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ИССЛЕДОВАНИЕ 3D-СТРУКТУРЫ ГИДРОГЕЛЯ С НАНОЧАСТИЦАМИ 
ЗОЛОТА МЕТОДОМ КРИОГЕННОЙ ЭЛЕКТРОННОЙ МИКРОСКОПИИ
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Методом дегидратации из раствора (переход “золь-гель”) получен гидрогель с наночастицами золо-
та, стабилизированными в цитратном буфере. Морфологические характеристики гидрогеля иссле-
дованы методами криогенной просвечивающей электронной микроскопии, в частности “крио-
электронной томографии”. Изучена пространственная структура гидрогеля в трех измерениях.
Определены размерные параметры наночастиц, расстояния до ближайших соседей. Выявлено, что
большинство наночастиц находится в связанном состоянии, в процессе формирования гидрогеля
образуют кластеры.
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ВВЕДЕНИЕ
Исследования в области функциональных ма-

териалов и устройств, сформированных на осно-
ве упорядоченных микро- и наноструктуриро-
ванных покрытий, продолжаются и расширяются
в виду их необычайно широкого потенциала
практического применения. Одним из перспек-
тивных направлений является создание однород-
ных упорядоченных слоев наночастиц (НЧ) раз-
личной природы. Так, покрытия на основе угле-
рода и металлических НЧ на подложках с
атомным упорядочением находят применение в
электронно-вакуумной технике [1]. Ранее было
показано, что работа выхода электрона с поверх-
ности НЧ может быть на порядок меньше по
сравнению с макроповерхностью [2, 3].

НЧ золота обладают набором уникальных
свойств, таких как размерные электронные, маг-
нитные и оптические свойства (квантовый раз-
мерный эффект), и этим привлекают внимание
исследователей из различных областей. За счет
простоты получения и контроля размеров частиц,
а также стабильности растворов НЧ Au находят
применение в нанотехнологиях, катализе, биоло-
гии, в создании различных материалов, например
полимерных нанокомпозитов и др. [4]. При фор-
мировании покрытий важно контролировать рас-
пределение НЧ на поверхности подложки. Од-

ним из эффективных способов получения таких
покрытый является метод нанесения тонких пле-
нок из растворов методом центрифугирования
(spin-coating) [5]. С точки зрения получения тре-
буемой микро- и наноструктуры немаловажным
фактором в процессе формирования покрытия
становятся реологические свойства раствора,
определяемые не только концентрацией и приро-
дой коллоидных частиц, но и присутствием ста-
билизирующих добавок, поверхностно-активных
веществ (ПАВ), а также процессами агломера-
ции НЧ.

Определение морфологических параметров
дисперсных систем имеет первостепенное значе-
ние, поскольку именно они определяют многие
физические и химические свойства и, как след-
ствие, области применения. В исследовательской
практике микроскопические методы исследова-
ния получили самое широкое распространение.
Большое разнообразие современных типов мик-
роскопов – оптических, электронных, зондовых –
позволяет с высокой точностью определять раз-
меры частиц в широком размерном диапазоне,
описывать морфологию, исследовать структуру и
строение. Классические методы просвечиваю-
щей электронной и атомно-силовой микроско-
пии (ПЭМ и АСМ соответственно) позволяют
установить структуру сухих пленок, состоящих из
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НЧ, но не дают информации о трехмерной струк-
турной организации частиц в растворе. Отдель-
ные попытки установить структурные параметры
по косвенным данным предпринимались ранее.
Так, в [6] проведены экспериментальные иссле-
дования влияния режима осаждения на размер
НЧ Au и их агрегатов, полученных методом кон-
денсации в нейтральной жидкости, с помощью
измерений диаметров Ферета по ПЭМ-изображе-
ниям. Однако, судя по всему, при анализе не раз-
деляли отдельные НЧ и агрегаты, а среднее число
НЧ в агрегате оценивали косвенно, исходя из
предположения пропорциональности диаметра
Ферета числу частиц, что для других методов оса-
ждения НЧ может быть неверно. Поэтому необ-
ходимо исследовать структурную организацию
НЧ в растворе не только по косвенным данным –
а именно по характеристикам, полученным от из-
готовителя, или на основании микроскопических
исследований сформированных пленок. Без-
условно, наиболее полную информацию можно
получить только напрямую – путем анализа мик-
роструктуры гидрогеля.

К современным методам исследования натив-
ной структуры в растворе относятся методы ста-
тического и динамического рассеяния света, а
также малоуглового рентгеновского рассеяния
(МУРР). Методы рассеяния света дают информа-
цию о среднем гидродинамическом размере кла-
стеров в растворе, но не позволяют детально ис-
следовать их структуру. Метод МУРР хорошо за-
рекомендовал себя при исследовании объектов
различной природы, например самоорганизации
полимерных и белковых молекул в растворе [7], а
также углеродных наноструктур – наноалмазов
детонационного синтеза [8, 9]. На основании
данных МУРР с помощью моделирования можно
восстановить форму частиц и, зная химическое
строение молекул, соотнести ее с “тонкой” струк-
турой или конформацией [10]. Тем не менее рас-
сматриваемые методы имеют ограничения и за-
частую не могут корректно учесть анизометрию
(отклонение от сферической формы) частиц. Ме-
тод МУРР ограничен размером исследуемых
структур и удобен при анализе нанообъектов.
Кроме того, метод чувствителен к полидисперс-
ности частиц и при низкой концентрации иссле-
дуемых растворов требует высокого рентгенов-
ского контраста и интенсивности источника из-
лучения [11]. Таким образом, задача определения
микроструктуры гидрогеля путем визуализации
НЧ в жидкой фазе остается крайне актуальной.

Криогенная просвечивающая электронная
микроскопия (крио-ПЭМ) является уникальным
структурным методом, позволяющим исследо-
вать нативную структуру белковых объектов в
растворе. Метод заключается в быстрой замороз-
ке образца с помощью жидкого этана и последую-
щей визуализации макромолекул в криогенном

просвечивающем электронном микроскопе
(Крио-ПЭМ) [12]. Особенность процедуры про-
боподготовки заключается в быстрой скорости
охлаждения образца, достаточной для образова-
ния аморфного льда, что, с одной стороны, не вы-
зывает нарушения структуры макромолекул, а с
другой, не формирует дифракционный контраст
от кристаллов льда, “затмевающий” изображения
макромолекул. Несмотря на то что метод широко
применяется для анализа нативной структуры
биологических объектов, исследования свойств
растворов неорганических НЧ криогенными ме-
тодами в научной печати являются единичными
[13, 14]. Вместе с тем такие исследования позво-
лили бы установить истинную структуру колло-
идных растворов, в том числе включающих в себя
сложные добавки и буферы, служащие для стаби-
лизации и предотвращения коагуляции. Часто
концентрация НЧ в гидрогелях достаточно мала,
а малая концентрация существенно затрудняет
определение трехмерных микроструктурных па-
раметров образцов. Поэтому концентрацию НЧ в
работе увеличили, в результате получили высоко-
концентрированный образец – гидрогель, иссле-
дование которого не только обеспечило необхо-
димую статистику, но и позволило изучить про-
цессы кластеризации в подобных системах,
развернув предлагаемую методику обработки и
анализа в полной мере. В данной работе метод
крио-ПЭМ, в частности криоэлектронной томо-
графии (крио-ЭТ), применен для анализа трех-
мерной структурной организации гидрогеля НЧ
золота.

ПРИБОРЫ, МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектом исследования выбран стабилизиро-
ванный гидрозоль НЧ Au в цитратном буфере
(Sigma Aldrich, США). Заявленный производите-
лем размер частиц (core size) составляет 4–7 нм
при среднем гидродинамическом диаметре 14–
25 нм. Содержание частиц в растворе составляло
(4.92–6.01) × 1013 шт. в мл, что соответствует кон-
центрации ~0.01 мас. % (принимая плотность зо-
лота 19.32 г/мл).

ПЭМ гидрозоля. Для ПЭМ-исследований гид-
розоль наносили на медные сетки, покрытые уг-
леродной пленкой (Lacey), после чего исследова-
ли в микроскопе Osiris (Thermo Fisher Scientific,
США). Исследования гидрозоля методом ПЭМ
показали низкую концентрацию НЧ Au в раство-
ре, которая не позволяет провести достоверные
микроструктурные оценки методом крио-ПЭМ.
Для получения образца гидрогеля с большей кон-
центрацией НЧ, позволяющей провести обра-
ботку изображений с целью восстановления
3D-микроструктуры объекта, были проведены
следующие действия.
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Подготовка образца гидрогеля для крио-ПЭМ.
Для получения более высокой концентрации НЧ
Au 1 мл раствора выпаривали при температуре
85°С в течение 2 ч до получения гидрогеля. Полу-
ченный коллоидный раствор использовали для
дальнейшего анализа методом крио-ПЭМ. С по-
мощью микропипетки 3 мкл раствора НЧ Au в
цитратном буфере наносили на медную сетку, по-
крытую ультратонким сплошным слоем аморф-
ного углерода. Далее с помощью автоматизиро-
ванной системы Vitrobot Mark IV (Thermo Fisher
Scientific, США) сетку с нанесенным образцом в
течение 2.5 с подвергали одновременному двусто-
роннему сжатию фильтровальной бумагой для
удаления излишков жидкости, после чего образ-
цы гидрогеля витрифицировали – замораживали
быстрым погружением сетки в жидкий этан,
предварительно охлажденный до температуры
жидкого азота. В процессе эксперимента влаж-
ность в камере системы Vitrobot Mark IV состав-
ляла 95–100%, температура – 4°С.

Криогенная просвечивающая электронная мик-
роскопия. Исследование проводили в Крио-ПЭМ
Titan Krios 60-300 TEM/STEM (Thermo Fisher Sci-
entific, США), оснащенном высокочувствитель-
ным детектором электронов Falcon II (Thermo
Fisher Scientific, США) и корректором сфериче-
ских аберраций (Image corrector, CEOS, Герма-
ния), при ускоряющем напряжении 300 кВ.
Изображения получены с помощью программно-

го обеспечения EPU (Thermo Fisher Scientific,
США) в режиме малых доз, что позволило мини-
мизировать радиационные повреждения.

Экспериментальные данные крио-ЭТ получа-
ли с использованием программного обеспечения
Tomography (Thermo Fisher Scientific, США) при
увеличении ×18000 (размер пикселя 3.7 Å) и де-
фокусировке – 6 мкм. Томографическая серия,
состоящая из 61 изображения, получена при на-
клоне образца от –60° до 60° с угловым шагом
в 2°. Суммарное значение дозы электронов, про-
шедших через единицу площади образца за время
экспозиции, не превышало ~100 э/Å2.

Обработка экспериментальных данных крио-ЭТ.
На первом этапе проводили преобразование уг-
ловой серии исходных двумерных изображений в
реконструированный 3D-массив (стек томо-
грамм) с использованием программного обеспе-
чения Inspect3D (Thermo Fisher Scientific, США).
Для исправления нежелательных сдвигов, возни-
кающих в процессе получения эксперименталь-
ных данных, проводили выравнивание стека
(Stack Alignment) путем кросс-корреляционного
сопоставления изображений, предварительно
подвергнутых специальной обработке и фильтра-
ции (растяжение изображений пропорционально
углу наклона, фильтры низких и высоких частот,
окно Ханнинга, краевое сглаживание) для улуч-
шения точности обнаружения положения кросс-
корреляционного пика, далее проводили коррек-
цию оси наклона. Томографическое восстановле-
ние данных осуществляли методом одновремен-
ной итерационной реконструкции (SIRT, Simul-
taneous Iterative Reconstruction Technique) в
100 итераций.

Дальнейшую обработку томографического
стека (размер 188 × 202 × 116 нм) проводили в
программном пакете Avizo (Thermo Fisher Scien-
tific, США). Был получен массив бинарных дан-
ных, на основе которого генерировали поверх-
ностную модель исследуемых частиц и вычисля-
ли следующие параметры:

– V – объем частицы;

– DEq – эквивалентный диаметр. Используется
для корректной оценки размеров частиц, имею-
щих неправильную форму. В трехмерном случае
эквивалентным диаметром является диаметр
сферы того же объема:

– NC – количество соседних частиц. Число
объектов, расположенных на расстоянии, равном
среднему эквивалентному радиусу частицы;

= 3 6 ;
πEq
VD

Рис. 1. Светлопольное ПЭМ-изображение частиц,
осажденных на сетку из гидрозоля; на вставке – схе-
матическое изображение наночастицы Au в окруже-
нии цитратной оболочки. Стрелками показаны
“слипшиеся” наночастицы.

20 нм20 нм
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– при варьировании задаваемого расстояния
позволяет оценить разброс расстояний между со-
седними частицами Dist;

– PC – количество частиц в кластере;
– RV – соотношение объема отдельных частиц

к объему кластеров.
Параметры V, DEq, NC, а также Dist оценивали

разделением кластеров на массив отдельных ча-
стиц. Параметры PC, RV, а также Dist и V подсчиты-

вали исходя из предположения наличия в образце
двух классов объектов – кластеров и отдельных ча-
стиц. Разделение осуществляли автоматизирован-
ным способом путем анализа формы объектов
(т.е. по коэффициенту формы, служащему мерой
сферичности объектов, исходя из предположе-
ния, что форма кластеров обычно заметно отли-
чается от сферической). Более подробно методи-
ка анализа будет представлена отдельно.

Рис. 2. Крио-ПЭМ-изображение наночастиц Au, полученное без наклона держателя образца (а); 3D-реконструкция
наночастиц золота в гидрогеле по данным крио-ЭТ в разных проекциях (б, в).

50 нм

(a)(a)(a) (б)

(в)

202 нм

202 нм

116 нм

116 нм

188 нм

188 нм

Рис. 3. Гистограммы распределения частиц по размерам (DEq) (а) и количества соседей у каждой частицы на расстоя-
нии среднего эквивалентного радиуса частицы – 1.5 нм от ее границы (NC) (б).
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Образец гидрозоля был исследован ранее ме-

тодами динамического рассеяния света, спектро-
фотометрии, ротационной вискозиметрии, АСМ
и ПЭМ [15]. В гидрозоле частицы золота стабили-
зированы в цитратном буфере и за счет присут-
ствия ПАВ и низкой концентрации существуют
преимущественно в виде индивидуальных частиц
(рис. 1, вставка). Но при высушивании на элек-
тронно-микроскопической сетке может происхо-
дить “слипание”, которое наблюдается на ПЭМ-
изображениях (рис. 1). Безусловно, такое “слипа-
ние” препятствует анализу морфологических па-
раметров частиц. Тем не менее ПЭМ-исследова-
ния гидрозоля показали, что распределение по
размерам несколько шире заявленного произво-
дителем и находится в пределах 2.5–8 нм (без уче-
та “слипшихся” частиц).

При выпаривании воды из гидрозоля происхо-
дит коагуляция НЧ, и наблюдается образование
гидрогеля. Проведенные исследования показали
изменения, произошедшие в процессе формиро-
вания гидрогеля.

На рис. 2а представлено Крио-ПЭМ-изобра-
жение НЧ Au, полученное без наклона держателя
образца. Другие изображения уже с разным углом
наклона использовали для 3D-реконструкции
фрагмента гидрогеля. Результаты реконструкции
в виде двух проекций 3D-модели приведены на
рис. 2б, 2в. Обработка данных крио-ЭТ показала,
что в гидрогеле присутствуют как индивидуаль-
ные НЧ Au, так и кластеры, состоящие из “слип-
шихся” частиц. При обработке результатов разде-
ление на индивидуальные НЧ и кластеры прове-
ли на основании анализа морфологии частиц.
Индивидуальные частицы, как правило, имели
округлую форму, а морфология кластеров значи-
тельно отличалась от сферической. Предполага-
ется, что двойникование, типичное для НЧ Au, не
вызывает отклонений морфологии от округлой.
Обработка результатов 3D-реконструкции пока-
зала, что эквивалентный диаметр разделенных
частиц лежит в пределах до 5 нм (рис. 3, табл. 1).
Наличие частиц размером до 2 нм в распределе-
нии по эквивалентным диаметрам связано с не-
которым ухудшением пространственного разре-
шения при реконструкции, прежде всего при сег-
ментировании и бинаризации, связанной с
дифракционным контрастом от кристаллических
НЧ Au с двойниками и разно ориентированными
доменами, делящими частицы по контрасту, по-
этому в настоящем исследовании искусственно
ограничили размер частиц диаметром 2 нм.

Гистограмма, представленная на рис. 3а, пока-
зывает, что распределение частиц по размерам
бимодально. Средний эквивалентный диаметр
частиц составил 3 нм. Этот результат близок
к расчетам, проведенными по двумерным
ПЭМ-изображениям.

Метод 3D-реконструкции позволил оценить
параметры ближнего порядка, а именно количе-
ство частиц на расстоянии среднего эквивалент-
ного радиуса от границы (т.е. 1.5 нм). Оказалось,

Таблица 1. Морфологические параметры наночастиц
золота в гидрогеле

Параметры Среднее Минимум Максимум Медиана

DEq, нм 3.0 1.0 5.5 3.1

V, нм3 18.8 0.4 87.3 15.7
NC 1.0 0.0 5.0 0.6

Рис. 4. Анализ структурной организации отдельных
частиц и кластеров: а – 3D-реконструкция (отдель-
ные частицы и кластеры показаны разным тоном);
б – гистограмма распределения количества частиц в
кластере (PC).
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что разброс количества частиц составляет от 0
до 5 (рис. 3б, табл. 1). Максимальное расстояние
между соседними частицами – 8.4 нм. Отметим,
что число соседних частиц при аналогичных рас-
четах по двумерным Крио-ПЭМ-изображениям
существенно больше, что говорит о заметном ис-
кажении результатов при оценке по 2D-проек-
ции.

Как отмечалось выше, с помощью критерия
формы наряду с индивидуальными частицами
были выделены кластеры (рис. 4а). Число частиц
в кластере PC изменяется в пределах от 2 до 10
(рис. 4б), объем отдельных частиц – 23%, осталь-
ной объем (77%) занимают кластеры (соотноше-
ние объема отдельных частиц к объему кластеров
RV – 0.29). Таким образом, в процессе формиро-
вания гидрогеля произошло “слипание” индиви-
дуальных НЧ золота с формированием кластеров.
При рассмотрении отдельных частиц и кластеров
(последние без разделения на составляющие ча-
стицы) соседние частицы наблюдаются на мини-
мальном расстоянии 1.9 нм, превышающем сред-
ний эквивалентный радиус частицы, равный
1.5 нм. Таким образом, расстояния между сосед-
ними частицами/кластерами лежат в пределах от
1.9 до 8.4 нм.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Применение методов крио-ПЭМ, в частности
крио-ЭТ с последующей 3D-реконструкцией об-
разца, позволило определить морфологические
параметры гидрогеля. Установлено, что распре-
деление размеров отдельных НЧ золота бимо-
дально и находится в пределах 2–5.5 нм в терми-
нологии эквивалентных диаметров. Средний
размер частиц ~3 нм. Также определены объемы
частиц и расстояния до соседей. Расстояние меж-
ду частицами, кластерами частиц составляет от
1.9 до 8.4 нм, что, как правило, превышает сумму
их радиусов, что косвенно указывает на наличие
связующих звеньев, состоящих из цитратного бу-
фера, ПАВ и растворителя, поэтому исследуемая
система имеет нанокомпозитную гибридную
структуру. Кластеры, сформированные в процессе
подготовки гидрогеля, состоят из 2–10 агломери-
рованных частиц. Показана эффективность мето-
дов криогенной электронной микроскопии, в
частности крио-ЭТ, для анализа пространствен-
ной организации НЧ в жидких и вязких средах. За
счет прямого выявления полноценной 3D-карти-
ны применение крио-ЭТ с комплексным анали-
зом частиц и их кластеров позволяет получать бо-
лее точную информацию по сравнению не только
с данными производителя, но и c результатами,
полученными другими методами, что открывает

новые перспективы в исследовании коллоидных
растворов и выявлении взаимосвязи структура–
свойства.

Работа выполнена при частичной поддержке
Министерства науки и высшего образования в
рамках выполнения работ по Государственному
заданию ФНИЦ “Кристаллография и фотоника”
РАН, а также при частичной поддержке Россий-
ского фонда фундаментальных исследований
(грант № 19-02-00937).
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