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ВВЕДЕНИЕ
Хугстеновское спаривание нуклеотидных оснований 
в ДНК приводит к образованию ряда неканониче-
ских структур, включая G-квадруплексы и i-мотивы 
[1, 2]. За последние годы накопились доказатель-
ства существования G-квадруплексов и i-мотивов 
в живых клетках разных организмов, включая че-
ловека [3, 4]. Эти неканонические структуры ДНК 
могут быть ответственны за регуляцию молеку-
лярных процессов внутри клетки, включая репли-
кацию ДНК, транскрипцию и поддержание генома 
[5, 6]. Большое число G-богатых (а значит, согласно 
принципу комплементарности ДНК и C-богатых) 
последовательностей в промоторных и теломер-
ных областях онкогенов делает G-квадруплексы (и 
i-мотивы) потенциальной мишенью для доставки 
противоопухолевых средств в клетку [7–10]. Кроме 
того, ДНК-архитектуры на основе G-квадруплексов 

и i-мотивов востребованы в бионанотехнологии: 
для создания молекулярных машин, разработки 
биосенсоров, устройств молекулярной электроники, 
молекулярной диагностики и др. [11–16]. 

К традиционным методам выявления и анализа 
неканонических структур ДНК относятся круговой 
дихроизм, спектроскопия ядерного магнитного ре-
зонанса и абсорбционная спектрофотометрия в уль-
трафиолетовой области при плавлении [17, 18]. Эти 
методы предоставляют усредненные по большому 
ансамблю молекул характеристики (например, та-
кие, как абсорбция света или молярная эллиптич-
ность на определенных длинах волн), позволяющие 
судить о структуре G-квадруплексов и i-мотивов. 
Не менее важным аспектом при изучении струк-
туры и свойств неканонических форм ДНК явля-
ется их визуализация. Кроме того, прямая визуа-
лизация необходима для контроля создаваемых 
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РЕФЕРАТ Образуемые G- или C-богатыми участками ДНК неканонические структуры, такие, как квадру-
плексы и i-мотивы, а также их ассоциаты, в последние годы привлекают все возрастающее внимание 
как из-за накопившихся аргументов в пользу их существования in vivo, так и возможности их потен-
циального использования в нанобиотехнологии. Важную роль в изучении структуры и свойств нека-
нонических форм ДНК, а также в контроле искусственно создаваемых архитектур на их основе играет 
визуализация этих структур. В данном обзоре проанализированы методы, используемые для визуа-
лизации квадруплексов, i-мотивов и их ассоциатов с высоким пространственным разрешением, такие, 
как флуоресцентная микроскопия, просвечивающая электронная микроскопия (ПЭМ) и атомно-силовая 
микроскопия (АСМ). Представлены основные подходы к подготовке образцов для визуализации такого 
рода структур. Рассмотрены примеры визуализации неканонических структур ДНК различных морфо-
логий, таких, как G-проволоки, G-петли, а также отдельных квадруплексов, i-мотивов и их ассоциатов. 
Продемонстрирован потенциал использования АСМ для визуализации неканонических структур ДНК. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА G-квадруплексы, i-мотивы, (иммуно)флуоресцентная микроскопия, атомно-силовая 
микроскопия, просвечивающая электронная микроскопия.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ПЭМ – просвечивающая электронная микроскопия; БМВК – 3,6-бис(1-метил-
4-винилпиридиний)карбазолдийодид; СЗМ – сканирующая зондовая микроскопия; АСМ – атом-
но-силовая микроскопия; DAPI – 4’,6-диамидино-2-фенилиндол; GM – N,N’-(декан-1,10-диил)-
бис(тетраглицинамид); ThT – тиофлавин Т. 
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ДНК-архитектур. Однако нанометровые размеры 
гуанинового квартета квадруплекса или цитозин-
цитозиновой пары i-мотива значительно ограничи-
вают число методов, способных справиться с этой 
задачей.

Одно из решений этой проблемы – использова-
ние флуоресцентных меток на антитела к некано-
ническим структурам ДНК (иммунофлуоресцентная 
микроскопия) или на сами неканонические струк-
туры ДНК (флуоресцентная микроскопия). Такие 
метки позволяют установить наличие неканониче-
ских структур ДНК в исследуемом образце, напри-
мер, внутри клетки, а также проанализировать их 
распределение. При таком способе неканонические 
структуры визуализируются по точечной метке, 
что не позволяет оценить морфологию самой струк-
туры ДНК.

Достаточным для визуализации неканониче-
ских структур ДНК пространственным разрешени-
ем обладают методы электронной и сканирующей 
зондовой микроскопии. При этом сканирующая 
электронная микроскопия, в которой изображение 
формируется на основе обратно-рассеянных элек-
тронов, из-за ряда свойственных этому методу огра-
ничений, таких, как необходимость исследования 
проводящих образцов и более низкое (по сравнению 
с просвечивающей электронной микроскопией) раз-
решение, практически не используется для целей 
визуализации структур ДНК. Напротив, просвечи-
вающая электронная микроскопия (ПЭМ), которая 
основана на прохождении пучка электронов через 
ультратонкий (толщиной порядка 0.1 мкм) образец, 
широко распространена при изучении ДНК. В ПЭМ 
изображение, формируемое из электронов, прошед-
ших сквозь образец, увеличивается электромагнит-
ными линзами и фокусируется на матрице прибора 
с зарядовой связью.

Сканирующая зондовая микроскопия (СЗМ) 
представляет собой класс методов, получение изо-
бражения с помощью которых основано на локаль-
ном взаимодействии зонда с поверхностью образца 
в большом количестве точек. Наиболее распростра-
ненной разновидностью СЗМ является атомно-сило-
вая микроскопия (АСМ), в основе функционирова-
ния которой лежит обменное взаимодействие между 
атомами зонда и образца [19].

СЗМ значительно отличается от ПЭМ не только 
принципом работы, но и процедурой приготовления 
образцов. Так, типичная процедура приготовления 
ДНК для исследования с помощью ПЭМ включает 
в себя фиксацию образца с использованием глутаро-
вого альдегида или формальдегида, а также созда-
ние контраста напылением на образец ионов тяже-
лых металлов или его обработкой контрастирующим 

веществом. Кроме того, исследование с помощью 
электронной микроскопии обычно проводят в ва-
кууме (низковакуумные модели просвечивающих 
электронных микроскопов, позволяющие проводить 
исследование образцов в водных парах или раство-
рах, характеризуются значительно меньшим про-
странственным разрешением, сложными пробопод-
готовкой и подбором параметров работы [20, 21]). 
Перечисленные условия, при которых ДНК нахо-
дится в процессе приготовления образца и его ис-
следования, далеки от физиологических, из-за чего 
структуры ДНК, визуализированные с помощью 
электронной микроскопии, могут сильно отличаться 
от нативных. Кроме того, контрастирование умень-
шает разрешение получаемых ПЭМ-изображений. 
Методы сканирующей зондовой микроскопии пред-
ставляют собой более гибкий инструмент в контек-
сте условий приготовления и среды сканирования 
образца, позволяя наносить ДНК из водных раство-
ров без дополнительных, чуждых нативной среде, 
компонентов и проводить исследование в воздуш-
ных и жидких средах [22]. Дополнительным отли-
чительным признаком АСМ является возможность 
визуализации динамических процессов в режиме 
реального времени [23]. Благодаря перечисленным 
факторам, АСМ является широко распространен-
ным методом визуализации различных структур 
ДНК и их ассоциатов на уровне отдельных молекул.

В данном обзоре систематизированы основные 
методы и подходы, используемые для визуализации 
G-квадруплексов, i-мотивов и их ассоциатов, а так-
же проанализированы основные научные достиже-
ния, связанные с визуализацией этих неканониче-
ских структур ДНК. Рассмотрены методические 
аспекты приготовления образцов ДНК для АСМ.

ФЛУОРЕСЦЕНТНАЯ МИКРОСКОПИЯ 
НЕКАНОНИЧЕСКИХ СТРУКТУР ДНК
В последние годы интенсивно развивается направ-
ление, связанное с разработкой небольших флу-
оресцирующих молекул (зондов), специфически 
связывающихся с G-квадруплексами и i-мотивами 
и позволяющих локализовать их по свечению 
флуоресценции. В случае G-квадруплекса та-
кое специфическое связывание может осущест-
вляться за счет π-стэкингового взаимодействия 
флуоресцентного красителя с внешней тетрадой 
G-квадруплекса, за счет взаимодействия зонда 
с петлями или бороздками G-квадруплекса, а так-
же путем интеркаляции красителя между двумя 
квадруплексами [24]. Зачастую такие лиганды ис-
пользуются одновременно со специфическими 
к ДНК-дуплексу флуорофорами (например, та-
кими, как Хёхст или йодид пропидия), что позво-
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ляет сопоставлять локализацию канонических 
и неканонических структур ДНК на одном изо-
бражении. Одним из квадруплексных лигандов 
является 3,6-бис(1-метил-4-винилпиридиний)-
карбазол дийодид (БМВК). Так, с его использова-
нием установлено формирование квадруплексов 
на проксимальных (теломерных) участках хромо-
сом [25, 26]. Другой флуоресцентный краситель, ти-
азоловый оранжевый, также применяется для ви-
зуализации G-квадруплексов [27] и i-мотивов [28] 
благодаря высокоспецифичному связыванию с ними, 
сопровождающемуся сильным увеличением флуо-
ресценции. Недостатком данного красителя в кон-
тексте визуализации G-квадруплексов и i-мотивов 
является его низкая селективность, обусловленная 
способностью связываться также с другими струк-
турами нуклеиновых кислот, включая двухцепочеч-
ную ДНК, трехцепочечную ДНК и РНК [27, 29, 30]. 
Обнаружено, что еще один флуоресцентный краси-
тель, тиофлавин Т (ThT), широко применяющийся 
для специфического окрашивания амилоидов, так-
же связывается с различными структурами ДНК, 
при этом усиление флуоресценции при связывании 
с G-квадруплексами особенно велико (в ~2100 раз 
в видимой области) [31, 32]. За последние годы раз-
работан и изучен ряд новых соединений для ис-
пользования в качестве флуоресцентных зондов 

на G-квадруплексы и i-мотивы [33], в частности, 
производные бензотиазола [34, 35]. 

В связи с предполагаемым участием G-квадруп-
лек сов в экспрессии генов и патогенезе болезней 
большой интерес вызывает внутриклеточная ви-
зуализация этих структур. Долгое время такие 
исследования проводили, в основном, на фикси-
рованных клетках. Так, в работе [36] разработан 
новый квадруплексный флуорофор S1, который 
продемонстрировал высокую селективность свя-
зывания с G-квадруплексами в экспериментах in 
vitro, а также сильное свечение в ядрышке фик-
сированных клеток HeLa и слабое – в остальной 
части ядра. Добавленный одновременно ДНК-
краситель 4’,6-диамидино-2-фенилиндол (DAPI) 
более равномерно окрашивал клеточное ядро. Это 
позволило предположить ядрышковую локализацию 
G-квадруплексов. С использованием флуоресцент-
ного зонда диимида нафталина с удлиненным ядром 
(cex-NDI) выявлена локализация G-квадруплексов 
в ядрах раковых клеток линии MCF-7 (рис. 1) [37].

Наибольший интерес представляют зонды, по-
зволяющие визуализировать квадруплексы в жи-
вых клетках. Такие зонды должны быть не только 
высокоспецифичными к G-квадруплексам, но также 
иметь низкую способность связываться с белками 
и другими биологическими молекулами, уметь про-

Рис. 1. Конфокальная лазерная сканирующая микроскопия фиксированных раковых клеток MCF-7, меченных (до 
фиксации) в течение 6 ч с помощью c

ex
-NDI, демонстрирующая ядерную локализацию G-квадруплексов (слева – 

сигнал флуоресценции, в центре – наблюдение в светлом поле, справа – наложение двух сигналов). Воспроизве-
дено из [37] согласно лицензии CC BY 4.0 (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)

10 мкм

10 мкм 10 мкм 10 мкм

10 мкм 10 мкм
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ходить через плазматическую и ядерную мембраны, 
а также иметь низкую цитотоксичность [38].

Один из квадруплексных зондов, используемых 
в флуоресцентной микроскопии живых клеток, – 
изомер БМВК – о-БМВК. На модельных объектах 
показано разное время затухания флуоресценции 
о-БМВК при взаимодействии с G-квадруплексами. 
С помощью этого флуорофора G-квадруплексы 
были локализованы как в цитоплазме, так и в ядре 
живых клеток линии CL1-0 (клетки рака легких 
человека) [39]. Микроскопия визуализации вре-
мени жизни флуоресценции позволила не только 
отличить дуплексы от G-квадруплексов, но и вы-
явить G-квадруплексы разных видов, различаю-
щиеся по времени затухания флуоресценции свя-
завшегося с ними лиганда. Аналогичным методом, 
но с использованием другого флуоресцентного зон-
да, DAOTA-M2, определена ядерная локализация 
и стабильность G-квадруплексов в живых клетках 
линии остеосаркомы U2OS (рис. 2) [40, 41]. Недавно 
с использованием ThT в качестве флуоресцентного 
зонда была подтверждена ядрышковая локализация 
G-квадруплексов в живых клетках MCF-7 [42].

В последнее время разработаны новые флуоро-
форы, характеризующиеся высокой селективностью 
к G-квадруплексам, при этом обладающие высокой 
стабильностью и возможностью использоваться 
в живых клетках. В качестве примера можно при-
вести такие лиганды, как N-TASQ [43], 2,6-бис((Е)-
2-(1Н-индол-3-ил)винил)-1-метилпиридина-1 йодид 
[44], производные карбазола (4a–4c) [45] и дру-
гие [46, 47]. Использование этих зондов показало 
ядрышковую локализацию G-квадруплексов в жи-
вых клетках. N-TASQ также применили для визу-
ализации G-квадруплексов на основе РНК в цито-
плазме [48]. Наконец, с помощью флуоресцентной 
микроскопии показано существование митохондри-
альных G-квадруплексов в живых клетках [35, 49].

Альтернативным подходом к  визуализации 
G-квадруплексов и i-мотивов с помощью флуо-
ресцентной микроскопии является использование 
специфических антител, усиленных вторичными 
антителами с пришитыми к ним флуоресцентны-
ми метками (иммунофлуоресцентная микроскопия). 
С этой целью были синтезированы различные анти-
тела, специфичные к ДНК- и РНК-G-квадруплексам 
(например, 1H6 и BG4), которые позволили визу-
ализировать G-квадруплексы в различных клет-
ках и тканях [50–53]. Эти результаты являются 
важными аргументами в пользу существования 
G-квадруплексов в клетках млекопитающих, вклю-
чая ядро, цитоплазму и митохондрии. Например, 
с помощью иммунофлуоресцентной микроскопии 
на основе квадруплексных антител BG4 визуали-

зировано распределение G-квадруплексов в ядре 
плюрипотентных эмбриональных стволовых клеток 
hESC, а также выявлено значительное уменьшение 
количества G-квадруплексов при дифференцировке 
клеток (рис. 3) [54].

Недавно с помощью иммунофлуоресцентного 
окрашивания антителом, специфически распозна-
ющим эндогенный фактор транскрипции BmILF, 
высокоспецифичный к структуре i-мотивов, визуа-
лизированы i-мотивы in vivo в ядрах и хромосомах 
семенников гусениц тутового шелкопряда [55].

Вместе с тем, использование иммунофлуорес-
центной микроскопии затрудняют такие факторы, 
как относительно высокая стоимость антител, их 
низкая стабильность и потенциальная иммуноген-
ность [38]. Поэтому, разработка и применение специ-

Рис. 2. Конфокаль-
ная микроскопия 
живых клеток линии 
U2OS, инкубиро-
ванных с красите-
лем DAOTA-M2, 
демонстриру-
ющая ядерную 
локализацию 
G-квадруплексов 
(сверху – сигнал 
флуоресценции, 
в центре – наблю-
дение в светлом 
поле, снизу – на-
ложение двух 
сигналов). Воспро-
изведено из [40] 
согласно лицензии 
CC BY 4.0 (http://
creativecommons.
org/licenses/
by/4.0/)

DAOTA-M2

Светлое поле

Наложение
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фичных к G-квадруплексам флуорофоров остают-
ся актуальными для визуализации этих структур 
в живых клетках.

ПЭМ-ВИЗУАЛИЗАЦИЯ НЕКАНОНИЧЕСКИХ СТРУКТУР 
ДНК
Несмотря на широкое использование ПЭМ для из-
учения ДНК и ДНК-содержащих структур в целом, 
неканонические структуры ДНК визуализирова-
ли этим методом достаточно редко. Как правило, 
объектом такой визуализации служат молекулы 
ДНК, имеющие неканоническим образом сложен-
ный фрагмент. В частности, с помощью ПЭМ визу-

ализированы различные петли на двухцепочечных 
молекулах ДНК, ассоциированные с образованием 
G-квадруплексов на одной из цепей ДНК.

Один из видов таких петель, возникающих по-
сле внутриклеточной транскрипции G-богатых 
участков, получил название G-петель [56]. G-петли 
формируются на плазмидном геноме in vitro 
или в Escherichia coli и состоят из G-квадруплекса 
на некодирующей цепи ДНК и стабильного гибри-
да РНК/ДНК – на кодирующей цепи ДНК. Кроме 
того, визуализировано образование специфического 
комплекса между G-квадруплексом G-петли и фак-
тором репарации ошибочно спаренных оснований, 
гетеродимером MutSα, а также формирование опос-
редованного MutSα синапсиса между двумя цепя-
ми ДНК. Наблюдение таких синапсисов позволило 
предположить механизм работы MutSα при реком-
бинации на этапе переключения. Структуру, похо-
жую на G-петли, имеют и так называемые R-петли, 
гибриды РНК/ДНК, возникающие при транскрип-
ции повторяющихся мотивов (CTG)n, (CAG)n, (CGG)n, 
(CCG)n и (GAA)n и связанные с некоторыми забо-
леваниями человека. R-петли были визуализиро-
ваны с помощью ПЭМ [57], однако не приведено 
доказательств образования G-квадруплексов на не-
кодирующей цепи R-петель. Формирование петель 
на G-богатых участках гена инсулина после денату-
рации и ренатурации молекулы ДНК, визуализиро-
ванных с помощью ПЭМ [58], также объяснено фор-
мированием квадруплексов на одной из цепей ДНК.

ПЭМ также использовали для визуализации ква-
друплексов, формирующихся контролируемым спо-
собом за счет несущих G-повторы параллельных 
дуплексов [59]. На ПЭМ-изображениях зафиксиро-
вано узкое распределение длин таких структур, со-
гласующихся с ожидаемым размером. Кроме того, 
визуализированы одномерные содержащие квадру-
плексы наноструктуры в виде нанопроволок раз-
личной длины.

Анализ РНК-транскриптов C- и G-богатой тело-
мерной ДНК млекопитающих, проведенный с помо-
щью ПЭМ, выявил принципиальные различия в их 
морфологии. C-богатые РНК-транскрипты облада-
ют более вытянутой структурой с толщиной, типич-
ной для одноцепочечной РНК, тогда как G-богатые 
транскрипты представляют собой круглые частицы 
и короткие, толстые палочкообразные структуры, 
преобладающие при повышенной концентрации 
соли (рис. 4). Наблюдаемая морфология позволи-
ла предложить модель, согласно которой G-богатая 
теломерная РНК собирается в цепочки частиц, 
каждая из которых состоит из четырех повторов 
UUAGGG, стабилизированных параллельными 
G-квартетами и соединенных UUА-линкерами [60].

Рис. 3. Иммунофлуоресцентная микроскопия фикси-
рованных плюрипотентных эмбриональных стволовых 
клеток hESC, клеток краниального нервного гребня 
(CNCC) и нейральных стволовых клеток (NSC), мечен-
ных специфическими к G-квадруплексам антителами 
BG4 после обработки РНКазой (вторичные антитела 
мечены флуоресцентным красителем AlexaFluor 488). 
Слева визуализированы только квадруплексы, справа 
ядра окрашены синим цветом из-за контрастирования 
ДНК-красителем DAPI. Масштабная метка 10 мкм. 
Воспроизведено из [54] согласно лицензии CC BY 4.0 
(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)
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С появлением антител на G-квадруплексы их 
стали изучать также с применением иммуноэлек-
тронной микроскопии. В этом методе квадруплек-
сы детектируют с помощью ПЭМ-визуализации 
меток (золотых наночастиц), конъюгированных 
с вторичными антителами к G-квадруплексам. 
Иммуноэлектронная микроскопия не достига-
ет молекулярного разрешения самих квадру-
плексов, но позволяет наблюдать распределение 
G-квадруплексов внутри клетки, что важно для по-
нимания роли квадруплексов во внутриклеточных 
процессах. Так, с помощью этого метода визуали-
зировано образование G-квадруплексов в клетках, 
инфицированных вирусом простого герпеса типа 1. 
Образование G-квадруплексов зависело от стадии 
цикла инфицирования: вирусные G-квадруплексы, 
количество которых достигало максимума во время 
репликации вируса в ядре клетки, перемещались 
к ядерной мембране в момент выхода вируса из ядра 
(рис. 5) [61]. Похожим способом G-квадруплексы вы-
явлены в гетерохроматине клеток млекопитающих 
[62]. Таким образом, накопленные с помощью имму-

ноэлектронной микроскопии результаты не только 
свидетельствуют о существовании G-квадруплексов 
в клетках, но и предполагают значимую роль 
G-квадруплексов в биологических процессах.

ОБЩИЕ ПОДХОДЫ К АСМ-ИССЛЕДОВАНИЮ 
НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ
Ключевым элементом атомно-силового микроскопа 
[19] является упругая пластина, называемая кан-
тилевером, на которой расположено острие (зонд). 
Взаимодействие зонда с поверхностью вызывает 

A� Б

В� Г

Рис. 4. Визуализация C- и G-богатых теломерных транс-
криптов. C-богатые (А) и G-богатые (Б) молекулы РНК 
в 100 мМ KCl наносили для ПЭМ на тонкие углеродные 
подложки, дегидратировали и оттеняли вольфрамом 
на вращающейся подложке. C-богатые РНК выглядят 
вытянутыми нитями с узлами. G-богатые РНК выглядят 
в виде смеси шариков и палочек (стрелки). Толщина 
палочек значительно больше, чем толщина C-богатых 
или дуплексных РНК. C-богатые (В) и G-богатые (Г) мо-
лекулы РНК нанесены из 10 мМ KCl таким же образом, 
как в (А) и (Б). C-богатая РНК выглядит расправленной 
с узлами, в то время как G-богатая РНК имеет, в основ-
ном, форму шариков. Масштабная метка составляет 
100 нм. Воспроизведено из [60] согласно лицензии CC 
BY 4.0 (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)

Рис. 5. Иммуноэлектронная микроскопия инфици-
рованных вирусом простого герпеса типа 1 (ВПГ-1) 
клеток, фиксированных через 15 ч после инфициро-
вания и инкубированных с анти-G-квадруплексным 
антителом (1H6) и анти-ICP8-сывороткой. Первичные 
антитела 1H6 и к ICP8 детектированы с помощью 
золотых частиц диаметром 5 и 10 нм соответственно. 
Для улучшения четкости изображения золотые части-
цы подсвечены красными точками (показывающими 
G-квадруплексы) и зелеными кружками (показываю-
щими ICP8) на А и Б. Исходные изображения приведе-
ны на панелях A’ и�Б’. (A–A’) G-квадруплексы и ICP8 
концентрируются вблизи ядерной мембраны (NM), 
где находится комплекс ядерной поры (NPC). Выход 
из ядра через комплекс ядерной поры является одним 
из путей, используемых капсидами ВПГ-1 для выхода 
из ядра (n) в цитоплазму (cyt). (Б–Б’) G-квадруплексы 
и ICP8 кластеризуются рядом с ядерной мембраной, 
где отпочковываются свежесформированные вирио-
ны. Воспроизведено из [61] согласно лицензии CC BY 
4.0 (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)
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изгиб кантилевера, который детектируется с по-
мощью высокопрецизионной оптической системы, 
состоящей из лазера, фотодиода и зеркальной по-
верхности кантилевера. Контактный режим скани-
рования, при котором изгиб кантилевера служит 
сигналом обратной связи и поддерживается посто-
янным, мало используется для исследования ДНК 
из-за больших сил взаимодействия кантилевера 
с образцом, приводящих к деформации биомоле-
кулы и ухудшению пространственного разрешения 
изображения. Обычно АСМ-исследование биомо-
лекул проводят в режиме прерывистого контакта 
[63], при котором кантилевер совершает колебания 
вблизи резонансной частоты, а взаимодействие зон-
да с образцом определяется по вызванному этим 
взаимодействием изменению амплитуды колебаний, 
которая обратной связью поддерживается постоян-
ной. В режиме прерывистого контакта нормальные 
силы между кантилевером и образцом существен-
но ниже, чем в контактном режиме сканирования, 
а связанные с адгезией латеральные силы не ока-
зывают существенного влияния на формирование 
АСМ-изображения, так как кантилевер циклически 
«отрывается» от поверхности образца при его пере-
мещении вдоль поверхности в процессе сканирова-
ния. В последнее десятилетие стали широко исполь-
зоваться режимы, основанные на периодическом 
подводе и отводе кантилевера к/от поверхности (ре-
жим пиковой силы, «прыгающий» режим и т.п.), ко-
торые позволяют значительно снизить силу взаимо-
действия кантилевера с поверхностью образца [64].

Основополагающим условием для исследова-
ния ДНК с помощью АСМ является иммобилиза-
ция молекулы на подложке. Иммобилизация био-
молекулы взаимосвязана с рядом факторов, таких, 
как состав, pH, концентрация компонентов раство-
ра, из которого осуществляют нанесение, темпера-
тура, способ нанесения, время адсорбции, свойства 
подложки и т.д. Поэтому приготовление образца 
играет важную роль в АСМ. Гладкость (малая ше-
роховатость) является одним из требований, предъ-
являемых к поверхности подложки для нанесения 
биополимеров. Две наиболее распространенные 
для АСМ подложки, обладающие участками с ато-
марной гладкостью, – слюда и высокоориентиро-
ванный пиролитический графит (ВОПГ), имеющие 
кристаллическую природу. Однако нанесение на эти 
поверхности ДНК из водного раствора не приводит 
к адсорбции отдельных молекул в расправленном 
состоянии и, как следствие, к возможности их ис-
следования с помощью АСМ.

Причиной, затрудняющей адсорбцию ДНК на све-
жесколотую слюду, является одноименный отри-
цательный заряд фосфатных групп биополимера 

и поверхности слюды, приводящий к электроста-
тическому отталкиванию ДНК от поверхности. 
Для преодоления этого разработано несколько стра-
тегий, успешно применяемых уже многие годы. 
Наиболее распространено использование двухва-
лентных катионов, таких, как Mg2+, Ca2+, Zn2+ и др., 
которые служат электростатическими «мостиками» 
между атомной решеткой слюды и фосфатными 
группами ДНК [65, 66]. На практике для этого либо 
свежесколотую слюду предварительно (до нанесе-
ния ДНК) модифицируют в соответствующем со-
левом растворе, либо небольшую его концентрацию 
(1–10 мМ) наносят на слюду одновременно с ДНК. 
Для нанесения ДНК на слюду используют и другой 
способ – предварительную модификацию ее поверх-
ности аминосиланами, например, 3-аминопропилтри-
этоксисиланом [67]. В этом случае к адсорбции ДНК 
на подложку приводит ее притяжение к положи-
тельно заряженным аминогруппам модификатора. 
Две описанные стратегии (с использованием двух-
валентных катионов и аминосиланов) различаются 
между собой по силе адсорбции ДНК: опосредован-
ная катионами двухвалентных металлов адсорб-
ция молекул относительно слабая, что выражается 
в возможности теплового движения ДНК вблизи 
поверхности [68–71]. Напротив, слюда, модифициро-
ванная аминосиланами, как правило, представляет 
собой «кинетическую ловушку» для ДНК, т.е. адсор-
бированные молекулы ДНК оказываются неподвиж-
ными на поверхности, а их конформация отражает 
конформацию в растворе [72].

К настоящему времени накопилось большое ко-
личество доказательств образования карбоната 
калия на поверхности слюды при ее скалывании 
в лабораторных условиях [73]. При погружении 
в водный раствор образующаяся соль может фор-
мировать высокую ионную силу вблизи поверх-
ности слюды, т.е. как раз в той области, в которой 
происходят основные взаимодействия биополимера 
с поверхностью при его адсорбции. Этот эффект, 
в частности, отмечен по интенсивной диссоциации 
ДНК-белковых комплексов, наносимых на слюду 
из раствора с низкой ионной силой [74]. Данная осо-
бенность слюды существенно затрудняет интерпре-
тацию полученных на этой подложке результатов 
и, в частности, делает невозможным исследования 
на ее поверхности при низких ионных силах.

В отличие от слюды, ВОПГ электрически ней-
трален, а также не формирует каких-либо солей 
на своей поверхности. Однако из-за слабого взаи-
модействия ДНК с графитом адсорбция молекул 
ДНК в расправленном состоянии на свежесколо-
тую поверхность графита также затруднительна: 
обычно ДНК адсорбируется на эту подложку лишь 
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в виде агрегатов или сетчатых структур [75, 76]. 
Для преодоления этой трудности разработан ряд 
подходов, основанных на модификации графита. 
Использование модифицированного графита позво-
ляет исследовать ДНК при низкой или нулевой ион-
ной силе, что немаловажно для изучения закономер-
ностей образования неканонических структур ДНК.

Один из таких подходов – предварительная мо-
дификация графита в тлеющем разряде в при-
сутствии паров пентиламина: модифицирован-
ная таким образом поверхность, насыщенная 
аминогруппами, приводит к адсорбции на нее от-
дельных расправленных молекул ДНК, причем 
измеряемые из АСМ-изображений размеры био-
полимера, такие, как высота и ширина на полу-
высоте, значительно ближе к нативным размерам 
ДНК по сравнению с размерами ДНК, адсорбиро-
ванной на слюду [77, 78]. Позднее предложен ме-
тодически более простой способ модификации 
ВОПГ – из водного раствора производной олигогли-
цина N,N’-(декан-1,10-диил)бис(тетраглицинамид) 
([Gly4–NHCH2]C8H16[CH2NH–Gly4]), получивше-
го название модификатор графита или GM [79]. 
Модификация поверхности ВОПГ GM, проводи-
мая обычно с помощью дропкастинга, приводит 
к формированию однородного, самоупорядоченного 
слоя этих молекул толщиной меньше 1 нм [80, 81]. 
Как и в случае модификации пентиламином, амино-
группы GM делают возможным адсорбцию отдель-
ных молекул ДНК на поверхность и их дальнейшее 
исследование с помощью АСМ [82].

Кроме того, в последние годы для нанесения ДНК 
на ВОПГ используют целый ряд других самоорга-
низующихся на поверхности графита органических 
наношаблонов. Такие наношаблоны формируются 
на кристаллических поверхностях многими произ-
водными алканов, включая стеариновую кислоту, 
додециламин, октадециламин, стеариловый спирт 
и др. [83–86]. Как правило, молекулы ДНК упорядо-
чиваются вдоль формирующих наношаблон ламе-
лей при адсорбции на такие поверхности [87, 88]. 
При этом химическая природа молекулы модифи-
катора может значительно влиять на конформацию 
и свойства адсорбированной молекулы ДНК [89, 90].

Описанные подходы приготовления и нанесе-
ния образцов ДНК могут быть также примени-
мы и к неканоническим формам ДНК, включая 
G-квадруплексы и i-мотивы.

АСМ-ВИЗУАЛИЗАЦИЯ НЕКАНОНИЧЕСКИХ СТРУКТУР 
ДНК
Как отмечалось выше, основным фактором, ослож-
няющим прямую визуализацию неканонических 
структур ДНК без использования меток, является 

их малый размер. Стоит отметить, что гуаниновая 
тетрада или двойной хугстеновский цитозиновый 
димер имеют фиксированный размер, а количество 
таких G-тетрад или двойных цитозиновых диме-
ров в стеке может варьировать в достаточно ши-
роких пределах. Наиболее длинной неканониче-
ской структурой ДНК является G-нанопроволока: 
она образуется из G-богатых (например, поли(G)) 
нуклеотидных последовательностей за счет спон-
танного формирования длинного тетраплекса ДНК 
и достигает микронных длин. Полученные из АСМ-
изображений морфологические характеристики 
G-нанопроволок, такие, как диаметр, длина, форма 
контура, позволяют определить их структуру (на-
пример, количество молекул ДНК, участвующих 
в образовании G-проволоки), персистентную дли-
ну, а также могут использоваться в качестве обрат-
ной связи при разработке процедур синтеза этих 
структур для биотехнологических применений. 
G-нанопроволока может образовываться из большо-
го количества олигонуклеотидов, «сцепляющихся» 
между собой в тетраплекс [91–94] из четырех парал-
лельных гуаниновых последовательностей (тетрамо-
лекулярная нанопроволока) [95], а также из одной 
длинной молекулы одноцепочечной ДНК, сложенной 
в 4 раза (мономолекулярная нанопроволока) [96, 97]. 
В первом случае G-нанопроволоки характеризуются 
широким распределением длины, тогда как в осталь-
ных двух – узким. Диаметр G-нанопроволоки, изме-
ренный по ее высоте на АСМ-изображениях, обыч-
но составляет около 2 нм [91, 95, 96], что с учетом 
эффекта занижения высоты, вызванного взаимо-
действием кантилевера с мягким образцом [98], со-
гласуется с размером 2.8 нм, полученного из рент-
геноструктурного анализа G-тетрады [99]. Примеры 
АСМ-изображений G-нанопроволок приведены 
на рис. 6.

Описаны и другие нанопроволоки на основе не-
канонических структур. Так, синтезированы ги-
бридные нанопроволоки, состоящие из фрагментов 
G-нанопроволок и i-мотивов [100]. АСМ выяви-
ла полиморфизм таких структур, который зави-
сел от используемых олигонуклеотидов и ион-
ного окружения, в частности, визуализирована 
супрамолекулярная конформация гибридов, а так-
же V-образная, кольцевая и линейная конфигу-
рация гибридов. Визуализировано также образо-
вание фибрилл высотой от 0.45 до 4 нм и длиной 
до 2 мкм из двух видов олигонуклеотидов SQ1A 
(CAGTAGAGATGCTGCTGAGGGGGGGGTGTGCTT-
CAAGCG) и SQ1B (CTCTACGACGACTGGGGGGGG-
ACACGAAGTTCGCTACTG), которое объясняется 
формированием многочисленных синапсисов на ос-
нове квадруплексов [101].
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Возможность подачи электрического потен-
циала на кантилевер атомно-силового микро-
скопа и измерения силы тока позволили так-
же записать вольт-амперные характеристики 
отдельных G-нанопроволок. В частности, показа-
но, что G-нанопроволока способна пропускать ток 
от десяток до сотен пикоампер [11].

В природе склонные к формированию некано-
нических структур G- или C-богатые нуклеотид-
ные последовательности, как правило, встроены 
в более длинные молекулы ДНК, например, в те-
ломерных участках хромосом или вблизи промото-
ра. В двухцепочечной ДНК G- и C-богатые мотивы 
всегда находятся друг напротив друга из-за ком-
плементарности. Так, с помощью АСМ визуализи-
ровано одновременное образование G-квадруплекса 
и i-мотива на двухцепочечной ДНК, содержащей 
G-богатый VNTR-мотив: CGC(GGGGCGGGG)n. Эти 
структуры имели разветвленную форму и наблю-

дались лишь в кислой среде и в присутствии ио-
нов K+. Образование G-квадруплекса и i-мотива 
на VNTR-последовательности может реализовы-
ваться при транскрипции или репликации, когда 
двухцепочечная ДНК переходит в одноцепочечную 
форму, и таким образом влиять на экспрессию соот-
ветствующего гена [102].

Для исследования образования неканонических 
структур и их визуализации G- и C-богатые мотивы 
зачастую «встраивают» в молекулу ДНК или осно-
ванную на ДНК наноструктуру, имеющую гораздо 
больший размер, чем сама неканоническая струк-
тура. Это позволяет идентифицировать отдельные 
G-квадруплексы или i-мотивы по изменению мор-
фологии соединенных с ними более крупных струк-
тур ДНК.

Так, одноцепочечный участок ДНК, содержащий 
два C-тракта, встраивали в двухцепочечную коль-
цевую ДНК с противоположных сторон «кольца» 

Рис. 6. Сравнение тетра- и мономолекулярных G-квадруплексов. АСМ-изображения тетрамолекулярных (встав-
ка: увеличенный тетрамолекулярный комплекс) (А) и мономолекулярных (Б) G-квадруплексов. Тетрамолекуляр-
ные G-квадруплексы приготовлены с использованием комплекса четырех молекул 5’-биотин-поли(dG)-поли(dC) 
длиной 1400 п.н., связанных с авидином. Мономолекулярные G-квадруплексы приготовлены с использованием 
G-цепи длиной 5500 оснований. Молекулы обоих типов нанесены на слюду при одинаковых условиях. Статистиче-
ский анализ контурных длин тетрамолекулярных (В) и мономолекулярных (Г) G-квадруплексов. Воспроизведено 
из [95] согласно лицензии CC BY 4.0 (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)
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[103]. Образование различных внутри- и межмоле-
кулярных i-мотивов показано, в частности, с помо-
щью АСМ-визуализации архитектуры ДНК-колец. 
Взаимное расположение этих колец позволило 
также определить роль длины C-повторов одно-
цепочечного участка ДНК в образовании внутри- 
или межмолекулярных i-мотивов: наличие двух 
трактов из шести или менее цитозиновых основа-
ний приводило к образованию межмолекулярного 
i-мотива, тогда как бóльшее количество повторов 
цитозиновых трактов – к формированию внутримо-
лекулярного i-мотива.

Для АСМ-визуализации образования отдельных 
неканонических структур ДНК предложено встра-
ивать G- и C-богатые последовательности олигону-
клеотидов в прямоугольную ДНК-рамку, созданную 
на основе ДНК-оригами. С помощью высокоскорост-
ной АСМ визуализированы образование, а также 
диссоциация G-квадруплекса внутри такой рамки 
в режиме реального времени. При этом формиро-
вание и диссоциацию G-квадруплексов идентифи-
цировали по изменению контуров двух молекул 
ДНК, несущих G-квадруплексную последователь-
ность, с параллельной на Х-образную (при обра-
зовании G-квадруплекса) и наоборот (при его дис-
социации) [104]. Топологически контролируемые 

G-квадруплексы и i-мотивы были сформированы 
на основе ДНК-нанорамки с помощью перемеще-
ния цепи ДНК, добавления или изъятия ионов К+ 
и использования кислой среды. Диссоциация двух-
цепочечной ДНК с формированием G-квадруплекса 
и i-мотива была визуализирована высокоскоростной 
АСМ (рис. 7) [105].

Не меньший научно-практический интерес пред-
ставляет исследование отдельных коротких G- 
или C-богатых олигонуклеотидов, способных образо-
вывать неканонические ДНК-структуры, а также их 
взаимодействия между собой. АСМ-визуализация 
таких последовательностей позволяет дополнить 
результаты традиционных методов исследова-
ния квадруплексов, таких, как круговой дихроизм, 
температурное плавление, ЯМР и др., морфологи-
ческими параметрами отдельных структур и их 
статистическим распределением. Тем не менее, 
АСМ-исследования неканонических структур ДНК 
из коротких олигонуклеотидов встречаются доста-
точно редко.

АСМ-исследование адсорбированного на по-
верхность слюды синтетического олигонуклеоти-
да, содержащего G-богатый CpG-мотив, выяви-
ло наличие гетерогенных структур с высотой от 1 
до 6 нм, которые, скорее всего, представляют со-
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Рис. 7. А – наблюдение образования отдельного G-квадруплекса и i-мотива. АСМ-изображения ДНК-рамок,  
содержащих G-тракты, необходимые для образования межнитевого G-квадруплекса в присутствии K+.  
Б – АСМ-изображения ДНК-рамок, содержащих C-тракты, необходимые для образования межнитевого 
i-мотива в кислой среде. Голубые и красные стрелки показывают разъединенные и соединенные (Х-образные) 
нити соответственно. Масштабные метки составляют 100 нм. Адаптировано с разрешения из [105].  
Copyright (2015) American Chemical Society
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бой G-квадруплексы и их агрегаты [106]. АСМ-
визуализация олигонуклеотидов, состоящих из 16 
теломерных повторов ТТАGGG, позволила сде-
лать вывод о том, что большинство таких оли-
гонуклеотидов образуют лишь два квадруплек-
са из четырех возможных, которые выглядели 
на АСМ-изображениях в виде бусин на нити [107]. 
G-квадруплексы из олигонуклеотидов d(G)10, d(TG9) 
и d(TG8T) образовывались лишь в Na+-содержащем 
растворе при большом времени инкубации или в К+-
содержащем растворе и выглядели как сферические 
агрегаты высотой 1.5–3 нм или нанопроволок (для 
d(G)10) [94].

АСМ-визуализация может также применяться 
для исследования взаимодействия отдельных не-
канонических структур ДНК с различными лиган-
дами. Изучение такого взаимодействия имеет боль-
шую актуальность в связи с предполагаемой ролью 
G-квадруплексов во многих внутриклеточных про-
цессах, а также с их потенциальным использова-
нием в качестве мишеней для противоопухолевых 
препаратов.

Например, при  изучении взаимодействия 
G-квадруплексов с полиаминами была визуали-
зирована агрегация G-квадруплексов: высота на-
блюдаемых структур при этом увеличивалась 
с 3 до 4–11 нм в зависимости от вида полиамина 
[108]. В другой серии АСМ-экспериментов показа-
но, что связывающийся с G-квадруплексами три-
азол-акридиновый лиганд GL15 стабилизирует 
и ускоряет формирование квадруплексов в Na+- 
и K+-содержащих растворах [109]. Показано также, 
что производные пролинамида могут селективно 
связываться и стабилизировать G-квадруплексы. 
АСМ-исследование показало, что производная трис-
пролинамида Pro-4 может направлять формирова-
ние структур из G-квадруплексов на основе c-MYC 
[110].

Из небольшого количества АСМ-исследований от-
дельных G-квадруплексов, образующихся из олиго-
нуклеотидов, и их ассоциатов можно сделать вывод 
о том, что основным осложняющим такие иссле-
дования обстоятельством является размер таких 
структур, находящийся вблизи предела разрешения 
АСМ на мягких объектах. Пространственное разре-
шение атомно-силового микроскопа зависит от ряда 
факторов, в числе которых радиус острия исполь-
зуемого кантилевера. Поэтому одним из способов 
увеличения разрешения на АСМ-изображениях яв-
ляется использование сверхострых кантилеверов. 
В настоящее время коммерчески доступны кан-
тилеверы, имеющие радиус кривизны до 1 нм [79, 
111]. Следует отметить, что природа подложки тоже 
может ограничивать разрешение атомно-силового 

микроскопа: например, образование солевой пленки 
на поверхности слюды может приводить к умень-
шению высоты адсорбированных структур ДНК 
на АСМ-изображениях и, как следствие, к ухудше-
нию контраста и уменьшению пространственного 
разрешения.

Применение сверхострых кантилеверов и ис-
пользование GM-модифицированной поверхности 
ВОПГ в качестве подложки зачастую позволяют 
улучшить качество структурного анализа биомоле-
кул с помощью АСМ [79, 80]. Данный подход, про-
иллюстрированный на рис. 8, применен в несколь-
ких исследованиях неканонических структур ДНК. 
С помощью АСМ проведен анализ полиморфизма 
квадруплексов, формирующихся в разных условиях 
из G-богатых олигонуклеотидов с разными длинами 
G-трактов и петель между ними [112]. Анализ мор-
фологии и гистограмм распределения по высотам 
визуализированных структур позволил различить 
от одного до четырех видов квадруплексов, форми-
руемых каждым из изучаемых олигонуклеотидов, 
и выявить закономерности формирования молеку-
лярных ассоциатов (мультимеров G-квадруплексов) 
из внутримолекулярных G-квадруплексов (рис. 9).

На модельных олигонуклеотидах – фрагмен-
тах генома человека, содержащих посередине 
G/C-богатый участок, с помощью АСМ показано 
возникновение синаптических контактов между 
молекулами ДНК за счет образования межмоле-
кулярных G-квадруплексов или i-мотивов [113]. 
Возникновением межмолекулярных i-мотивов объ-
ясняются структуры, формируемые одноцепочеч-
ными олигонуклеотидами СnT25 (n = 2, 5, 7, 9, 12, 
25) при pH 5.5, визуализированные с помощью АСМ 
(рис. 10) [114]. Такие структуры состоят из «ядра» 
(i-мотива) и выходящих из него «ножек». Эти струк-
туры могут представлять интерес в биоинженерии 
для синтеза молекулярных архитектур на основе 
ДНК.

АСМ-кантилевер

Слой  
модификатора 

ВОПГ

Поверхность 
ВОПГ

Рис. 8. Схематичное представление поверхности об-
разца для АСМ-исследования квадруплексов и ква-
друплекссодержащих структур на поверхности ВОПГ, 
модифицированного GM
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Рис. 9. АСМ-изображения и соответствующие гистограммы распределения по высотам двухтетрадных 
G-квадруплексов, сформированных после быстрого отжига в присутствии 10 мМ KCl (слева) и медленного от-
жига в присутствии 200 мМ KCl (справа). Масштабная метка 100 нм. Воспроизведено из [112] согласно лицензии 
CC BY 4.0 (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящее время для визуализации неканони-
ческих структур ДНК в основном используются 
такие методы, как флуоресцентная микроскопия, 
ПЭМ и АСМ. Флуоресцентная микроскопия по-
зволяет визуализировать G-квадруплексы, в том 
числе и в живых клетках, при этом визуализация 
осуществляется за счет флуоресцентной метки, 
связывающейся с ДНК-квадруплексом. Поэтому 
большое внимание уделяется разработке флуо-
рофоров, обладающих высокой селективностью 

к G-квадруплексам и хорошими оптическими свой-
ствами. Среди разновидностей флуоресцентной ми-
кроскопии, используемой для визуализации квадру-
плексов, стоит отметить микроскопию визуализации 
времени жизни флуоресценции и иммунофлуорес-
центную микроскопию. В последнем случае ис-
пользуются антитела к G-квадруплексам, которые 
усиливаются вторичными антителами с пришитыми 
флуоресцентными метками. В последние несколь-
ко лет флуоресцентная микроскопия предоставила 
большое количество данных, доказывающих су-
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ществование G-квадруплексов в живых клетках, 
при этом ДНК-квадруплексы локализованы в ос-
новном в ядрышке, а РНК-квадруплексы – в цито-
плазме клетки.

В отличие от флуоресцентной микроскопии, ПЭМ 
и АСМ способны визуализировать неканонические 
структуры ДНК без использования меток. Оба ме-
тода имеют сравнимое латеральное разрешение, 
при этом АСМ, в отличие от ПЭМ, обладает вы-
соким разрешением по высоте. С помощью ПЭМ 
и АСМ визуализирован ряд структур на основе не-
канонических структур, таких, как G- и R-петли, 
G-нанопроволоки. Для АСМ-визуализации обра-
зования и диссоциации отдельных квадруплексов 
и i-мотивов в режиме реального времени разрабо-
таны специальные подходы, использующие основан-
ные на технологии ДНК-оригами ДНК-нанорамки, 
в которые встроены олигонуклеотиды, способные 
образовывать неканонические структуры ДНК. Эти 
исследования позволили лучше понять влияние ус-
ловий, таких, как состав и концентрация ионов, pH, 

Рис. 10. АСМ-
изображения нано-
структур на основе 
i-мотивов, образо-
ванных следующими 
олигонуклеотидными 
последовательностя-
ми при pH 5.5: C

2
T

25 
(A); C

5
T

25 
(Б); C

7
T

25 
(В); 

C
9
T

25 
(Г); C

12
T

25 
(Д); 

C
25

T
25 

(Е). Масштабная 
метка 100 нм. Вос-
произведено из [114] 
согласно лицензии CC 
BY-NC 3.0 (https://
creativecommons.org/
licenses/by-nc/3.0/)
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расстояние между взаимодействующими фрагмен-
тами ДНК и пр., на образование G-квадруплексов 
или i-мотивов. АСМ- и ПЭМ-визуализация отдель-
ных неканонических структур ДНК и их небольших 
ассоциатов являются наиболее сложной с методи-
ческой точки зрения задачей, так как размер таких 
структур близок к разрешающей способности этих 
методов. Дальнейшее увеличение разрешающей 
способности АСМ в применении к исследованию не-
канонических структур ДНК представляется свя-
занным с использованием специальных подложек 
(например, модифицированного графита), а также 
с применением сверхострых кантилеверов. С при-
менением данного подхода визуализирован поли-
морфизм структур G-квадруплексов, а также об-
наружено возникновение синаптического контакта 
олигонуклеотидов за счет образования межмолеку-
лярных неканонических структур ДНК. 

Данная работа поддержана Российским научным 
фондом (проект № 22-23-00395).
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