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1. Цели освоения дисциплины 
Целями освоения дисциплины «Методы биофизических исследований» являются овладение студентами современными теоретическими знаниями по физико-химическим методам исследования биологических систем, освоение теоретических основ и ознакомление с экспериментальными оптическими методами исследования биологических систем.
2. Место дисциплины в структуре ООП 
Данная дисциплина относится к основным дисциплинам вариативной части цикла Б.3 (профессиональный). Для изучения курса «Методы биофизических исследований» студентам необходимо владеть знаниями по физике, химии, математике, основам информатики, биофизике, биохимии, физиологии человека и животных. Изучение дисциплины «Методы биофизических исследований» необходимо студентам для последующего прохождения практики, выполнения курсовых и выпускных бакалаврских работ, а также в дальнейшем для обучения в магистратуре и различных сферах деятельности, связанных с исследовательской и научной работой.
3. Требования к результатам освоения дисциплины 
Процесс изучения дисциплины направлен на формирование, углубление и развитие следующих общих и профессиональных компетенций: ОПК-1, ОПК-2, а так же специальных компетенций профиля «Биофизика».
ОПК-1 - демонстрирует базовые представления о строении, функционировании, особенностях биологических систем всех уровней организации жизни; 

ОПК-2 - применяет современные экспериментальные методы работы с биологическими объектами в лабораторных условиях, навыки работы с современной аппаратурой;

ППК-9 - владеет знаниями теоретических основ, современных достижений и проблем биофизики, в том числе биофизики возбудимых систем, биофотоники, фотобиологии, радиобиологии; владеет методами экспериментальной биофизики (оптическими, электрофизиологии, радио- и дозиметрическими), биоинформатики, математического моделирования биологических процессов и использует их в научно-исследовательской деятельности, в также в прикладной деятельности в области медицинской диагностики (при наличии соответствующего сертификата), фармацевтики, экологического мониторинга, радиобиологии, медицинской и ветеринарной биофизики, биотехнологии.
В результате освоения дисциплины обучающийся должен:

- Знать:

основные теоретические основы экспериментальных оптических методов исследования биосистем
 - Уметь:

использовать современные методы биофизических исследований при постановке исследовательских задач
 - Владеть:

навыками безопасной работы с современной оптической аппаратурой и постановки экспериментов
4. Структура и содержание дисциплины «Методы биофизических исследований»
Общая трудоемкость дисциплины составляет 2 зачетные единицы 72 часа.
Виды занятий: лекционные, практические, самостоятельная работа студентов: подготовка к коллоквиуму и зачету.

Структура дисциплины
	№

п/п
	Раздел

Дисциплины
	Семестр
	Неделя семестра
	Виды учебной работы, включая самостоятельную работу студентов и трудоемкость (в часах)
	Формы текущего контроля успеваемости (по неделям семестра)

Форма промежуточной аттестации (по семестрам)

	
	
	
	
	Лекции


	Практические 

занятия
	Самостоятельная работа
	Экзамен
	

	1
	Введение
	5
	1
	1
	
	
	
	

	2
	Спектрофотометрические методы исследования, их классификация
	5
	1-2
	3
	2
	4
	
	

	3
	Количественный и качественный анализ по спектрам поглощения
	5
	3
	1
	
	
	
	

	4
	Исследование спектров поглощения в ультрафиолетовой (УФ) области спектра
	5
	3
	1
	
	
	
	

	5
	Инфракрасная спектрофотометрия (ИК-спектрофотометрия)
	5
	4
	2
	
	
	
	

	6
	Люминесцентный анализ
	5
	5
	2
	2
	6
	
	Коллоквиум

	7
	Использование лазерного излучения для исследования биологических объектов
	5
	6
	2
	
	
	
	

	8
	Методы анализа по фотометрии пламени
	5
	7
	2
	2
	4
	
	

	9
	Спектрополяриметрический метод анализа
	5
	8
	2
	
	
	
	

	10
	Методы радиоспектроскопии
	5
	9
	2
	2
	4
	
	

	11
	Методы регистрации электрических характеристик клеток
	5
	10
	2
	2
	4
	
	

	12
	Применение ионселективных электродов (ИСЭ) в биологических исследованиях
	5
	11
	2
	2
	4
	
	

	13
	Изучение электрических свойств бислойных липидных мембран (БЛМ)
	5
	12
	2
	2
	4
	
	

	14
	Полярографический метод анализа
	5
	13
	2
	
	
	
	Коллоквиум

	15
	Метод ультрацентрифугирования
	5
	14
	2
	
	
	
	

	
	ИТОГО
	
	72
	28
	14
	30
	
	Зачет


5. Образовательные технологии

При освоении дисциплины образовательный процесс включает теоретическую и практическую подготовку студентов. Проведение лекций направлено на теоретическую подготовку  и базируется на использовании  иллюстративного материала в форме слайдов. Коллоквиумы направлены не только на контроль знаний, но и на формирование профессиональной адаптации и опыта профессиональной деятельности с формированием поведенческой модели. В обязательном порядке предусматривается самостоятельная работа студентов с возможностью доступа к Интернет-ресурсам. 
6. Учебно-методическое обеспечение самостоятельной работы студентов. Оценочные средства для текущего контроля успеваемости, промежуточной аттестации по итогам освоения дисциплины.

Самостоятельная работа студентов включает работу в читальном зале библиотеки, в учебных кабинетах (лабораториях) и в домашних условиях, с доступом к ресурсам Интернет. Самостоятельная работа подкреплена учебно-методическим и информационным обеспечением, включающим учебники, учебно-методические пособия, конспекты лекций, журналы.
Вопросы к коллоквиуму
1. Введение. Особенности биологического объекта и специфические требования к методам исследования в биологии. 

2. Спектрофотометрические методы исследований, их классификация. Краткая история развития методов. Основные характеристики: точность, скорость, чувствительность. Основы абсорбционной спектрофотометрии. Оптический спектр электромагнитного излучения. Атомные спектры, молекулярные спектры (электромагнитные, колебательные и вращательные спектры). Законы поглощения света (закон Ламберта-Бера). Условия возбуждения спектров поглощения. Основные требования к источнику возбуждения спектров. Основные параметры спектров поглощения.

3. Количественный и качественный анализ по спектрам поглощения. Анализ многокомпонентных систем. Дифференциальная спектрофотометрия. Особенности фотометрии биологических объектов. Низкотемпературная спектрофотометрия. Метод производных спектров поглощения. Исследование спектров поглощения биологических объектов в видимой области спектра. Качественный и количественный анализ по спектрам поглощения в видимой области спектра. Принципиальная блок-схема призменного спектрофотометра. Классификация спектральных приборов (разрешающая способность приборов).

4. Исследование спектров поглощения в ультрафиолетовой области (УФ) спектра.
Устройство УФ-спектрофотометра. Спектрофотометрическое определение реакции окисления-восстановления, качественное определение SH-групп в белках, измерение спектров поглощения аминокислот и нуклеиновых кислот.

5. Инфракрасная спектрофотометрия (ИК-спектрофотометрия). Схема проведения и техника инфракрасной спектрофотометрии. Качественный и количественный анализ по ИК-спектрам. Применение методов ИК-спектрофотометрии в биологии.

6. Люминесцентный анализ. Определение и классификация явлений люминесценции. Основы метода флуоресцентной спектрофотометрии. Спектры флуоресценции атомов, простых и сложных молекул. Энергетический и квантовый выходы флуоресценции, длительность флуоресценции. Процессы тушения флуоресценции. Экспериментальные методы регистрации и исследования спектров флуоресценции. Блок-схема установки для исследования спектров флуоресценции биологических объектов. Флуоресцентные зонды (красители) и их использование в анализе.

7. Использование лазерного излучения для исследования биологических объектов.
Основные типы лазеров и особенности действия мощного лазерного излучения на биологические системы. Принципы работы оптических квантовых генераторов (лазеров). Специфика лазерного излучения. Устройство оптического квантового генератора. Абсорбционная лазерная спектрофотометрия (стационарная и импульсная). Методы регистрации быстрых биологических процессов. Основные свойства лазерного излучения: монохроматичность, когерентность, направленность и яркость. Основные группы лазеров: твердотельные лазеры (на кристаллах и стеклах), газовые лазеры, жидкостные лазеры (лазеры на красителях), полупроводниковые лазеры, химические лазеры, лазеры на центрах окраски, лазеры на свободных электронах. Выходные параметры лазеров: мощность, энергия излучения, длина волны излучения. Режимы работы лазеров: непрерывный и импульсный, режим свободной генерации, режим модулированной добротности, режим синхронизации мод. Особенности действия лазерного излучения на биологические объекты. Применение лазерного излучения в биологии и медицине. Методы импульсной лазерной флуориметрии.

8. Методы анализа по фотометрии пламени. Основные принципы метода пламенной фотометрии. Физико-химические процессы, происходящие в пламени при введении в него вещества. Спектры поглощения и излучения элементов в пламени. Абсорбционная и эмиссионная фотометрия пламени. Блок-схемы установок для абсорбционной и эмиссионной фотометрии пламени. Качественный и количественный анализ биологических объектов методом пламенной спектрофотометрии. Точность и чувствительность методов.

9. Спектрополяриметрический метод анализа. Явление дисперсии оптической активности. Дисперсия оптического вращения. Линейный и круговой дихроизм. Спектры линейного и кругового дихроизма. Поляризационные свойства молекул биологического происхождения. Методы измерения вращения плоскости поляризации. Блок-схема спектрополяриметра. Полутеневой поляриметр или сахариметр Лорана. Электрополяриметры и микрополяриметры. Дисперсия оптической активности белков, полипептидов и нуклеиновых кислот.

10. Методы радиоспектроскопии.  Радиоспектроскопия и ее место среди других методов исследования структуры биологических объектов. Ядерный магнитный резонанс (ЯМР) и ядерный (
 -резонанс (ЯГР). Ядерный спин. Макроскопическое описание ядерного магнитного резонанса. Ядерная магнитная релаксация. Спин-решеточная и спин-спиновая релаксация. Уравнение Блоха. Основные характеристики сигналов ЯМР: ширина линии, химический сдвиг.

Методы регистрации ЯМР. Блок-схема установки ЯМР высокого разрешения (ЯМР-спектроскопия широких линий). Импульсная Фурье спектроскопия. Применение ЯМР в биологических исследованиях. Метод (
-резонансной спектроскопии. Информативность. Принцип работы ЯГР-спектрометра. Применение в изучении биологических объектов.

11. Методы регистрации электрических характеристик клеток. Экстраклеточная и внутриклеточная регистрация биопотенциалов. Микроэлектродные методы измерения мембранного потенциала клеток. Метод фиксации мембранного потенциала. Измерение электрического сопротивления, емкости и вольт-амперных характеристик биомембран. Кабельные свойства клеток. Способы определения межклеточной электрической связи. 

Типы микроэлектродов и электродов сравнения. Изготовление и заполнение микроэлектродов, их калибровка. Физические свойства микроэлектродов (электрическое сопротивление, емкость, потенциал кончика электрода). Нелинейные электрические характеристики микроэлектродов. Системы раздражения клеток и тканей (электростимуляторы и др. системы). Системы для регистрации электрических характеристик клеток и тканей (усилители биопотенциалов, регистрирующие приборы). Системы для введения микроэлектродов.

12. Применение ионселективных электродов (ИСЭ) в биологических исследованиях. Ионселективные электроды (ИСЭ): твердые (гомогенные и гетерогенные), жидкостные и пленочные. Электроды анионообменники и катионообменники, энзимные и нейтральные комплексообразователи. Схемы устройства ионселективных электродов. Электродные функции и селективность. Особенности использования ИСЭ в биологических исследованиях. Определение мембранного потенциала клеток по распределению проникающих катионов с помощью ИСЭ. Потенциометрическое определение рН и активности К+, Nа+, Са2+, NН4+ и других ионов с помощью ИСЭ.

13. Изучение электрических свойств бислойных липидных мембран (БЛМ).
Получение БЛМ. Определение чисел переноса, ионной специфичности и электрической емкости БЛМ. Регистрация токов через одиночный ионный канал. Снятие пробойных характеристик. Определение внутримембранной разности электрических потенциалов на основе электрических характеристик БЛМ.

14. Полярографический метод анализа. Теоретические основы полярографическонго метода. Основные параметры “полярографических волн”: потенциал полуволны, высота полярографической волны, величина предельного тока. Качественный и количественный полярографический анализ. Основные методы полярографии: классическая полярография с использованием ртутного капельного электрода, осциллографическая и переменнотоковая полярография. Инверсионная полярография (с предварительным накоплением): амальгамная полярография (с накоплением в виде амальгамы) и пленочная полярография (с накоплением в виде металлов, продуктов редокс-реакций, малорастворимых веществ). Дифференциальный и разностный методы полярографии. Приборы для полярографического анализа: постояннотоковые и переменнотоковые. Применение полярографии в биологии.

15. Метод ультрацентрифугирования. Общие принципы ультрацентрифугирования. Метод скорости седиментации. Уравнение для коэффициента седиментации и молекулярного веса. Зависимость коэффициента седиментации от концентрации вещества. Метод поступательной диффузии. Коэффициент поступательной диффузии и способы его определения. Использование метода скорости седиментации и поступательной диффузии для анализа конформации биологических молекул. Определение молекулярных масс биологических макромолекул методом сочетания седиментации и диффузии. Первая формула Сведберга. Метод седиментационного равновесия и его использование для определения молекулярных масс биологических макромолекул. Вторая формула Сведберга. Оптические методы ультрацентрифугирования. Рефрактометрические системы: Шлирен-система Филпота-Свенсона (метод шлирендиаграммы) и интерференционная система Рэлея. Абсорбционный метод ультрацентрифугирования. Краткие сведения об ультрацентрифугах, роторах и кюветах.
Вопросы к зачету
1. Спектры поглощения. Спектрофотометрический анализ биологических объектов.

2. Основы абсорбционной и эмиссионной спектрофотометрии.

3. Основные законы поглощения света (закон Бугера-Ламберта-Бера).

4. Условия возбуждения спектров поглощения. Требования к источнику возбуждения спектров. Основные параметры спектров возбуждения и поглощения.

5. Основы качественного и количественного анализа по спектрам поглощения. Анализ многокомпонентных систем.

6. Особенности фотометрии биологических объектов. Дифференциальная спектрофотометрия. Низкотемпературная спектрофотометрия.

7. Метод производных спектров поглощения и его применение.

8. Исследования спектров поглощения биологических объектов в видимой области спектра.

9. Качественный и количественный анализ.

10.  Устройство и принцип работы призменного спектрофотометра. Классификация спектральных приборов. Технические особенности.

11.  Исследование спектров поглощения в ультрафиолетовой области. Определение реакции окисления и восстановления.

12.  Исследование белков, нуклеиновых кислот по спектрам поглощения в УФ-области.

13.  Принцип устройства и работы УФ-спектрофотометра.

14.  Качественный и количественный анализ по инфракрасным спектрам (ИК-спектрофотометрия).

15.  Особенности применения ИК-спектроскопии в биологии.

16.  Основы метода флуоресцентной спектроскопии. (Спектры флуоресценции атомов, простых и сложных молекул).

17.  Энергетический и квантовый выходы флуоресценции.

18.  Временные переходы флуоресценции (длительность флуоресценции). Процессы тушения флуоресценции.

19.  Устройство и принцип работы экспериментальной установки для регистрации спектров флуоресценции.

20.  Флуоресцентные зонды в исследовании биологических мембран.

21.  Принцип работы оптических квантовых генераторов (лазеров). Типы лазеров и их устройство.

22.  Специфика лазерного излучения и его применение для биологических исследований.

23.  Особенности действия лазерного излучения на биологические объекты.

24.  Основные принципы методы фотометрии пламени. Абсорбционная и эмиссионная фотометрия. Качественный и количественный анализ.
7. Учебно-методическое и информационное обеспечение дисциплины 
а) основная литература

1. Практикум по физико-химическим методам в биологии. М., Изд-во МГУ, 1981.

2. Дисперсия оптической активности и круговой дихроизм в органической химии. М., Наука, 1970.

3. Звелто О. Принципы лазеров. М., Мир, 1984

4. Пущин А.Г., Федин Э.И. Ядерный магнитный резонанс: основы и применение. М., Мир, 1980.

5. Первис Р. Микроэлектродные методы исследования внутриклеточной активности и ионофореза. М., Мир, 1983.

6.
Байбулеску Г., Комофрец В. Применение ионселективных электродов в органическом анализе. М., Мир, 1980.

7.
Брук Б.С. Полярографичекие методы анализа. М., Энергия, 1972.

8.
Современные методы биофизических исследований. Под ред. А.Б.Рубина. М. Высшая школа, 1988.

б) дополнительная литература 
1. Веллюз Л., Легран М., Грожан М. Оптический круговой дихроизм. М., Мир, 1967.

2. Физические методы исследования белков и аминокислот. М., Наука, 1967.

3. Бови Р.А. ЯМР высокого разрешения макромолекул. М., Химия, 1977.

4. Иванов И.Д. Полярография белков , энзимов и аминокислот. М., Изд-во АН СССР, 1961.

5. Ионселективные электроды. /Под ред. Р.Дарста/, М., Мир, 1973.

6. Давид Х. Введение в биофизику. М., Мир, 1982.

7. Камман К. Работа с ионселективными электродами. М., Мир, 1980.

8. Опритов В.А., Калинин В.А., Ретивин В.Г. Теоретические основы и методы изучения биофизических процессов у растений. Учебное пособие. Горький, 1979.

9. Фрайфельдер Д. Физическая биохимия. М., Мир, 1980.
10. Маршелл Э. Биофизическая химия. М., Мир, т.1 и 2, 1981.
8. Материально-техническое обеспечение дисциплины
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