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Олигопептиды с небольшим числом аминокис-
лотных остатков ‒ популярные объекты исследова-
ния благодаря своей способности к самоорганиза-
ции и самосборке [1]. На основе этих соединений 
могут быть получены наноразмерные материалы 
[2–4]. Такие материалы биосовместимы и находят 
применение для биомедицинских, экологических 
и технологических приложений [5], используют-
ся при изготовлении чувствительных сенсоров 
[6], гибридных материалов [7], новых сорбентов, 
способных селективно связывать газы и биологи-
чески активные вещества [8]. Олигопептиды ис-
пользуются в регенеративной медицине [9], при 
изготовлении нового поколения лекарственных 

препаратов [10], для стабилизации мембранных 
белков при разработке наноразмерных и молеку-
лярных устройств [11].

Вид наноструктур, образующихся при само-
организации олигопептидов, зависит от строе-
ния олигопептида, включая природу, количество 
и порядок соединения аминокислотных остатков 
[12–14], от методов формирования наноструктур 
[15–20], от внешних условий: температуры [21] и 
магнитного поля [22].

Первичная структура олигопептида (природа, 
количество и порядок соединения аминокислот-
ных остатков) в значительной степени определяет 
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форму и вид наноструктур, формирующихся при 
его самоорганизации на поверхности подложек 
[23]. Например, дифенилаланин при самосборке 
из раствора формирует нанотрубки, в то время 
как дифенилаланин, отличающийся от дифени-
лаланина двумя группами СН2, образует сферы  
[24, 25]. При исследовании влияния последова-
тельности аминокислотных остатков в тетрапепти-
дах с защитными группами Boc-Gly-Phe-Aib-Leu-
OMe и Boc-Gly-Leu-Aib-Phe-OMe обнаружено, 
что в первом случае формируются нескрученные 
нити, а во втором зафиксированы лентовидные 
структуры.

Наноструктуры на основе олигопептидов по-
лучают из растворов олигопептидов в различных 
растворителях [18, 26, 27] и в тонких пленках  
[16, 17]. К достоинствам первого метода относят-
ся возможность совместной самоорганизации не-
скольких олигопептидов из раствора. Например, 
описано получение сложных структур из дифе-
нилаланина и его трет-бутилоксикарбонильно-
го (Вос) производного. По отдельности каждый 
из этих олигопептидов образует специфические 
структуры: дифенилаланин – трубчатые структу-
ры, а его Вос-производное – сферы. При совмест-
ной самоорганизации эти олигопептиды форми-
руют ожерелья, состоящие из сфер, соединенных 
удлиненными элементами [18]. К недостаткам 
получения наноструктур из растворов относится 
большой расход растворителей, необходимость 
приготовления растворов с точной концентраци-
ей веществ [27, 28] и чувствительность системы к 
температуре раствора [29], к примесям [30].

Для получения наноструктур в тонких плен-
ках используют осаждение из паровой фазы на 
различные подложки [16], технологию Ленгмюр‒
Блоджетт [17], обработку тонких аморфных пле-
нок парами органических соединений или воды 
[21, 31]. В последнем случае вид образующихся 
наноструктур можно изменять, варьируя раство-
ритель и/или парообразный компонент [32, 33], а 
также время насыщения пленки парами [34]. При 
получении аморфных тонких пленок к подложкам 
предъявляются следующие требования: атомар-
но-гладкая поверхность без дефектов, отсутствие 
сильного ван-дер-ваальсового взаимодействия с 
молекулами олигопептидов. В противном случае 
происходит формирование структурированных 

органических пленок [35].
В качестве подложек при изучении олигопепти-

дов методами атомно-силовой микроскопии (АСМ) 
используются слюда или высокоориентированный 
пиролитический графит, обладающие разными по-
верхностными свойствами. Поверхность графита 
гидрофобна, в то время как поверхность слюды ги-
дрофильна и заряжена отрицательно. Поверхность 
этих материалов атомарно-гладкая и используется 
для исследования многих объектов, включая белки 
[36].

На графите и слюде самопроизвольно фор-
мируется аморфная пленка диглицина [32] или 
триглицина [33], в то время как на поверхности 
кремния происходит самосборка с образованием 
кристаллических структур. К настоящему време-
ни влияние степени гидрофобности подложки на 
вид наноструктуры практически не изучено.

Для исследования влияния поверхности под-
ложек на морфологию олигопептидных пленок 
нами выбран монокристаллический кремний, 
пластины которого после специальной обработки 
имели различную степень гидрофобности. Изуче-
но влияние количества аминокислотных остатков 
на самосборку ди- и трипептида на основе гли-
цина под действием паров органических соеди-
нений, проведен анализ влияния паров сильного 
протонодонора (этанола), сильного протоноак-
цептора (пиридина) и слабого протоноакцептора 
(ацетонитрила) на морфологию тонких пленок 
глицилглицина (GlyGly) и глицилглицилглицина 
(GlyGlyGly). Установлены условия формирования 
наноструктур заданной формы на их основе. Раз-
работана методика контроля состояния поверхно-
сти образцов с помощью атомно-силовой спектро-
скопии (АСС).

Были получены АСМ изображения пленок ди- 
и трипептида на основе глицина на поверхностях 
пластин монокристаллического кремния с различ-
ной гидрофобностью. Ранее было установлено, 
что при самопроизвольном высыхании растворов 
GlyGly и GlyGlyGly на поверхности кремния фор-
мируются кристаллические структуры [32, 33]. 
Аморфные пленки GlyGly и GlyGlyGly на поверх-
ностях гидрофильного и гидрофобного кремния 
получали по разработанной нами методике [33].

На поверхности гидрофильного кремния 
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GlyGly образует более гладкую пленку (рис. 1а), 
чем GlyGlyGly (рис. 1в). Разброс по высоте плен-
ки из дипептида более чем в 10 раз меньше, чем 
пленки из трипептида. На поверхности пленки 
GlyGlyGly видны впадины глубиной до 100 нм, 
образовавшиеся в следствие коллапса пузырьков 
при испарении растворителя. На гидрофобной 
подложке разброс по высоте пленки из GlyGlyGly 
в 5 раз меньше, чем для GlyGly (рис 1б, г). На 
пленках наблюдаются впадины.

Были получены АСМ-изображения пленок 
GlyGly и GlyGlyGly, нанесенных на гидрофиль-
ный и гидрофобный кремний после насыщения 
парами протоноакцептора пиридина и протонодо-
нора этанола (рис. 2, 3). На поверхности пленки 
дипептида, нанесенной на гидрофильный крем-

ний, формируются округлые объекты диаметром 
0.3–0.7 мкм (рис. 2а). На поверхности гидрофоб-
ного кремния образуются протяженные слоистые 
структуры GlyGly (толщина слоя около 0.1 мкм) с 
крупными плоскими кристаллами на поверхности 
длиной 0.4–0.7 мкм и шириной 0.2–0.4 мкм (рис. 2б).

На гидрофильном кремнии под действием пи-
ридина происходит самосборка GlyGlyGly с об-
разованием кристаллов двух типов: мелких до  
0.3 мкм и крупных длиной до 3 мкм (рис. 2в), фаза 
аморфной пленки сохраняется. После насыщения 
парами пиридина пленки GlyGlyGly на поверх-
ности гидрофобного кремния образуются мелкие 
структуры размером от 100 до 700 нм (рис. 2г).

При насыщении парами этанола пленок ди- и 

(а) (б)

(г)(в)

h,
 н

м
h,

 н
м

2.5 мкм

2.5 мкм 2.5 мкм

2.5 мкм

Рис. 1. АСМ-Изображения пленок GlyGly (а, б) и GlyGlyGly (в, г) на гидрофильном (а, в) и гидрофобном (б, г) кремнии 
после принудительной сушки.
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трипептида, нанесенных на гидрофильный или ги-
дрофобный кремний, происходит их самосборка с 
образованием кристаллических структур (рис. 3). 
На гидрофильном кремнии самосборка GlyGly и 
GlyGlyGly начинается с появления зародыша, и 
рост кристаллов происходит в радиальном направ-
лении (рис. 3а, в) с образованием структур треу-
гольной формы. На гидрофобном кремнии в обоих 
случаях формируется двухфазная система из круп-
ных кристаллов длиной до 4.5 мкм и мелких ‒ дли-
ной от 0.2 до 0.6 мкм (рис. 3б, г).

Таким образом, под действием паров протоно-
донора (этанол) образуются хорошо ограненные 
кристаллы ди- и трипетида на основе глицина, в 

то время как пары протоноакцептора (пиридина) 
инициируют изменение морфологии поверхности 
пленки, но не приводят к образованию упорядо-
ченных структур, т. е. на форму образующихся 
структур оказывает влияние природа органическо-
го соединения, а не степень гидрофобности под-
ложки или количество аминокислотных остатков в 
молекуле олигопептида.

При насыщении пленки GlyGly, нанесенной на 
разные подложки, парами слабого протоноакцеп-
тора (ацетонитрил) наблюдается формирование 
совершенно разных по форме структур. На гидро-
фильном кремнии образуются узкие вытянутые-
кристаллические структуры, напоминающие ворс, 

(а) (б)

(г)(в)

h,
 н

м
h,

 н
м

0.5 мкм

5 мкм 1 мкм

0.5 мкм

Рис. 2. АСМ-Изображения пленок GlyGly (а, б) и GlyGlyGly (в, г) на гидрофильном (а, в) и гидрофобном (б, г) кремнии 
после насыщения парами пиридина.
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длиной 0.4–2 мкм (рис. 4а). На гидрофобном крем-
нии образуются крупные кристаллические струк-
туры, похожие на ветви с иголками длиной от 0.4 
до 2 мкм (рис. 4б).

Пары ацетонитрила на морфологию пленки 
трипептида на гидрофильном кремнии практиче-
ски не оказывают влияния (рис. 4в). Значительный 
эффект ацетонитрила наблюдается после насыще-
ния его парами пленки GlyGlyGly, нанесенной на 
гидрофобный кремний (рис. 4г). Разброс по вы-
соте увеличивается до 0.8 мкм. На поверхности 
образуются как волокнообразные структуры, так 
и хорошо очерченные кристаллы длиной от 1 до 
3.5 мкм. Таким образом, на результат самосборки 
олигопептида в парах слабого протоноакцептора 

на гидрофобной поверхности кремния оказывает 
значительное влияние количество аминокислот-
ных остатков в молекуле олигопептида. На гидро-
фильной подложке пары ацетонитрила не способ-
ны инициировать самосборку трипептида.

Для выяснения возможного влияния паров 
воды, содержащихся в окружающем воздухе, 
аморфные пленки GlyGly и GlyGlyGly, нанесен-
ные на поверхности гидрофильного и гидрофоб-
ного кремния, выдерживали в тех же условиях, 
но в отсутствие органических паров. Морфология 
поверхности пленок не изменялась, образования 
каких-либо структур не происходило (рис. 5). На 
поверхности пленок сохраняются впадины, при-
сутствующие на исходных пленках (рис. 1). Таким 

(а) (б)

(г)(в)

h,
 н

м
h,

 н
м

5 мкм

0.5 мкм 0.5 мкм

1 мкм

Рис. 3. АСМ-Изображения пленок GlyGly (а, б) и GlyGlyGly (в, г)  на гидрофильном (а, в) и гидрофобном (б, г) кремнии 
после насыщения парами этанола.
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образом, пары воды, присутствующие в воздухе, 
не способны инициировать самосборку олиго-
пептидов, и для формирования наноструктур на 
поверхности пленок GlyGly и GlyGlyGly необхо-
димо присутствие паров органических соедине-
ний (рис. 2‒4).

Методом атомно-силовой спектроскопии 
(АСС) были получены силовые кривые (рис. 6), 
на основании которых рассчитана сила адгезии 
Fадг полученных микро- и наноструктур к зонду. 
Для аморфных пленок GlyGly и GlyGlyGly вне за-
висимости от типа подложки она составляет 100– 
120 нН. После насыщения парами ацетонитри-
ла пленки GlyGlyGly на гидрофильной подложке 
(рис. 4в) сила адгезии возросла до 160 нН, что, 
по-видимому, связано с набуханием пленки при 

взаимодействии с парами. На гидрофобной под-
ложке, по данным АСМ, наблюдается формирова-
ние кристаллов трипептида (рис. 4г), и величина 
силы адгезии уменьшается до 50 нН.

Полученные результаты демонстрируют воз-
можность применения метода АСС для опреде-
ления степени кристалличности наноструктур на 
основе олигопептидов, нанесенных на различные 
поверхности.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В качестве объекта исследования использо-
вали глицилглицин (98.0‒100.5%, Chem-Impex 
International) и глицилглицилглицин (≥99%, Chem-
Impex International), органические растворители 
для ГХ с чистотой ≥99.9%. Олигопептиды и орга-

(а) (б)

(г)(в)

h,
 н

м
h,

 н
м

2.5 мкм

1 мкм 2 мкм

2.5 мкм

Рис. 4. АСМ-Изображения пленок GlyGly (а, б) и GlyGlyGly  (в, г) на гидрофильном (а, в) и гидрофобном (б, г) кремнии 
после насыщения парами ацетонитрила.
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нические растворители использовали без допол-
нительной очистки. В качестве подложек исполь-
зовали гидрофобные и гидрофильные пластины 
монокристаллического кремния. Гидрофильную 
поверхность кремния получали путем ее обработ-
ки смесью концентрированной серной кислоты и 
пероксида водорода (2:3). Гидрофобную поверх-
ность получали пассивацией очищенной кремни-
евой пластины в растворе плавиковой кислоты. 
После обработки пластины кремния промывали 
дистиллированной водой и сушили в потоке те-
плого воздуха.

Для получения пленок ди- и трипептидов на ос-
нове глицина по методике [33] использовали рас-
твор олигопептидов (с 1 мг/мл), приготовленный 
растворением точной навески в смеси метанол‒
вода, 1:1. Четыре порции по 10 мкл свежеприго-

(а) (б)

(г)(в)

h,
 н

м
h,

 н
м

2.5 мкм

2.5 мкм 2.5 мкм

2.5 мкм

ΔZ, нА

ΔL
, н

м

Рис. 6. Кривые атомно-силовой спектроскопии для 
аморфной (1) пленки GlyGlyGly и пленки GlyGlyGly 
после насыщения парами этанола (2) на гидрофильной 
поверхности кремния.

Рис. 5. АСМ-Изображения пленок GlyGly (а, б) и GlyGlyGly (в, г) на гидрофильном (а, в) и гидрофобном (б, г) кремнии 
после выдерживания на воздухе в отсутствие органических паров.
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товленного раствора ди- или трипептида после-
довательно наносили на поверхность кремниевой 
подложки и высушивали после нанесения каждой 
порции раствора горячим воздухом (45°С).

Для насыщения пленок олигопептидов GlyGly 
и GlyGlyGly парами органических соединений 
(пиридин, ацетонитрил, этанол) подложку с на-
несенной пленкой помещали в чашку Петри с 200 
мкл органического растворителя. Чашку Петри 
герметизировали и выдерживали при комнатной 
температуре 1 сут. Непосредственно перед иссле-
дованиями методом атомно-силовой микроскопии 
пленки сушили в потоке воздуха (45°С).

Изображения АСМ регистрировали с помо-
щью атомно-силового микроскопа Solver P47 Pro 
(НТ-МДТ, Россия). Измерения проводили на воз-
духе в полуконтактном режиме с частотой от 114 
до 259 кГц и разрешением 512 точек на линию. 
Использовали стандартные кремниевые кантиле-
веры NSG-11 (НТ-МДТ, Россия). Для управления 
микроскопом использовали программное обеспе-
чение Nova (NT-MDT, Россия). Все изображения 
АСМ получены при комнатной температуре. Тем-
пературу контролировали внешним термометром. 
Перед визуализацией микроскоп подвергали тер-
мическому уравновешиванию в течение не менее 
1 ч. Изображения обрабатывали и анализировали 
с помощью программы Image Analysis (NT-MDT, 
Россия). Все изображения представлены в виде 
необработанных данных, за исключением 1D  
и/или 2D коррекции. Погрешность определения 
5% по латеральному размеру и менее 1 нм по вы-
соте. Измерения начинали через 15–20 мин после 
установки образцов в измерительную камеру. Вре-
мя измерения образца варьировали от 1 до 3 ч.

Для исследования степени гидрофобности 
кремния методом АСС был использован микро-
скоп Solver P47 (НТ-МДТ, Россия). Применялись 
кремниевые кантилеверы CSG-11 с константой 
жесткости 0.03 Н/м. Для уменьшения ошибок, свя-
занных с юстировкой и неточностью в определе-
нии постоянной упругости кантилевера, серии экс-
периментов проводились одним и тем же зондом.

С помощью атомно-силового микроскопа из-
учали особенности локального силового взаимо-
действия зонда с поверхностью. Получены сило-
вые кривые, представляющие собой зависимость 

величины изгиба кантилевера ΔL (сила взаимодей-
ствия зонда с поверхностью) от величины переме-
щения пьезосканера (координата Z) при подводе 
или отводе зонда и образца. Характерный вид си-
ловой кривой ΔL = f(z) представлен на рис. 6 [37].

 Методом атомно-силовой микроскопии в ре-
жиме силовой спектроскопии была рассчитана 
сила адгезии F между поверхностью наконечника 
микрозонда и поверхностью образца по уравне-
нию (1), отклонение кантилевера σc рассчитывали 
по уравнению (2).

(1)

(2)

где kc – константа упругости кантилевера, σc – от-
клонение кантилевера ΔL – величина изгиба кан-
тилевера при отрыве, α – угол наклона силовой 
кривой отвода АСС, характеризующий жесткость 
образца.
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In this work the effect of the substrate hydrophobicity degree and the number of amino acid residues in the oli-
gopeptide molecule on the self-assembly of glycyl-glycine and glycyl-glycyl-glycine under the action of vapors 
of organic compounds was studied. The effect of strong and weak protonodonor and protonoacceptor vapors 
on the morphology of thin films of oligopeptides based on glycine was studied by atomic-force microscopy. 
The possibility of the control of the oligopeptides self-assembly by precise selection of the substrate type and 
vapors of organic compounds used for thin films saturation has been demonstrated. A technique for surface state 
monitoring of the oligopeptides thin film using atomic force spectroscopy is proposed.

Keywords: oligopeptides, self-assembly, thin film, microstructure, nanostructure, atomic-force microscopy


