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Исследования белковой короны наночастиц опираются на TEM и DLS. TEM 

визуализирует корону, искажая нативную структуру. DLS измеряет частицы в 

растворе, но гидродинамический диаметр неточно отражает тонкий белковый 

слой. Мета-анализ показывает рост размера частицы на ~50% (15–18 нм). Для 

точной картины необходим синергетический подход, сочетающий оба метода. 
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Введение 

Современная нанотехнология располагает обширным арсеналом методов 

для определения размеров наночастиц, каждый из которых основан на уникаль-

ных физических принципах. Среди наиболее распространенных — атомно-сило-

вая микроскопия (AFM), позволяющая получать трехмерные изображения по-

верхности; трекинг-анализ наночастиц (NTA, Nanoparticle Tracking Analysis), ко-

торый визуализирует и отслеживает броуновское движение отдельных частиц; 

дифференциальная центрифужная седиментация (DCS, Differential Centrifugal 

Sedimentation), разделяющая частицы по размеру в градиенте плотности под дей-

ствием центробежной силы; и, наконец, анализ частиц по подвижности в элек-

трическом поле (SMPS, Scanning Mobility Particle Sizing), классифицирующий 

частицы по их электрической подвижности. 
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Несмотря на это многообразие методов, в научной практике, особенно в ис-

следованиях, затрагивающих взаимодействие наночастиц с биологическими мо-

лекулами, такими как белки, доминируют два метода: просвечивающая электрон-

ная микроскопия (ПЭМ/TEM, Transmission Electron Microscopy) и динамическое 

светорассеяние (ДСР/DLS, Dynamic Light Scattering). Их популярность обуслов-

лена широкой доступностью и отработанностью методик, однако между дан-

ными, получаемыми этими методами, существуют систематические расхожде-

ния, что неоднократно отмечалось в литературе [12]. Эти различия проистекают 

из фундаментально разных принципов измерения, что делает критически важ-

ным понимание их преимуществ и ограничений. 

Просвечивающая электронная микроскопия (TEM): Визуальный стан-

дарт и его ограничения 

Среди методов, предназначенных для характеризации, авторы часто отдают 

предпочтение TEM-микроскопии, считая ее «золотым стандартом» визуализа-

ции. Высокое разрешение метода (порядка долей нанометра) позволяет не только 

точно измерить размер ядра наночастицы, но и визуализировать его форму, кри-

сталличность и даже в некоторых случаях элементы поверхностной структуры. 

Тем не менее использование TEM сопряжено с рядом существенных огра-

ничений и методологических трудностей. Помимо высокой стоимости самого 

оборудования и необходимости содержания сложной инфраструктуры (напри-

мер, вакуумных систем), ключевым недостатком TEM является требование к под-

готовке образца. Анализ проводится в условиях высокого вакуума, что вынуж-

дает исследователей наносить суспензию наночастиц на подложку и полностью 

высушивать ее [11]. Помимо прочего процесс сушки может сильно видоизменять 

образец: наночастицы могут агломерироваться, образуя крупные конгломераты, 

не присутствовавшие в исходном растворе, либо, наоборот, первоначальные не-

прочные кластеры могут разрушаться. Таким образом, TEM показывает наноча-

стицы не в их нативном, «рабочем» состоянии в растворе, а в статичной, высу-

шенной форме. 
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Следующим критически важным ограничителем является проблема репре-

зентативности. TEM-фотография захватывает лишь чрезвычайно малую часть 

образца (менее 0,1%). Следовательно, статистическая значимость данных, осо-

бенно для крупных или редких частиц, оказывается под вопросом, так как малая 

выборка может неадекватно отражать полный набор частиц в образце [5]. Не-

смотря на эти ограничения, TEM обладает неоспоримым и уникальным преиму-

ществом: способностью детектировать образование белкового монослоя (ко-

роны) на поверхности наночастиц даже в том случае, когда они включены в со-

став крупных агрегатов [1; 9]. Это позволяет напрямую, визуально подтверждать 

факт адсорбции белка, что недостижимо для многих других методов. 

Динамическое светорассеяние (DLS): Анализ в растворе и скрытые 

сложности 

Метод DLS, со своей стороны, предлагает принципиально иной подход и об-

ладает комплементарным набором достоинств. Его основными практическими 

преимуществами являются относительно низкая стоимость проведения измере-

ний, простота подготовки образца и высокая скорость анализа. Важнейшим ме-

тодологическим преимуществом DLS, в сравнении с TEM, является то, что изме-

рения проводятся непосредственно в коллоидном растворе, без стадии высуши-

вания, а это позволяет изучать наночастицы в условиях, близких к физиологиче-

ским. Кроме того, метод позволяет получить усредненные данные по всему объ-

ему образца, охватывая миллиарды частиц, что обеспечивает высокую статисти-

ческую достоверность. 

Тем не менее, DLS демонстрирует и значительные недостатки. Метод пока-

зывает большую вариабельность результатов, даже для таких стандартных си-

стем, как силикатные частицы [3]. Его точность резко падает в полидисперсных 

системах, и он плохо определяет размер частиц в растворах с высоким индексом 

полидисперсности (PDI> 0,2–0,3) [10]. 

Главная же проблема, которую зачастую упускают из виду исследователи, 

кроется в самой природе измеряемого параметра. DLS определяет не фактиче-

ский геометрический диаметр частицы, а ее гидродинамический диаметр – 
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расчетную величину, которая соответствует диаметру сферического объекта, 

диффундирующего в жидкости с той же скоростью, что и исследуемая частица. 

Скорость диффузии сильно зависит не только от размера и геометрии самой ча-

стицы, но и от параметров среды (вязкости, температуры), а также от состояния 

поверхности частицы (наличия сольватной оболочки, заряда, адсорбированных 

молекул). Именно поэтому рентгеноструктурный анализ, определяющий физи-

ческие размеры кристаллической решетки, зачастую дает иные значения, чем 

DLS [2]. 

Этот аспект становится критически важным при изучении взаимодействий 

«наночастица-белок». Например, гидродинамический диаметр белка лизоцима в 

чистой воде оказывается меньше, чем в солевых буферах [7], и меньше размера, 

определенного методом рентгеноструктурного анализа [2]. Данная особенность 

DLS была отмечена в некоторых работах [4,; 8]. В контексте формирования бел-

ковой короны гидродинамический диаметр образующегося комплекса зависит не 

только от толщины адсорбированного белкового слоя, но и от его жесткости и 

плотности [4]. В то же время метод исключительно чувствителен к присутствию 

крупных агрегатов в образцах [6], он, как правило, не способен предоставить пря-

мую информацию о формировании мономолекулярного слоя на поверхности на-

ночастицы, так как этот тонкий слой вносит незначительный вклад в общий гид-

родинамический диаметр по сравнению с ядром самой наночастицы. 

Синергия методов и количественный анализ данных 

Учитывая комплементарные, но взаимодополняющие преимущества и недо-

статки TEM и DLS, их комбинация становится стандартной практикой для полу-

чения всесторонней, надежной и воспроизводимой информации о системе «на-

ночастица-белок». Статистически значимые гидродинамические данные от DLS, 

визуально подтвержденные с помощью TEM, создают полную картину происхо-

дящих процессов в образцах. 
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(а) (б) 
Рисунок 1. Зависимость толщины белковой короны от размера наночастиц. (а) TEM-анализ 
изменения размеров наночастиц после взаимодействия с белком. (б) DLS-анализ изменения 

гидродинамического диаметра наночастиц после взаимодействия с белком. 
 

На рисунке 1а и 1б представлен сравнительный анализ, позволяющий раз-

граничить толщину плотной белковой короны (рисунок 1a, данные TEM) и раз-

мер крупных агрегатов «наночастица-белок» (рисунок 1б, данные DLS). Со-

гласно нашим расчетам, медианный размер исследованных наночастиц состав-

ляет около 33–39 нм. После взаимодействия с белками медианный размер ком-

плекса «наночастица-белок» возрастает до 51–55 нм. Таким образом, можно от-

метить, что образование белковой короны приводит к увеличению размера ча-

стицы в среднем на ~50%. Простые арифметические вычисления позволяют оце-

нить среднюю толщину белковой короны в 15–18 нм. 

 

 
Рисунок 2. Увеличение размера наночастиц после взаимодействия с белковыми молеку-

лами (на оси абсцисс показан размер наночастиц до взаимодействия с белком, а на оси орди-
нат – абсолютное увеличение размера после взаимодействия). Значения размеров 
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монослоя/мультислоев белка и агрегатов были получены на основе разницы в гидродинами-

ческих диаметрах наночастиц, содержащих белок, и свободных от белка наночастиц. 
 

Более детальный анализ, представленный на рисунке 2, показывает не-

сколько ключевых закономерностей: 

1. Крупные агрегаты наночастиц с белками в основном формируются на ос-

нове малых наночастиц (размером до 30 нм, серые точки). 

2. На наночастицах крупнее 100 нм образование плотного белкового моно-

слоя, как правило, не происходит. 

3. В 80% случаев белковый монослой формируется на наночастицах разме-

ром до 50 нм. 

4. В 60% исследований толщина белковой короны не превышает 30% от раз-

мера исходной наночастицы. 

5. Хотя в 80% случаев белковая корона составляет не более 100% от размера 

наночастицы, в абсолютных значениях это соответствует увеличению размера 

приблизительно на 4–40 нм для частиц диаметром 5–50 нм. 

Выводы 

Ни один метод характеризации наночастиц не является универсальным. 

Просвечивающая электронная микроскопия (TEM) и динамическое светорассея-

ние (DLS) предоставляют принципиально разную, но взаимодополняющие ре-

зультаты. TEM служит «золотым стандартом» для прямого визуального наблю-

дения ядра частицы и белковой короны, но страдает от низкой репрезентативно-

сти и артефактов сушки. DLS, напротив, анализирует частицы в растворе, обес-

печивая высокую статистическую достоверность, но измеряет гидродинамиче-

ский диаметр, зависящий от множества факторов, а не геометрический размер. 

Таким образом, для получения полной и достоверной картины в исследова-

ниях нанобиоконъюгатов необходимо комбинировать данные TEM и DLS, кри-

тически оценивая ограничения каждого метода. 
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Studies of nanoparticle protein coronas rely on TEM and DLS. TEM visualizes 

the corona, distorting native structure. DLS measures particles in solution, but the hy-

drodynamic diameter inaccurately reflects a thin protein layer. Meta-analysis shows an 

average size increase of ~50% (15–18 nm). A synergistic approach combining both 

methods is essential for an accurate picture. 
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