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Нестандартный характер внутриклеточного движения связан со значительным содержанием мак-
ромолекул и во многом определяется явлением аномальной диффузии. С помощью мёссбауэров-
ской спектроскопии впервые в наносекундном временном масштабе исследованы особенности
движения наночастиц в концентрированных растворах белка, моделирующих цитоплазму. Прове-
ден сравнительный анализ нано-вязкости и макро-вязкости сред.
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ВВЕДЕНИЕ
Процессы внутриклеточного транспорта отно-

сятся к одной из наименее изученных областей
биологии клетки [1]. Еще более 100 лет назад в ра-
ботах Эйнштейна и Смолуховского было показано,
что транспорт мельчайших частиц в простых рас-
творах описывается законами броуновского дви-
жения [2, 3]. Тем не менее, даже в рамках современ-
ной теории оказывается невозможным описание
процессов движения макромолекул и частиц в био-
логических средах [4, 5]. В живой клетке содержит-
ся множество макромолекул, таких как белки,
нуклеиновые кислоты и сложные сахара, объем-
ная доля которых  достигает 40% от общего объ-
ема жидкой фазы клеточной цитоплазмы. Одно-
временное присутствие таких молекул в среде
приводит к эффекту заполненного объема, т.н.
“макромолекулярному краудингу” (ММК) [6].
Краудинг оказывает влияние на транспортные
процессы [4], термодинамические параметры,
скорость и равновесие биохимических реакций
[7–10]. Специфику движения в клетках в первую
очередь связывают с явлением аномальной диф-
фузии [7, 11]. Существует несколько упрощенных
моделей, описывающих нестандартное движение
макромолекул в условиях диффузии ММК [9, 11],

однако понимание динамики этого движения до
сих пор остается одной из ключевых задач биоло-
гии [8, 13].

При исследовании движения в условиях ано-
мальной диффузии ММК в противовес макро-
скопической вязкости среды часто рассматрива-
ют понятие микро- и нано-вязкости [7, 13]. Выде-
ление микро- и нано-вязкости связано с тем, что
в условиях ММК движение броуновской частицы
характеризуется коэффициентом диффузии, вели-
чина которого зависит от временного и простран-
ственного масштаба измерений. В таких экспери-
ментах исследуется среднеквадратичное смещение
броуновской частицы за фиксированные интерва-
лы времени. Современные подходы основаны на
оптическом наблюдении “броуновской частицы”,
в качестве которой используются флуоресцентно-
меченые белки или наноразмерные частицы-зон-
ды [7, 15–17]. Основные усилия исследователей
сфокусированы на усовершенствовании экспери-
ментальной модели с целью уменьшения масштаба
измерений. Тем не менее, наблюдение индивиду-
ального движения наноразмерных объектов опти-
ческими методами имеет ряд ограничений, прежде
всего обусловленных дифракционным пределом,
что, в действительности, не позволяет получать
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высокоточных данных о движении частиц ни в
нанометровом, ни в наносекундном диапазоне.
Наиболее актуальные результаты были получены
с пространственным и временным разрешением
>100 нм и >1 мкс соответственно [7, 17].

Ранее нами был предложен новый подход к изу-
чению динамики броуновских частиц в условиях
ММК [18, 19]. В основе подхода лежит мёссбауэ-
ровская спектроскопия диспергированных в ис-
следуемой среде наночастиц (НЧ), изготовленных
на основе изотопа 57Fe. Измерение мёссбауэров-
ских спектров ансамбля НЧ в составе вязких сред
обнаруживает уширение линии вследствие их бро-
уновского движения [20]. В первом приближении
диффузионную трансформацию спектра частиц
можно рассматривать как однородное уширение
∆Γ всех спектральных линий [21, 22], которое
описывается формулой:

(1)

где T – температура, η – коэффициент динамиче-
ской вязкости, R – размер частицы,  – энергия
гамма-кванта.

В соответствии с формулой (1) уширение спек-
тра НЧ в вязкой среде относительно спектра по-
рошкового образца обратно пропорционально ее
вязкости. Таким образом, значение вязкости сре-
ды может быть получено из совместного анализа
спектра НЧ, диспергированных в исследуемой
среде, и порошкового спектра НЧ, измеренного
при той же температуре. Существенно, что вре-
менное разрешение предлагаемого подхода опре-
деляется временем жизни возбужденного состоя-
ния ядра 57Fe (<10–7 с). При этом усредненные па-
раметры движения частиц за указанное время
непосредственно отражены в характеристиках по-
лучаемых спектров, что фактически исключает
пространственное ограничение измерений. Таким
образом, масштаб измерения на два порядка пре-
восходит нижнюю границу имеющихся оптических
методов, и вычисляемая по формуле (1) величина
вязкости соответствует понятию нано-вязкости. В
предшествующих работах нами была разработана
методика анализа сверхтонкой структуры мёссбауэ-
ровских спектров, учитывающая разделение вкла-
дов магнитной релаксации и броуновского движе-
ния НЧ в жидких средах [19]. Методика была
успешно апробирована в исследовании параметров
движения наночастиц-зондов, диспергированных
в простых растворах с известной вязкостью [19, 23].

В основе данной работы лежит исследование
броуновского движения НЧ в условиях ММК с
помощью мёссбауэровской спектроскопии. При
исследовании систем, моделирующих ММК, ос-
новными параметрами являются динамическая
вязкость среды η и объемная доля макромолекул
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ηπ

2
0
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3
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ϕ в этой среде [11]. Для исследования было полу-
чено три образца вязких сред, содержащих диспер-
гированные НЧ феррита кобальта Co57Fe2O4. Мо-
дельные среды изготавливались на основе воды,
глицерина и бычьего сывороточного альбумина
(БСА), используемого в качестве краудинг-агента,
объемная доля которого в среде составляла: 0.5 и
10%. Соотношение компонентов в каждом образце
было подобрано таким образом, чтобы их макро-
скопическая вязкость была равна и составляла
η0 = 50 сП. Жидкие среды с вязкостью такого по-
рядка присутствуют в компартментах живых кле-
ток [24] и могут исследоваться с применением НЧ
на стандартном мёссбауэровском спектрометре
[19]. По результатам измерения и анализа спек-
тров образцов НЧ, диспергированных в модель-
ных средах с различным содержанием краудинг-
агента, было установлено соотношение нано-вяз-
кости сред η, определяемой из формулы (1), и
макроскопической вязкости η0, измеряемой экс-
периментально при помощи вискозиметра.

ЭКСПЕРИМЕНТ
Синтез НЧ Co57Fe2O4

Синтез НЧ осуществлялся методом высоко-
температурного соосаждения. Для этого 0.519 г
57FeCl3 (содержание изотопа 57Fe ≥ 95%), было рас-
творено в 6.4 мл деионизированной воды, после че-
го к раствору было добавлено 0.689 г CoCl2 · 6H2O,
растворенного в 0.8 мл деионизированной воды и
0.2 мл HCl (36%). Полученный раствор добавляли
по каплям к 32 мл 1 М раствора NaOH, предвари-
тельно нагретого до температуры кипения. Кипе-
ние раствора поддерживали в течение 30 мин
при непрерывном перемешивании. По оконча-
нии реакции смесь охлаждали до комнатной
температуры, НЧ отделяли от раствора центри-
фугированием и трижды промывали деионизи-
рованной водой. Полученные НЧ феррита ко-
бальта были дополнительно стабилизированы в
воде путем модификации их поверхности цитрат-
ионами [25].

Получение модельных сред
Заданную объемную долю краудинг-агента ϕ

при получении модельных сред на основе БСА,
моделирующих ММК, рассчитывали с помощью
формулы [11]:

(2)

где Vsolv – объем растворителя, в котором раство-
ряется БСА с массой mBSA, ϑ – специфический
объем БСА в растворителе. Значение ν для БСА в
водных растворах глицерина составляет порядка
0.69 мл/г [26]. Поскольку чистые водные раство-

ϑ=
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ры БСА с заданным ϕ имеют определенные зна-
чения вязкости, при конкретной температуре, с це-
лью получения модельных растворов с ϕБСА = 5 и
10% и заданной вязкостью чистый белок раство-
ряли в водных растворах глицерина. Необходи-
мое соотношение глицерина и воды в модельных
средах было определено в калибровочных экспе-
риментах с применением ротационного вискози-
метра RV-2T (W&J Instrument Co., LTD). Измерен-
ная вязкость исследуемых образцов η0 составила
50 ± 2 сП при температуре T = 276.0 К, соответ-
ствующей температуре измерения спектров.

Получение модельных сред 
с диспергированными НЧ

Для получения сред с НЧ, в процессе изготов-
ления в качестве водной компоненты раствора ис-
пользовали коллоидный раствор НЧ в аналогич-
ной пропорции. Итоговая концентрация НЧ, дис-
пергированных в средах, составляла 1 мг · мл–1.
Измерения макроскопической вязкости получен-
ных сред с диспергированными НЧ показали, что
данная концентрация НЧ не оказывает влияния на
величину вязкости сред. Полученные среды обра-
батывались в ультразвуковой бане, после чего пе-

реливались в плоские цилиндрические кюветы из
плексигласа 1 мл для последующих измерений.

Анализ формы и размеров НЧ
Морфологию и размер “ядра” НЧ устанавлива-

ли с использованием метода просвечивающей
электронной микроскопии. Исследования прово-
дили на микроскопе JEOL JEM-1400. Средний раз-
мер НЧ вычисляли с использованием программно-
го обеспечения ImageJ. НЧ в исходном коллоиде и
образцах сред анализировали на монодисперсность
методом динамического светорассеяния с исполь-
зованием прибора Malvern Zetasizer Nano ZS.

Мёссбауэровская спектроскопия
Спектры образцов измеряли при Т = 276.0 ±

± 0.1 К на спектрометре MС-1104Em с использо-
ванием штатного проточного криостата. Диапазон
скоростей источника гамма-квантов при исследо-
вании образцов с модельными средами составил
±48 мм/с, что в 4 раза больше диапазона ±12 мм/с
при измерении спектра высушенных НЧ. Для ка-
либровки спектрометра на другом канале реги-
страции измеряли эталонный поглотитель α-Fe. В
качестве источника гамма-квантов использовали
57Co(Rh) активностью 10 мКи. Изомерные сдвиги
определяли относительно линии поглощения α-Fe.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Установленный по микрофотографиям сред-

ний диаметр НЧ составил 9 ± 2 нм. Исследование
гидродинамических параметров НЧ показало
длительное (7 сут) сохранение монодисперсности
НЧ как в исходном водном растворе, так и в вод-
но-глицериновых растворах БСА. Сама по себе
молекула БСА представляет собой глобулу в фор-
ме сплюснутого эллипсоида вращения с полуося-
ми 1.8 на 4.6 нм [11]. Таким образом, синтезиро-
ванные НЧ соразмерны краудинг-агенту.

Анализ сверхтонкой структуры мёссбауэров-
ских спектров проводили в рамках многоуровне-
вой модели релаксации ферримагнитных нано-
частиц [27]. Разделение вкладов магнитной ре-
лаксации и броуновского движения НЧ в среде
проводили на основе методики, описанной в
[19]. На рис. 1а представлен спектр порошкового
образца наночастиц феррита кобальта и спектр
этих же частиц, диспергированных в растворе с
ϕБСА = 10%. Наблюдается значительное видоиз-
менение спектра НЧ в вязкой среде, которое обу-
словлено их броуновским движением. Характер-
ный секстет линий трансформировался в уширен-
ный синглет: на рис. 1б спектр НЧ в растворе БСА
приведен на четырехкратно увеличенном масшта-
бе скоростей. Броуновское уширение спектраль-
ных линий сопровождается значительным сниже-

Рис. 1. 57Fe-мёссбауэровские спектры НЧ феррита
кобальта Co57Fe2O4. Представлен спектр порошково-
го образца НЧ (а) и спектр НЧ, диспергированных в
водно-глицериновом растворе БСА с объемной долей
ϕБСА = 10% (б). Диффузионное уширение спектра НЧ
в среде составляет ∆Γ10 = 29 ± 4 мм/c. Спектры изме-
рены при температуре T = 276.0 ± 0.1 К.
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нием вероятности резонансного поглощения в
образце: максимумы относительного поглощения
НЧ в среде на порядок меньше. Аналогичная
трансформация спектров наблюдается для всех об-
разцов вязких сред с НЧ. По результатам обработ-
ки уширение спектральных линий составило
∆Γ0 = 45 ± 6 мм/c, ∆Γ5 = 33 ± 6 мм/c, ∆Γ10 = 29 ±
± 4 мм/c для образцов с ϕБСА 0.5 и 10% соответ-
ственно. Данный результат говорит о том, что, не-
смотря на равную вязкость растворов η0 = 50 сП,
характер броуновского движения НЧ в них разли-
чен. Поскольку уширение спектральных линий
менее выражено для образцов, содержащих БСА,
можно заключить, что в условиях ММК средняя
скорость движения НЧ оказывается ниже, чем в
простом растворе. При этом средняя скорость дви-
жения НЧ снижается с повышением концентра-
ции БСА в растворе.

Согласно уравнению (1), уширение спектра
НЧ является функцией нано-вязкости раствора
η, в соответствии с которой происходит их бро-
уновское движение за характерное время t ∼ 10–7 с.
В условиях водного раствора глицерина броунов-
ское движение НЧ происходит в отсутствие ММК,
поэтому нано-вязкость может рассматриваться как
независящая от масштаба измерения величина, со-
ответствующая значению макроскопической вяз-
кости раствора η = η0 = 50 сП. С учетом (1), значе-
ние нано-вязкости η, соответствующей движению

НЧ в среде с заданным значением ϕБСА, может быть
получено из:

(3)

где η0 – вязкость простого раствора с такой же
макроскопической вязкостью, ΔΓ0 – уширение
спектра НЧ в простом растворе, ΔΓ – уширение
спектра НЧ, диспергированных в исследуемой
среде ММК. Значение нано-вязкости для сред с
ϕБСА = 5% и ϕБСА = 10% составило η5 = 68.2 ± 12.4 сП
и η10 = 77.6 ± 10.7 сП соответственно (рис. 2).

Таким образом, установлено, что даже в от-
сутствие клеточных структурных единиц эффект
ММК изменяет броуновское движение нанораз-
мерных объектов. Значение нано-вязкости в рас-
творе с объемным содержанием 10% макромоле-
кул, оказалась в 1.5 раза выше значения его мак-
роскопической вязкости. Следует отметить, что
разработанный подход для исследования нано-
вязкости может быть применен для любых других
НЧ вне зависимости от их формы, размера и хи-
мии поверхности.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Впервые методом мёссбауэровской спектро-

скопии проведено исследование наномасштаб-
ного движения в условиях макромолекулярного
краудинга. Обнаружено, что наличие макромоле-
кул в растворе в наносекундном диапазоне изме-
рений замедляет среднюю скорость броуновского
движения наночастиц. Данный эффект возраста-
ет с повышением концентрации макромолекул в
растворе.

Работа частично поддержана РФФИ в рамках
комплексного научного проекта № 17-00-00444
(К): изготовление образцов выполнено в рамках
подпроекта № 17-00-00442, мёссбауэровские ис-
следования выполнены в рамках подпроекта
№ 17-00-00438, математический анализ выпол-
нен в рамках подпроекта № 17-00-00443 и частич-
но в рамках государственного задания ФТИАН
им. К.А. Валиева РАН Минобрнауки РФ по теме
№ 0066-2019-0004.
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