема живых эндотелиальных кле-
ток под влиянием гемодинамического сдвиго-
вого напряжения в кровеносных сосудах [1] и для 
оценки жесткости плазматической мембраны при 
приложенном гидростатическом давлении [2].

Использование капилляра в качестве резервуара 
имеет потенциальное применение для доставки 
определенных молекул и терапевтических средств 
в конкретную клетку или субклеточную область. 
В  этом отношении двухканальные капилляры 
уже использовались для доставки микрочастиц [3] 
и полимеров [4] в живые клетки корней растений.

В  работе  [5] представлена методика изготов-
ления углеродных наноэлектродов для  вну-
триклеточных электрохимических исследова-
ний, в частности, модификация наноэлектрода 
с помощью платины позволила зарегистрировать 
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Рис.1. Оптические снимки сканируемых областей ядер 
клеток HeLa (А) и (В) с увеличением 40х. Стрелками (C) 
и (N) отмечены кончик капилляра, который виден сквозь 
образец, и клеточное ядрышко соответственно
Fig.1. Optical images of scanned regions of HeLa cell nuclei (A) 
and (B) at 40x magnification. Arrows (C) and (N) mark the capil-
lary tip visible through the sample and cell nucleous, respectively

Abstract. Scanning capillary microscopy (or scanning ion-conductance microscopy) is a scanning probe micros-
copy technique based on the use of nanocapillaries. Important advantages of SCM over other methods are its non-
violent action on a studied objects during measurements and a possibility to conduct studies in the natural envi-
ronment (in liquid). Therefore, this method has become widely used in biological and medical research. Another 
unique advantage of SCM is the use of dual-channel capillaries which allows the technique to be used as a sensor, 
e.g. for measuring reactive oxygen species close to a cell.
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drug-resistant forms of cancer requires further in-depth 
research and effective treatments development.

Although many cancers are initially susceptible to 
chemotherapy, over time they can develop resistance 
through DNA mutation and metabolic changes that con-
tribute to inhibition and degradation of the drug.

When examining people with breast cancer, it 
has been shown that patients with tumours express-
ing high levels of ZEB1 (zinc finger protein) responded 
poorly to chemotherapy [10]. In this case, SCM makes 
it possible to examine the mesenchymal or mesenchy-
mal-like phenotype and form a morphological portrait 
of tumour cells, to determine features such as shape, 
roughness, cell and nucleus size, nuclear arrangement 
(presence of nuclear crowding), amount of intracellular 
substance, etc.

концентрацию активных форм кислорода вблизи 
и внутри клеток гиппокампа.

С  высокой точностью осуществлялось нанесе-
ние биотинилированной ДНК на  стеклянную 
подложку, покрытую стрептавидином, и  про-
теина G на положительно заряженную стеклян-
ную подложку  [6]. Также возможно прецизион-
ное нанесение на подложку фемто- и аттолитро-
вых капель воды, при котором достигается высо-
кая равномерность величины подачи, и, как след-
ствие, возможно добавление одинаковых порций 
воды; более того, возможно добавление реагента 
из капилляра при сохранении объема капли [7].

Помимо возможности доставки материала 
на поверхность, капилляр также позволяет выпол-
нять одноклеточную нанобиопсию путем извле-
чения небольшого количества материала изну-
три клетки, которая затем подвергается дальней-
шему анализу [8, 9]. Такое извлечение является 
ценным, поскольку последующий анализ может 
быть привязан к  местоположению клетки или 
использоваться для сравнения свойств ряда кле-
ток в группе.

Применимо к  исследованию раковых клеток 
капиллярная микроскопия может дать существен-
ную информацию для дальнейшего лечения.

Раковое заболевание обладает способностью 
развивать устойчивость к традиционным мето-
дам лечения, и  растущая распространенность 
этих лекарственно-устойчивых форм онкологии 
требует дальнейших углубленных исследований 
и разработки эффективных методов лечения.

Хотя многие виды онкологии изначально под-
вержены химиотерапии, со временем они могут 
развить резистентность с помощью мутации ДНК 
и  метаболических изменений, которые способ-
ствуют ингибированию и деградации лекарствен-
ного средства.

При исследовании людей с  раком молоч-
ной железы было показано, что пациенты с опу-
холями, экспрессирующими высокие уровни 
ZEB1 (белок цинкового пальца), плохо реагиро-
вали на химиотерапию [10]. В данном случае СКМ 
позволяет исследовать мезенхимальный или 
мезенхимоподобный фенотип и  сформировать 
морфологический портрет опухолевых клеток, 
определить такие признаки, как форма, шеро-
ховатость, размеры клеток и ядра, расположение 
ядер (наличие скученности ядер), количество вну-
триклеточного вещества и др.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Установка СКМ собрана на  базе инвертиро-
ванного оптического микроскопа Nikon Ti-U. 
В  схеме самого микроскопа задействованы: 
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Рис.2. 2D-топография сканируемых областей, ярко-жел-
тым цветом показана область клеточного ядрышка 
клетки HeLa
Fig.2. 2D topography of scanned areas, bright yellow shows HeLa 
cell nucleous
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RESEARCH METHODS AND MATERIALS
The SCM is based on a Nikon Ti-U inverted optical 
microscope. The microscope circuit itself includes a 
high voltage amplifier that supplies a signal to the 
piezoceramic slides, a high sensitivity ion current 
amplifier that creates a potential difference between 
the electrodes and measures voltage of the ion cur-
rent (amplifier has a regulator that allows to adjust 
the current-voltage conversion coefficient from 0.5 to 
1 000 mV/pA) and a digital controller (control unit) of 
the microscope that receives a signal from the ion-
current amplifier and supplies control signals to an 
output amplifier to supply voltage to the piezoceramic 
manipulator.

Human carcinoma cells (HeLa, Russian collection 
of human, animal and plant cell cultures, Institute 
of Cytology, St. Petersburg, Russia) were grown in 
DMEM medium (PanEco, Moscow, Russia) with 

высоковольтный усилитель, подающий сигнал 
на  пьезокерамические подвижки; высокочув-
ствительный усилитель ионного тока, создаю-
щий разницу потенциалов между электродами 
и  измеряющий напряжение текущего ионного 
тока (усилитель имеет регулятор, позволяющий 
подстраивать коэффициент преобразования ток-
напряжение от 0.5 до 1000 мВ/пА) и цифровой кон-
троллер (блок управления) микроскопа, прини-
мающий сигнал с усилителя тока и подающий 
управляющие сигналы на выходной усилитель, 
для подачи напряжения на пьезокерамический 
манипулятор.

Клетки карциномы человека (HeLa, Российская 
коллекция клеточных культур человека, живот-
ных и  растений, Институт цитологии, Санкт-
Петербург, Россия) выращивали в  среде ДМЕМ 
(ПанЭко, Москва, Россия) с добавлением 10% тер-
моинактивированной фетальной бычьей сыво-
ротки (HyClone, Logan, UT, США), 2 мМ L-глутамина 
(ПанЭко, Москва, Россия) и  раствора антибио-
тика-антимикотика (Gibco, Waltham, MA, USA). 
Фиксация клеток проводилась в  3,7  % парафор-
мальдегиде (PFA) в течение 10 минут, далее клетки 
отмывались в физрастворе (0,9 M NaCl), который 
в дальнейшем служил и в качестве электролити-
ческой среды в процессе сканирования.

Ск а нирова ние проводилось к а пилляром 
с  выходным отверстием около 100  нм, ампли-
туда и  частота колебаний в  режиме прерыви-
стого контакта (hopping-mode) составляли 1 мкм 
и 15 Гц, соответственно. Контрольная точка паде-
ния величины ионного тока составляла 1,2  % 
от величины тока на удалении от образца. Размер 
кадра 10,3 × 10,3 мкм2, разрешение 512 × 512 точек.

Постобработка снимков проводилась в  ПО 
ФемтоСкан Онлайн [11] посредством медианной 
фильтрации и выравнивания уровня подложки 
по выбранным участкам подложки на получен-
ном изображении.

РЕЗУЛЬТАТЫ
В  инвертированном оптическом микроскопе 
наблюдалась организация клеточных структур 
на подложке: клетки собираются в островки, при 
этом заметны характерные отростки в местах при-
соединения клеток к подложке (Рис.1).

На  рис.2 представлены изображения клеток, 
полученные с помощью сканирующего капилляр-
ного мироскопа. Наблюдается морфология клеточ-
ной поверхности, которая также прямо указывает 
на организацию субмембранных структур: разли-
чимо ядрышко клетки (показано желтым градиен-
том), что отчетливо соотносится с данными опти-
ческой микроскопии.
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Рис.3. 3D-топография сканируемых областей, соответ-
ствующая рис.2
Fig.3. 3D topography of scanned areas corresponding to Fig.2
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the addition of 10% thermoinactivated fetal bovine 
serum (HyClone, Logan, UT, USA), 2 mM L-glutamine 
(PanEco, Moscow, Russia) and an antimicrobial solu-
tion (Gibco, Waltham, MA, USA). Cell fixation was 
performed in 3.7% paraformaldehyde (PFA) for 10 min, 
then the cells were washed in saline (0.9 M NaCl), 
which further served as electrolytic medium during 
scanning.

The scanning was carried out with  100 nm tip 
openning capillary, the amplitude and frequency 
of the hopping-mode were 1 μm and 15 Hz, respec-
tively. The control point of the ion current drop was 
1.2 % of the value at the distance from the sample. 
Image size is 10.3 × 10.3 µm2, and resolution 512 × 512 
pixels.

The images were post-processed in FemtoScan 
Online software [11] using median filtering and sub-
strate level alignment to the selected areas in the 
resulting image.

На рис.4 представлены изображения отростков 
клетки в 2D и 3D виде.

Сканирующая капиллярная микроскопия 
позволяет не только визуализировать объекты 
в трехмерном масштабе, но и дает возможность 
получать и использовать ряд экспериментальных 
данных в диагностических целях. На основе полу-
ченных изображений измерена средняя шерохова-
тость поверхности клеток, которая в области кле-
точных ядер составляет по показателю Ra = 0,4 мкм 
(среднее по  модулю), по  среднеквадратичному 
отклонению шероховатость Rq составила 0,5 мкм, 
а  в области отростков 0,045 и  0,06  мкм соответ-
ственно, что практически в 10 раз меньше.

ВЫВОДЫ
СКМ имеет особую значимость в  исследовании 
живых систем. В биоприложениях интерес могут 
представлять не только получение информации 
о  морфологии объектов, измерение локальных 
биотоков и т.д., но и методики адресной доставки 
агентов к  исследуемому образцу, что позволяет 
изучать его реакцию на  внешнее воздействие 
и, как следствие, получать качественно новую 
и  более значимую информацию о  процессе его 
жизнедеятельности.
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RESULTS
In an inverted optical microscope the cellular struc-
tures organization on the substrate was observed: 
cells clumped together in islands, with characteristic 
filopodia visible where cells were attached to the sub-
strate (Fig.1).

Figure 2 shows images of cells obtained with a 
scanning capillary microscope. Morphology of the 
cell surface is observed, which also directly indi-
cates the organisation of the sub-membrane struc-
tures: the cell nucleous (shown in yellow gradient) is 
distinguishable, which clearly correlates with opti-
cal microscopy data.

Figure 3 shows images of cell filapodiа in 2D and 
3D views.

The scanning capillary microscopy allows of not 
only visualisation of objects in three-dimensional 
scale but also gives an opportunity to obtain and use 
a number of experimental data for diagnostic pur-
poses. Based on the obtained images, the average 
roughness of the cell surface was measured, which 
in the area of cell nuclei is Ra  =0.4 µm (modulo aver-
age), in the area of cell nuclei Rq roughness was 
0.5 µm, and in the area of filapodiа 0.045 µm and 
0.06 µm respectively, which is almost 10 times less.

CONCLUSIONS
The SCM is of par ticular impor tance in l iv-
ing systems study. In bio-applications  it may be 
interesting not only to obtain information on the 
object morphology, to measure local bio currents, 
etc., but also to targetedly deliv er agents to the 
studied sample, that allows  studying its response 
to external influence and, con sequently, obtain 
qualitatively new and more mean ingful information 
on its vital activity process. 
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