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Аннотация 

В последнее время исследователи уделяют большое внимание изучению механизма 

самосборки короткоцепных пептидов (олигопептидов). Самосборка – это явление, при 

котором молекулы спонтанно образуют упорядоченную структуру. Особый интерес 

представляет способность к самосборке у олигопептидов на основе фенилаланина, кото-

рые открывают широкие возможности для создания новых функциональных материалов. 

В настоящей работе методом сканирующей зондовой микроскопии изучена самосборка 

дипептида L-аланил-L-фенилаланин в тонкой пленке под действием паров метанола. 

Охарактеризованы микро- и наноструктуры, образующиеся на поверхности аморфных 

пленок L-аланил-L-фенилаланина. Предложена методика контроля состояния поверхности 

пленок дипептида с помощью атомно-силовой спектроскопии. Полученные результаты 

могут быть использованы при разработке подходов для управляемой самосборки олиго-

пептидов с целью создания новых биосовместимых материалов и экологически чистых 

микро- и наноустройств для решения задач медицины, экологии, энергетики. 

Ключевые слова: дипептиды, самосборка, тонкие пленки, микроструктуры, нано-

структуры, атомно-силовая микроскопия 
 

Введение 

Молекулярная самосборка является одним из популярных способов полу-

чения микро- и наноструктур с различными свойствами. В результате спонтан-

ной организации молекул за счет нековалентных взаимодействий образуются 

стабильные и четко определенные структуры. Для получения биосовместимых 

материалов в качестве строительных блоков часто используют пептиды, липиды, 

нуклеиновые кислоты и сахариды [1]. При разработке интеллектуальных нано-

материалов интерес представляют короткоцепные олигопептиды благодаря своей 

относительно простой структуре и разнообразию аминокислотных остатков, вхо-

дящих в состав молекул [2]. 

В зависимости от химического состава и внешних условий олигопептиды 

способны формировать нановолокна [3], наностержни [4], нановезикулы [5], 

нанотрубки [6] и др. Такие структуры обладают уникальными оптическими [7], 
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механическими [8], пьезоэлектрическими [9] и другими физическими свойствами, 

что делает их популярными кандидатами для технологических приложений. 

Например, добавление нанотрубок на основе дипептида фенилаланил-фенилала-

нин в эпоксидную смолу привело к увеличению ее прочностных свойств по срав-

нению с немодифицированной смолой [6]. Гексагональные микротрубки на основе 

этого дипептида обладают свойствами оптического волновода [7]. Нанострук-

туры на основе олигопептидов являются биосовместимыми и используются в ка-

честве материалов для широкого круга биомедицинских применений [10]. Они 

нашли свое применение в процессах регенерации тканей, при создании биочипов 

и биосенсоров [11, 12], при разработке средств доставки противораковых препа-

ратов [13].  

Преимуществом наноструктур на основе олигопептидов является возмож-

ность их получения в «мягких» условиях при комнатной температуре [1], в то 

время как при изготовлении неорганических наноматериалов, таких как угле-

родные нанотрубки или кремниевые нанопроволоки, требуются высокие тем-

пературы, специальное оборудование, а в некоторых случаях необходимы чи-

стые помещения, что приводит к увеличению их стоимости [14]. 

Популярными способами получения наноструктур на основе олигопепти-

дов являются их кристаллизация из растворов [15], термическая обработка их 

тонких пленок [16], а также насыщение аморфных пленок, нанесенных на различ-

ные подложки, парами органических соединений [17]. Достоинством последнего 

способа является возможность получения кристаллических структур различной 

формы и размеров за счет варьирования природы органических паров или типа 

подложки. Тем не менее следует отметить, что к настоящему времени управление 

самосборкой молекул олигопептидов в тонких плёнках и предсказание морфоло-

гии поверхности и формы получаемых кристаллов остается сложной задачей [17]. 

В настоящей работе изучена самосборка дипептида L-аланил-L-фенилаланин 

в тонкой пленке. Для этого методом атомно-силовой микроскопии (АСМ) была 

изучена морфология поверхности пленок дипептида, нанесенных на кремниевые 

подложки методом капельного испарения из растворов в метаноле и гексафтори-

зопропаноле, до и после насыщения их парами метанола. Были определены гео-

метрические размеры образующихся структур. Формирование кристаллических 

структур подтверждено методом атомно-силовой спектроскопии (АСС). Полу-

ченные в ходе работы результаты могут быть полезны при разработке техноло-

гий создания органических наноструктур на основе олигопептидов для реше-

ния задач биомедицины, экологии, энергетики и др. 

1. Экспериментальная часть 

1.1. Объект исследования. В качестве объекта исследования был исполь-

зован дипептид L-аланил-L-фенилаланин (AlaPhe) (Bachem Lot#: 4001376), 

структурная формула которого представлена на рис. 1. В качестве подложки 

были использованы пластины монокристаллического кремния. 
 

1.2. Методика получения пленок дипептида L-аланил-L-фенилаланин. 

Растворы дипептида AlaPhe с концентрацией 1 мг/мл готовили растворением 

точной навески дипептида в метаноле и в гексафторизопропаноле.  
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Рис. 1. Структурная формула дипептида AlaPhe 

Аморфные пленки олигопептида AlaPhe получали путем нанесения 10 мкл 

свежеприготовленного раствора олигопептида на поверхность кремниевой 

подложки с последующим испарением растворителя. Сушку раствора на под-

ложке проводили двумя способами: методом принудительной сушки, который 

заключается в осушке порции раствора горячим воздухом [18], и при самостоя-

тельном испарении растворителя. 
 

1.3. Методика насыщения аморфных пленок дипептида парами мета-

нола. Для формирования наноструктур кремниевую подложку с нанесенной 

аморфной пленкой AlaPhe помещали в чашку Петри, содержащую 200 мкл мета-

нола таким образом, чтобы не было прямого контакта пленки с жидким раство-

рителем. Чашку Петри герметизировали и выдерживали при комнатной темпера-

туре в течение некоторого времени (от 10 мин до 1 сут). Непосредственно перед 

получением изображения поверхности методом атомно-силовой микроскопии 

пленки осушали в потоке воздуха с температурой 45°С.  
 

1.4. Получение изображений с помощью атомно-силовой микроскопии. 

Морфологию поверхности пленок дипептида AlaPhe до и после насыщения па-

рами метанола исследовали методом атомно-силовой микроскопии с использо-

ванием атомно-силового микроскопа Solver P47 Pro (НТ-МДТ, Россия). Изме-

рения проводили на воздухе в полуконтактном режиме с частотой от 114 до 

259 кГц и разрешением 512 точек на линию. Использовали стандартные крем-

ниевые кантилеверы NSG-11 (НТ-МДТ, Россия). Для управления микроскопом 

использовали программное обеспечение Nova (NT-MDT, Россия). Все изобра-

жения АСМ получены при комнатной температуре.  

Среднее квадратичное отклонение Rq (шероховатость поверхности) пленок 

определяли по методике, описанной в работе [19]. 
 

1.5. Исследование пленок и наноструктур дипептида с помощью атомно-

силовой спектроскопии. Методом атомно-силовой микроскопии в режиме сило-

вой спектроскопии (АСС) [19] были получены кривые подвода/отвода зонда к/от 

образца. Для исследования методом АСС был использован микроскоп Solver P47 

(НТ-МДТ, Россия). Применяли кремниевые кантилеверы CSG-11 с константой 

жесткости 3 Н/м. Для уменьшения ошибок, связанных с юстировкой и неточно-

стью в определении постоянной упругости кантилевера, серии экспериментов 

проводили одним и тем же зондом.  
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Рис. 2. АСМ-изображения пленок AlaPhe, полученных из раствора в MeOH (1 мг/мл) (а) 

и ГФИП (1 мг/мл) (б) методом самостоятельной сушки 

 

Рис. 3. АСМ-изображения пленок AlaPhe, полученных из раствора в MeOH (1 мг/мл) (а) 

и ГФИП (1 мг/мл) (б) методом принудительной сушки 

Силу адгезии (Fадг) между острием зонда и поверхностью образца рассчи-

тывали по формуле (1), отклонение кантилевера 
c  – по (2): 

адг
,

c c
F k            (1) 

tg ,c L             (2) 

где kc – константа упругости кантилевера, ΔL – величина изгиба балки кантиле-

вера при отрыве, α – угол наклона силовой кривой отвода АСС, характеризую-

щий жесткость образца. 

2. Результаты и их обсуждение 

Получены АСМ-изображения пленок AlaPhe, сформированных методом ка-

пельного испарения при самостоятельной (рис. 2) и принудительной сушке (рис. 3) 

из растворов в метаноле (MeOH) и гексафторизопропаноле (ГФИП). 

На пленке AlaPhe, полученной из раствора в MeOH в результате самостоя-

тельной сушки, наблюдаются сферические образования диаметром от 300 ± 5 

до 700 ± 10 нм (рис. 2, а). Среднеквадратичная шероховатость (Rq) на скане 

40 × 40 мкм2 составила 5 ± 0.1 нм. В случае пленки AlaPhe, полученной из рас-

твора в ГФИП методом самостоятельной сушки, на поверхности  присутствуют  

а) б) 

а) б) 
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Рис. 4. АСМ-изображения пленок AlaPhe, полученных из раствора в MeOH (1 мг/мл) (а) 

и ГФИП (1 мг/мл) (б) методом принудительной сушки после насыщения парами MeOH 

в течение 10 мин 

 

Рис. 5. АСМ-изображения пленок AlaPhe, полученных из раствора в метаноле (1 мг/мл) (а) 

и ГФИП (1 мг/мл) (б) методом принудительной сушки после насыщения парами мета-

нола в течение 30 мин 

отверстия диаметром от 0.5 до 2.5 мкм (рис. 2, б), вероятно, связанные с кол-

лапсом пузырьков, образующихся при испарении растворителя. Значение Rq 

на скане 40 × 40 мкм2 составило 3.9 ± 0.1. 

Пленки дипептидов, полученные методом принудительной сушки, более 

ровные (см. рис. 3). На всех поверхностях присутствуют отверстия, сформировав-

шиеся за счет коллапса пузырьков растворителя. Средняя шероховатость для всех 

поверхностей составляет 1–3 нм. Полученные пленки являются аморфными и мо-

гут быть использованы для получения микро- и наноструктур под действием па-

ров органических соединений [18].  

Полученные методом принудительной сушки аморфные пленки далее насы-

щали парами метанола в течение 10 мин (рис. 4). В результате такой обработки на 

поверхности пленки, полученной из раствора в MeOH, формировались кристалли-

ческие структуры с четко выраженными границами (рис. 4, а) на поверхности 

пленки, полученной из раствора в ГФИП, образовались зародыши (рис. 4, б).  

Увеличение времени насыщения аморфной пленки, полученной из раствора 

в метаноле, до 30 мин привело к формированию более крупных вытянутых кри-

сталлических структур с явно выраженными центрами кристаллизации (рис. 5, а). 

Длина сформировавшихся лучей составляет 10–15 мкм. На поверхности  пленки,  

а) б) 

а) б) 
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Рис. 6. АСМ-изображения пленок AlaPhe, полученных из раствора в MeOH (1 мг/мл) (а) 

и ГФИП (1 мг/мл) (б) методом принудительной сушки после насыщения парами MeOH 

в течение 60 мин 

полученной из раствора в ГФИП, образовались хаотично расположенные продол-

говатые кристаллические структуры длиной от 1 до 3 мкм и шириной 0.4–0.6 мкм 

(рис. 5, б). 

При насыщении пленки AlaPhe, полученной из раствора в метаноле, в тече-

ние 60 мин на поверхности формировались вытянутые волокна, направленные 

к центру кристаллизации (рис. 6, а). Насыщение пленки AlaPhe, сформирован-

ной из ГФИП, привело к образованию хорошо различимых волокнистых струк-

тур (рис. 6, б), состоящих из длинных тонких стержней шириной до 250 нм.  

Таким образом, установлено, что тип и форма образующихся структур на 

поверхности аморфной пленки дипептида AlaPhe в результате взаимодействия 

с парами метанола зависят: 1) от растворителя, используемого при получении 

пленки, и 2) от времени взаимодействия пленки с органическими парами. После 

10 мин насыщения на поверхности пленки, полученной из раствора в метаноле, 

формируются кристаллические структуры, в то время как на пленке, полученной 

из раствора в ГФИП, на поверхности успевают образоваться только зародыши 

кристаллов. После 30 мин насыщения парами метанола размер кристаллических 

структур увеличивается во всех изученных системах. Увеличение времени насы-

щения до 60 мин приводит к формированию крупных вытянутых кристалличе-

ских структур. В случае пленки AlaPhe из ГФИП на поверхности образуются 

волокнистые структуры, состоящие из стержней. 

Для оценки свойств поверхности пленки до и после воздействия паров ме-

танола был использован метод атомно-силовой спектроскопии (АСС). С помо-

щью метода АСС [20] были построены силовые кривые (см. рис. 7), на основа-

нии которых рассчитана Fадг между полученными микро- и наноструктурами 

и острием зонда. Для аморфных пленок AlaPhe, полученных методом принуди-

тельной сушки, сила адгезии составила 170–180 нН. Сила адгезии для пленок 

после насыщения парами метанола существенно уменьшилась и составила 70–

75 нН. Такое изменение величины адгезии связано с формированием кристал-

лических структур на поверхности пленок (рис. 5, 6). Таким образом, метод 

АСС позволяет качественно оценить изменение адгезионных свойств морфоло-

гии поверхности пленок до и после взаимодействия с парами органического 

соединения.  

а) б) 
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Рис. 7. Кривые, полученные в режиме атомно-силовой спектроскопии, для аморфной 

пленки AlaPhe 

Заключение 

В работе была предложена методика получения аморфных пленок дипеп-

тида L-аланил-L-фенилаланин из растворов в метаноле и гексафторизопропа-

ноле на поверхности кремниевой подложки. Показано, что в результате насы-

щения аморфных пленок L-аланил-L-фенилаланина парами метанола происходит 

формирование микро- и наноразмерных структур на их поверхности. При этом тип 

структуры и ее форма зависят как от растворителя, используемого для получения 

пленки, так и от времени взаимодействия ее с парами метанола. Установлено, что 

для получения микростержней на основе изученного дипептида предпочтитель-

нее использовать гексафторизопропанол в качестве растворителя при нанесении 

пленки дипептида на поверхность подложки. Продемонстрирована возможность 

метода атомно-силовой спектроскопии для определения аморфных участков 

пленки и кристаллических структур на основе олигопептидов. 
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Abstract 

The mechanism of self-assembly by short-chain peptides (oligopeptides) – the process by which 

their molecules spontaneously form an ordered structure – has received much attention recently. Self-

assembling phenylalanine oligopeptides have been of particular interest due to their potential as an effective 

aid in the design of new functional materials. This paper considers the results of an SPM study on the ability 

of L-alanyl-L-phenylalanine to self-assemble into a thin film under the action of methanol vapor. The micro- 

and nanostructures that develop on the surface of amorphous films of this dipeptide were characterized. 

A method for monitoring the state of the surface of dipeptide films using atomic force spectroscopy was 

proposed. The results obtained contribute to the development of approaches for the controlled self-

assembly of oligopeptides used to produce new biocompatible materials and environmentally friendly 

micro- and nanodevices that would help solve various problems in the medical, environmental, and energy 

fields. 

Keywords: dipeptides, self-assembly, thin films, microstructures, nanostructures, atomic force micros-
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Figure Captions 

Fig. 1. Structural formula of the dipeptide AlaPhe. 

Fig. 2. AFM images of the AlaPhe films obtained from the solution in MeOH (1 mg/mL) (a) and HFIP 

(1 mg/mL) (b) by self-drying. 

Fig. 3. AFM images of the AlaPhe films obtained from the solution in MeOH (1 mg/mL) (a) and HFIP 

(1 mg/mL) (b) by forced drying. 

Fig. 4. AFM images of the AlaPhe films obtained from the solution in MeOH (1 mg/mL) (a) and HFIP 

(1 mg/mL) (b) by forced drying after saturation with MeOH vapor for 10 min. 

Fig. 5. AFM images of the AlaPhe films obtained from the solution in methanol (1 mg/mL) (a) and 

HFIP (1 mg/mL) (b) by forced drying after saturation with methanol vapor for 30 min. 
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Fig. 6. AFM images of the AlaPhe films obtained from the solution in MeOH (1 mg/mL) (a) and HFIP 

(1 mg/mL) (b) by forced drying after saturation with MeOH vapor for 60 min. 

Fig. 7. Curves obtained in the atomic force spectroscopy mode for an amorphous AlaPhe film. 
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