
42

ISSN 2072-8352 Вестник МГОУ. Серия «Естественные науки» 2014 / № 4

УДК [579.6:576.348].086.3

Расулов М.М.1, Снисаренко Т.А.2, Кизликов И.Г.1
1 ГНЦ РФ «ГосНИИ химии и технологии

элементоорганических соединений», г. Москва
2 Московский государственный областной университет

ИССЛЕДОВАНИЯ ВОЗМОЖНОСТЕЙ ВИЗУАЛИЗАЦИИ ЦИТОСКЕЛЕТА 
БАКТЕРИЙ (ОБЗОР)

Аннотация. В обзорной статье приведены сведения о современном состоянии исследо-
ваний по визуализации строения бактерий. Показаны преимущества и недостатки опти-
ческих ловушек. Так, до сих пор отсутствуют однозначные данные о структурах, форми-
руемых белком FtsZ в клетках микоплазм. Иммуноэлектронная микроскопия не смогла 
дать однозначный ответ на этот вопрос, в связи с этим использование локализационной 
микроскопии для исследования этих структур должно принести уникальные данные и 
расширить наше понимание функционирования FtsZ в клетках микоплазм. Поэтому ме-
тод имммунофлуоресцентной локализационной микроскопии прокариотических клеток 
откроет совершенно новые возможности для исследования структуры прокариотических 
организмов, использование генной инженерии применительно к которым затруднено 
(как в случае с микоплазмами), с субдифракционным разрешением. Этот метод впослед-
ствии может быть применен к различным организмам и структурам в них.
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STUDY OF POSSIBILITY OF BACTERIA 
CYTOSKELETON IMAGING (REVIEW) 

Abstract. The review presents the data on the state of the art of bacteria structure imaging. 
Advantages and drawbacks of optical traps are demonstrated. Thus, till now unambiguous data 
on the structures formed by FtsZ albumin in mycoplasm cells have been absent. Immunoelectron 
microscopy could not give a definite answer to this question. Therefore an employment of 
microscopy to study the localization of these structures should bring unique data and expand 
our understanding of FtsZ functioning in mycoplasm cells. Consequently, immunofluorescence 
localization microscopy of procariotic cells will open entirely new possibilities to investigate the 
structure of procariotic organisms, for which the application of genetic engineering is hindered 
(as in the case of mycoplasms), with sub-diffraction resolution. In the future this method may 
be applied to various organisms and their structures. 
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Бактерии Mycoplasmahominis не 

имеют клеточной стенки и являют-

ся одним из самых малых по размеру 

и объему генома живых организмов, 

известных науке. Они являются об-

лигатными клеточными паразитами 

и способны вызывать целый ряд за-

болеваний у человека, среди которых 

артрит [10; 30], менингит [21; 36-37], 

простатит [7] и другие [13; 16; 35]. 

Микоплазменная инфекция часто яв-

ляется причиной постоперационных 

осложнений [20; 39], а в некоторых 

случаях может приводить и к смер-

тельному исходу [24]. Также микоплаз-

мы часто являются причиной воспа-

лительных заболеваний мочеполовой 

системы [40] и могут являться причи-

ной репродуктивных проблем, в том 

числе бесплодия [1; 29]. Кроме того, 

имеются данные о том, что микоплаз-

мы могут вызывать злокачественное 

перерождение клеток, в том числе при-

водящее к раку простаты [3; 26-27; 31], 

а также придавать раковым клеткам 

устойчивость к химиотерапии [18]. 

При этом отсутствие клеточной стен-

ки делает микоплазмы невосприимчи-

выми к целому ряду антибиотиков.

Понимание молекулярных меха-

низмов функционирования клеток 

Mycoplasmahominis, в том числе про-

цесса деления и поддержания формы 

клетки, может позволить найти мише-

ни для создания новых антибиотиков, 

эффективных против этих бактерий. 

Кроме того, такое исследование имеет 

безусловный фундаментальный ин-

терес, так как микоплазмы являются 

наиболее простым организмом, из-

вестным на сегодняшний день, в связи 

с чем они являются идеальным объек-

том для исследования наиболее фун-

даментальных клеточных процессов, 

в том числе деления и поддержания 

формы клетки. Инфекция эукариоти-

ческих клеток микоплазмами также 

представляет серьезную проблему при 

их культивировании в научных лабо-

раториях по всему миру, снижая каче-

ство получаемых результатов и приво-

дя к артефактам [2; 34]. Более полное 

понимание жизнедеятельности этих 

бактерий приблизит решение и этой 

проблемы.

Долгое время считалось, что бак-

териальные клетки не имеют цито-

скелета. Однако в начале 1990-х гг. 

эта точка зрения была поставлена под 

сомнение, когда гомологи тубулина 

(белки FtsZ) были найдены у целого 

ряда бактерий [4; 5]. Эти белки, по-

добно тубулинам эукариот, в присут-

ствии ГТФ оказались способны к по-

лимеризации in vitro с образованием 

филаментов [25]. Было показано, что 

белки FtsZ формируют кольцевую 

структуру (Z-кольцо), играющую клю-

чевую роль в делении прокариотиче-

ских клеток [23]. Гены FtsZ найдены 

у представителей всех групп эубакте-

рий, включая микоплазмы (Mollicutes), 

у нескольких архебактерий (Archaea), 

а также в хлоропластах растений [6]. 

Однако при этом обнаружены и ис-

ключения. Например, гены FtsZ не вы-

явлены в полностью секвенированных 

геномах внутриклеточного паразита 

Chlamydia trachomatis [33], архебак-

терии Aeropyrum pernix [19] и уроге-

нитальной микоплазмы Ureaplasma 

urealyticum (parvum) [11]. Основная 

функция белка FtsZ в клетке – участие 

в цитокинезе [5]. Предполагают, что 

кольцо сжатия, или Z-кольцо, в деля-

щихся клетках бактерий формируется 

за счет полимеризации FtsZ. В связи с 

отсутствием у микоплазм клеточной 



44

ISSN 2072-8352 Вестник МГОУ. Серия «Естественные науки» 2014 / № 4

стенки поддержание формы клетки 

также является чрезвычайно важной 

задачей, ключевую роль в решении 

которой может играть белок FtsZ. Дан-

ный белок может в связи с этим слу-

жить чрезвычайно перспективной ми-

шенью для создания специфических 

ингибиторов и, соответственно, новых 

антибиотиков. В связи с этим структу-

ры, формируемые белком FtsZв клет-

ках M. hominis на различных стадиях 

клеточного цикла, представляют боль-

шой фундаментальный и практиче-

ский интерес.

Оптическая ловушка эффективно 

используется в экспериментах по ис-

следованию механических свойств 

мембран. Известно, что при прикла-

дывании достаточной силы из мембра-

ны можно вытянуть так называемую 

мембранную тубулярную структуру 

(МТС) – тонкую мембранную трубку 

цилиндрической формы. Первые экс-

перименты по втягиванию МТС про-

водились на искусственно созданных 

человеком фосфолипидных везикулах 

и позволяли измерять вязкость липид-

ного бислоя мембраны [38].

Использование оптической ловуш-

ки в качестве главного инструмента из-

мерений позволило с высокой точно-

стью измерять силу, необходимую для 

вытягивания трубки из мембраны. Для 

создания мембранной ТС, в экспери-

ментах к внешней мембране клетки за 

счет специфического или неспецифи-

ческого взаимодействия прикрепляет-

ся микросфера, которая захватывается 

лазером оптической ловушки. Затем, 

за счет силы, генерируемой лазером, 

микросфера отделяется от клетки, от-

тягивая за собой липидный мембран-

ный бислой, в результате чего между 

шариком и клеткой вытягивается тон-

кая мембранная трубка – МТС. За счет 

детектирования смещения микросфе-

ры из ловушки измеряется сила, дей-

ствующую на микросферу со стороны 

МТС (силу натяжения МТС). Зависи-

мость силы от удлинения МТС носит 

линейный характер для прокариоти-

ческих клеток, а для эукариотических 

обладает пиком в начале удлинения, а 

затем падает до постоянного значения, 

по мере удлинения мембранной труб-

ки [14; 17].

Такие мембранные трубки, помимо 

искусственно созданных мембранных 

пузырьков, также были успешно из-

влечены из живых эукариотических 

клеток (красные клетки крови [15], 

нейронные конусы роста [8] и наруж-

ные волосковые клетки внутреннего 

уха [22]), и прокариотических клеток 

(E.coli) [17]. Механические свойства 

клеточных мембран играют важную 

роль во многих клеточных процессах, 

среди которых деление, движение [9], 

эндо- и экзоцитоз [28], реакция на ос-

мотический стресс [32] и другие. Кро-

ме того, исследователям удалось свя-

зать изменения натяжения мембраны с 

такими важными с практической точ-

ки зрения процессами, как дифферен-

циация стволовых клеток и развитие 

способности к метастазированию у ра-

ковых клеток [12]. В связи с этим био-

физика клеточных мембран является 

чрезвычайно перспективной областью 

исследований как с фундаментальной, 

так и с практической точек зрения.

Разработана методика измерения 

механических свойств клеточных мем-

бран при помощи оптической ловушки 

за счет образования МТС. Эта мето-

дика позволяет измерять натяжение и 

вязкость мембраны, однако она может 

быть существенно улучшена за счет 
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измерения жесткости мембраны на из-

гиб. Как показывают теоретические вы-

кладки [14], этот параметр может быть 

получен исходя из радиуса МТС. Од-

нако разрешение оптического микро-

скопа не позволяет напрямую измерить 

этот параметр (радиус МТС составляет 

не более 300 нм), в связи с чем требуют-

ся специальные методы его оценки. Для 

этого могут быть использованы изо-

бражения МТС в режиме дифференци-

ального интерференционного контра-

ста (ДИК), в котором интенсивность 

изображения определяется градиентом 

оптической толщины образца. 

Характер метода ДИК не позволя-

ет отличить изменения интенсивно-

сти, связанные с поглощением света 

и градиентом оптической плотности, 

однако эта информация может быть 

получена из изображения объекта в 

режиме светлого поля. Кроме того, по-

глощение МТС пренебрежимо мало 

в связи с малыми размерами и низ-

ким коэффициентом поглощения. 

Для осуществления подобных коли-

чественных измерений необходимо 

осуществить калибровку, для чего ис-

пользуют микросферы из полистирола 

и стекла различных размеров. В ходе 

работ будет создан алгоритм обработ-

ки изображений объекта, позволяю-

щий определить оптическую толщи-

ну объекта. Имеющиеся в литературе 

данные позволяют сделать обоснован-

ные предположения о коэффициента 

преломления вещества, составляюще-

го МТС, что позволит оценить по оп-

тической толщине истинную толщину 

МТС и сделать выводы о жесткости 

клеточной мембраны на изгиб. Разра-

ботка такого метода будет полезна не 

только при исследовании искусствен-

но сформированных МТС, но и также 

при исследовании естественных мем-

бранных образований. 

До сих пор отсутствуют однознач-

ные данные о структурах, формируе-

мых белком FtsZ в клетках микоплазм. 

Иммуноэлектронная микроскопия не 

смогла дать однозначный ответ на этот 

вопрос, в связи с этим использование 

локализационной микроскопии для 

исследования этих структур должно 

принести уникальные данные и рас-

ширить наше понимание функциони-

рования FtsZ в клетках микоплазм.

Кроме того, метод иммунофлуо-

ресцентной локализационной микро-

скопии прокариотических клеток, от-

кроет совершенно новые возможности 

для исследования структуры прокари-

отических организмов, использование 

генной инженерии применительно к 

которым затруднено (как в случае с 

микоплазмами), с субдифракционным 

разрешением. Этот метод впослед-

ствии может быть применен к различ-

ным организмам и структурам в них, 

для этого необходимо лишь получение 

соответствующих первичных антител.
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