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Îñîáåííîñòè ñòðóêòóðû âàêóîëè ðàñòèòåëüíîé êëåòêè

Îáñóæäàþòñÿ ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ îñîáåííîñòåé ñòðîåíèÿ âàêóîëÿðíûõ ìåìáðàí ðàñòèòåëü-
íûõ êëåòîê. Èññëåäîâàíèå ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè, ÷òî ïîçâîëèëî ïðè
ñêàíèðîâàíèè âûÿâëÿòü íà ïðåïàðàòàõ èçîëèðîâàííûõ âàêóîëåé ìåìáðàííûå òðóáêè è âåçèêóëû. Ìåìá-
ðàííûå òðóáêè íàáëþäàëè âíóòðè è ñíàðóæè âàêóîëè, à ïðè ñêàíèðîâàíèè ÷åðåç ðàâíûå ïðîìåæóòêè
âðåìåíè âûÿâëÿëè ïåðåìåùåíèå âåçèêóë âìåñòå ñ ìåìáðàííûìè òðóáêàìè. Ïðè ñêàíèðîâàíèè íà ðàç-
ëè÷íûõ ðàññòîÿíèÿõ îò ïîäëîæêè â âåðõíåé îáëàñòè èçîëèðîâàííîé âàêóîëè íàáëþäàëè ó÷àñòêè ôëóî-
ðåñöåíöèè âûñîêîé èíòåíñèâíîñòè. Ïîëó÷åíû ðàñïðåäåëåíèÿ çíà÷åíèé îáîáùåííîé ïîëÿðèçàöèè (GP)
ôëóîðåñöåíöèè ëàóðäàíà äëÿ ðàçëè÷íûõ ó÷àñòêîâ âàêóîëÿðíîé ìåìáðàíû. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ìèêðîâÿç-
êîñòü ýòèõ îáëàñòåé âûñîêîé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ñóùåñòâåííî îòëè÷àåòñÿ îò ìèêðîâÿçêîñòè
îñòàëüíîé ÷àñòè ìåìáðàíû.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: âàêóîëè ðàñòèòåëüíûõ êëåòîê, ñòðîåíèå âàêóîëÿðíîé ìåìáðàíû, êîíôîêàëü-
íàÿ ìèêðîñêîïèÿ, ôëóîðåñöåíòíûå çîíäû, ìåìáðàííûå òðóáêè, ìèêðîâÿçêîñòü ìåìáðàí.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÍÑ — 8-àíèëèíî-1-íàôòàëèíñóëüôîíîâàÿ êèñëîòà, ÃÓÂ — ãèãàíò-
ñêèå óíèëàìåëëÿðíûå (îäíîñëîéíûå) âåçèêóëû, ÈÔ — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè, ÌÒÑ — ìåìá-
ðàííûå òðóá÷àòûå ñòðóêòóðû, GP — îáîáùåííàÿ ïîëÿðèçàöèÿ.

Îäíîé èç ïðèíöèïèàëüíûõ îñîáåííîñòåé ðàñòèòåëü-
íîé êëåòêè ÿâëÿåòñÿ íàëè÷èå â íåé öåíòðàëüíîé âàêóîëè,
êîòîðàÿ â çðåëîì ñîñòîÿíèè ìîæåò çàíèìàòü á *îëüøóþ
÷àñòü îáúåìà êëåòêè. Îñíîâíûå ôóíêöèè âàêóîëè çàêëþ-
÷àþòñÿ â ó÷àñòèè â ïðîöåññàõ èîííîãî ãîìåîñòàçà öèòî-
çîëÿ, çàïàñàíèÿ ïåðâè÷íûõ è âòîðè÷íûõ ìåòàáîëèòîâ,
îñìîòè÷åñêîé ðåãóëÿöèè, äåòîêñèêàöèè êñåíîáèîòèêîâ,
ôîðìèðîâàíèÿ çàùèòíûõ îòâåòíûõ ðåàêöèé êëåòîê, íà-
ïðèìåð ìåòàáîëè÷åñêèõ ðåàêöèé íà òîêñèíû, è â ïðîöåñ-
ñàõ çàïðîãðàììèðîâàííîé êëåòî÷íîé ñìåðòè (Àíäðååâ,
2001, 2012).

Âàêóîëü ðàñòèòåëüíîé êëåòêè ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé àê-
òèâíî ôóíêöèîíèðóþùóþ îðãàíåëëó, ñïîñîáíóþ ê äèíà-
ìè÷íûì ìîðôîëîãè÷åñêèì ïåðåñòðîéêàì. Âàêóîëÿðíàÿ
ñèñòåìà ðàñòèòåëüíîé êëåòêè îòëè÷àåòñÿ ñëîæíîé àðõè-
òåêòîíèêîé. Èçâåñòíî, íàïðèìåð, ÷òî ìåìáðàíû âàêóîëåé
îïîñðåäóþò ïðîöåññû òðàíñìåìáðàííîãî òðàíñïîðòà
(Íóðìèíñêèé è äð., 2011, 2012). Íåêîòîðûå ñïåöèàëèñòû
ðåãèñòðèðîâàëè èíâàãèíàöèè âàêóîëÿðíîé ìåìáðàíû, ñî-
ïðîâîæäàþùèåñÿ îòäåëåíèåì âåçèêóë (Sheahan et al.,
2007; Assani et al., 2009). Óñòàíîâëåíî, ÷òî ÷åðåç âàêóîëü
ïðîõîäÿò ìíîãî÷èñëåííûå öèòîïëàçìàòè÷åñêèå òÿæè, ñî-
åäèíåííûå ñ âàêóîëÿðíîé ìåìáðàíîé è îãðàíè÷åííûå
ìåìáðàíîé (Íóðìèíñêèé è äð., 2012). Ïðîñëåæèâàåòñÿ

ñâÿçü âàêóîëè ñ ýëåìåíòàìè öèòîñêåëåòà (Sheahan et al.,
2007; Gao et al., 2009), à èìåííî ñ àêòèíîâûìè ìèêðîôè-
ëàìåíòàìè (Sheahan et al., 2007). Óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðè
ïîäãîòîâêå êëåòêè ê äåëåíèþ ïðîèñõîäÿò ïðåîáðàçîâàíèÿ
â ñòðîåíèè âàêóîëÿðíîé ìåìáðàíû (Sheahan et al., 2007).
Âàêóîëü íàèáîëåå àêòèâíà ïðè ïîãëîùåíèè êëåòêîé ðàç-
ëè÷íûõ ñîåäèíåíèé ïóòåì ïèíîöèòîçà (Etxeberria et al.,
2013). Îíà àêòèâíî ðåàãèðóåò íà ðàçëè÷íûå âèäû îñìîòè-
÷åñêîãî ñòðåññà (Assani et al., 2009).

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî âàêóîëÿðíàÿ ìåìáðàíà õà-
ðàêòåðèçóåòñÿ âûñîêîé óïîðÿäî÷åííîñòüþ ëèïèäîâ, ïðè-
ñóòñòâóþùèõ â íåé â âèäå ó÷àñòêîâ ñâîáîäíîãî æèäêîãî
ëèïèäíîãî áèñëîÿ è ó÷àñòêîâ, ñâÿçàííûõ ñ ìåìáðàííûìè
áåëêàìè. Èçâåñòíî, ÷òî â âàêóîëÿðíîé ìåìáðàíå ïðåîáëà-
äàþò ïîëÿðíûå ëèïèäû ñ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì íåíàñû-
ùåííûõ æèðíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ. Ïðåîáëàäàíèå òàêèõ
ëèïèäîâ ïðèäàåò ìåìáðàíå âûñîêóþ ýëàñòè÷íîñòü è ïî-
íèæåííóþ ìèêðîâÿçêîñòü (Ìàêàðåíêî, Ñàëÿåâ, 1998).
Ñðàâíèòåëüíî íåäàâíî â âàêóîëÿðíîé ìåìáðàíå áûëè îá-
íàðóæåíû ëèïèäíûå äîìåíû (ðàôòû), îáëàäàþùèå áîëåå
ïëîòíîé óïàêîâêîé ëèïèäîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ îñòàëüíîé
÷àñòüþ ìåìáðàíû (Ozolina et al., 2013). Îäíàêî äåòàëè
óëüòðàñòðóêòóðû âàêóîëÿðíîé ìåìáðàíû è åå ðîëü â
àäàïòàöèè ê ñòðåññîâûì âîçäåéñòâèÿì îñòàþòñÿ íåäîñòà-
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òî÷íî èññëåäîâàííûìè. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûëî ïðåä-
ïðèíÿòî èññëåäîâàíèå ìîðôîëîãèè âàêóîëÿðíîé ìåìáðà-
íû è åå ñòðóêòóðíûõ îñîáåííîñòåé â íîðìå è ïðè îñìîòè-
÷åñêîì ñòðåññå ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Îáúåêòàìè èññëåäîâàíèÿ áûëè èçîëèðîâàííûå âàêóî-
ëè êëåòîê êîðíåïëîäà ñòîëîâîé ñâåêëû Beta vulgaris L.
ñîðòà Áîðäî, âûðàùåííîé íà îïûòíîì ó÷àñòêå ÑÈÔÈÁÐ
ÑÎ ÐÀÍ. Äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ áûëè èñïîëüçîâàíû êîðíå-
ïëîäû, íàõîäÿùèåñÿ â ñòàäèè ïîêîÿ, êîòîðûå õðàíèëè â
îâîùåõðàíèëèùå ïðè 4—5 °Ñ. Ïîëó÷åíèå èçîëèðîâàí-
íûõ âàêóîëåé îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ìîäèôèöèðîâàí-
íîé ìèêðîîáúåìíîé ìåòîäèêè (Ñàëÿåâ è äð., 1981) â ðàñò-
âîðå, ñîäåðæàùåì 300 ìÌ KCl, 10 ìÌ ÝÄÒÀ, 25 ìÌ
Na2PO4, pH 8.0, b-àëàíèí (650 ìîñì/êã–1 H2O).

Èññëåäîâàëè âëèÿíèå îñìîòè÷åñêîãî ñòðåññà íà ìîð-
ôîëîãè÷åñêèå îñîáåííîñòè âàêóîëÿðíîé ìåìáðàíû. Èçî-
ëèðîâàííûå âàêóîëè ïîìåùàëè â ðàñòâîðû ñ ðàçëè÷íûì
îñìîòè÷åñêèì äàâëåíèåì, â ñëó÷àå ãèïåðòîíè÷åñêîãî è
ãèïîòîíè÷åñêîãî ñòðåññîâ — 760 è 530 ìîñì/êã–1 H2O ñî-
îòâåòñòâåííî. Ïðè ïîìåùåíèè èçîëèðîâàííûõ âàêóîëåé â
èçîòîíè÷åñêèé (ïî îòíîøåíèþ ê ðàñòâîðó âûäåëåíèÿ)
ðàñòâîð ñ÷èòàëè, ÷òî ìåìáðàíû íå ïîäâåðãàþòñÿ îñìîòè-
÷åñêîìó ñòðåññó. Âåëè÷èíó îñìîòè÷åñêîãî äàâëåíèÿ îöå-
íèâàëè íà îñìîìåòðå ÎÌÊÀ 1Ö-01 (Ðîññèÿ).

Äëÿ âèçóàëèçàöèè ìåìáðàíû è åå ýëåìåíòîâ, äëÿ
îöåíêè ôàçîâîãî ñîñòîÿíèÿ ìåìáðàí èçîëèðîâàííûõ âà-
êóîëåé, à òàêæå äëÿ îöåíêè ìèêðîâÿçêîñòè áèñëîÿ ïðèìå-
íÿëè êîíôîêàëüíóþ ìèêðîñêîïèþ (êîíôîêàëüíûé ëþìè-
íåñöåíòíûé ñêàíèðóþùèé ëàçåðíûé ìèêðîñêîï MicroTi-
me 200; PicoQuant GmbH, Ãåðìàíèÿ) è ôëóîðåñöåíòíûå
çîíäû. Áûëè èñïîëüçîâàíû ñëåäóþùèå ôëóîðåñöåíòíûå
çîíäû: ëàóðäàí (2-(äèìåòèëàìèíî)-6-äîäåêàíîèëíàôòà-
ëèí), ÀÍÑ (8-àíèëèíî-1-íàôòàëèíñóëüôîíîâàÿ êèñëîòà),
áèñ-ÀÍÑ è äèôåíèëãåêñàòðèåí (ÄÔÃ). Àíàëèç äåéñòâèÿ
îñìîòè÷åñêîãî ñòðåññà íà âàêóîëÿðíóþ ìåìáðàíó ïðîâî-
äèëè êàê íà îòäåëüíûõ îïòè÷åñêèõ ñðåçàõ, òàê è â äèíà-
ìèêå, â êàæäîì ñëó÷àå íà îäíîì êîíêðåòíîì ïðåïàðàòå.

Îäèí èç íàèáîëåå äîñòóïíûõ ìåòîäîâ îöåíêè ìèêðî-
âÿçêîñòè ëèïèäíîé ñîñòàâëÿþùåé ìåìáðàíû ïðåäïîëàãà-
åò èçìåðåíèå îáîáùåííîé ïîëÿðèçàöèè (GP) ôëóîðåñöåí-
öèè çîíäà, âíîñèìîãî â ëèïèäíóþ ñîñòàâëÿþùóþ ìåìá-
ðàíû. Íåêîòîðûå çîíäû, íàïðèìåð ëàóðäàí (Gaus et al.,
2006), ôëóîðåñöèðóþò â ðàçëè÷íûõ îáëàñòÿõ ñïåêòðà â
çàâèñèìîñòè îò îâîäíåííîñòè ñèñòåìû, à èìåííî â çàâè-
ñèìîñòè îò íàëè÷èÿ ñâîáîäíûõ ìîëåêóë âîäû â ëèïèäíîé
ñîñòàâëÿþùåé ìåìáðàíû.

Àêòèâíîå èñïîëüçîâàíèå ëèïîôèëüíîãî çîíäà ëàóð-
äàí áûëî îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî ïîëîæåíèå ìàêñèìóìîâ
åãî ýìèññèè îïðåäåëÿåòñÿ ñîîòíîøåíèåì æèäêî- è òâåð-
äîôàçíûõ îáëàñòåé â ìåìáðàíå. Ýòî ñîîòíîøåíèå îöåíè-
âàëîñü ïî âåëè÷èíå GP ôëóîðåñöåíöèè çîíäà. Äëÿ ñâÿçû-
âàíèÿ çîíäà ñ âàêóîëÿðíîé ìåìáðàíîé ê ñóñïåíçèè èçîëè-
ðîâàííûõ âàêóîëåé äîáàâëÿëè ëàóðäàí, ðàñòâîðåííûé â
ìåòàíîëå, äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 10 ìêÌ. Ñóñïåíçèþ
èíêóáèðîâàëè ïðè 20 � 2 °C â òå÷åíèå 10 ìèí è àíàëèçè-
ðîâàëè íà êîíôîêàëüíîì ìèêðîñêîïå. Âåëè÷èíó GP äëÿ
êàæäîãî ïèêñåëÿ ïîëó÷åííîãî èçîáðàæåíèÿ âàêóîëÿðíîé
ìåìáðàíû ðàññ÷èòûâàëè àâòîìàòè÷åñêè ñ ïîìîùüþ îðè-
ãèíàëüíîé ïðîãðàììû (Áàðàíîâ è äð., 2014). Âñå âåëè÷è-
íû GP ñóììèðîâàëè è ðàññ÷èòûâàëè ñðåäíþþ âåëè÷èíó è
ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå. Êðîìå òîãî, ñ ïîìîùüþ ïðî-

ãðàììû ñòðîèëè ãèñòîãðàììó ðàñïðåäåëåíèÿ âåëè÷èí GP
äëÿ ïèêñåëåé, õàðàêòåðèçóþùèõñÿ èíòåíñèâíîñòüþ ôëó-
îðåñöåíöèè (ÈÔ), ïðåâûøàþùåé îïðåäåëåííûé ïðåäåë.
Âàæíîñòü ââåäåíèÿ òàêîãî ïðåäåëà îáóñëîâëåíà íåîáõî-
äèìîñòüþ ïðè ðàñ÷åòå âåëè÷èí GP ó÷èòûâàòü òîëüêî ÿðêî
ôëóîðåñöèðóþùèå ïèêñåëè, ñîîòâåòñòâóþùèå ìåìáðàíå,
è íå ó÷èòûâàòü ôîí. Ìåòîäèêà ðàñ÷åòà GP ôëóîðåñöåí-
öèè ìåìáðàííûõ çîíäîâ ïðè òåõíîëîãèè êîíôîêàëüíîé
ìèêðîñêîïèè ïîäðîáíî îïèñàíà íàìè ðàíåå (Ozolina
et al., 2013).

Â ýêñïåðèìåíòàõ ñ èñïîëüçîâàíèåì ôëóîðåñöåíòíûõ
çîíäîâ ÀÍÑ (èëè áèñ-ÀÍÑ) è ÄÔÃ çîíä äîáàâëÿëè ê ñóñ-
ïåíçèè èçîëèðîâàííûõ âàêóîëåé â êîíöåíòðàöèè 10 ìêÌ
â 10%-íîì äèìåòèëñóëüôîêñèäå èëè òåòðàãèäðîôóðàíå
ñîîòâåòñòâåííî. Ïîñëå 30 ìèí èíêóáàöèè ñóñïåíçèþ àíà-
ëèçèðîâàëè íà êîíôîêàëüíîì ìèêðîñêîïå, êîëè÷åñòâåííî
îöåíèâàÿ ÈÔ çîíäà. ÈÔ îïðåäåëÿëè ïî êîëè÷åñòâó ôîòî-
íîâ, ðåãèñòðèðóåìûõ îò äàííîãî ñåãìåíòà èññëåäóåìîãî
îáðàçöà. Ïðè ýòîì èñïîëüçîâàëè ìåòîä ðåãèñòðàöèè âðå-
ìåíè çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè (fluorescence lifetime ima-
ging microscopy — FLIM), à òàêæå ëàâèííûé ôîòîäèîä
äëÿ ðåãèñòðàöèè åäèíè÷íûõ ôîòîíîâ (single-photon ava-
lanche diode — SPAD), âñòðîåííûé â êîíôîêàëüíûé ìèê-
ðîñêîï.

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û: ëàóðäàí, ÀÍÑ è
áèñ-ÀÍÑ ÄÔÃ (Sigma-Aldrich, ÑØÀ). Îñòàëüíûå ðåàêòè-
âû (KCl, ÝÄÒÀ, Na2PO4, b-àëàíèí è äð.) — îòå÷åñòâåííî-
ãî ïðîèçâîäñòâà (ÇÀÎ «Õèìðåàêòèâñíàá»), ñ êâàëèôèêà-
öèåé õ. ÷.

Äëÿ ðàñ÷åòà ìèêðîâÿçêîñòè èñïîëüçîâàëè ìåòîäèêó,
îñíîâàííóþ íà âû÷èñëåíèè çíà÷åíèé GP ôëóîðåñöåíöèè
ëàóðäàíà â êàæäîì ïèêñåëå, ñîîòâåòñòâóþùåì ñâåòÿùåé-
ñÿ îáëàñòè èçîáðàæåíèÿ. Òàêàÿ ìåòîäèêà ïðåäïîëàãàëà
ïîñòðîåíèå ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ çíà÷åíèé GP
ôëóîðåñöåíöèè ëàóðäàíà. Íà ãèñòîãðàììå ïðåäñòàâëÿëè
ñðåäíèå àðèôìåòè÷åñêèå çíà÷åíèÿ âåëè÷èí è èõ ñòàíäàð-
òíûå îòêëîíåíèÿ. Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó äàííûõ
ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Excel.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Âèçóàëèçàöèþ ñòðóêòóð âàêóîëÿðíîé ìåìáðàíû ìû
îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíûõ çîíäîâ (ÀÍÑ,
ëàóðäàí). Óñòàíîâëåíî, ÷òî ìåìáðàíû âàêóîëåé, èçîëèðî-
âàííûå â èçîòîíè÷åñêîì ïî îòíîøåíèþ ê êëåòî÷íîìó
ñîêó êîðíåïëîäîâ ðàñòâîðå, îêðàøèâàþòñÿ ãåòåðîãåííî.
Ïðè ýòîì ÈÔ çîíäîâ íåîäèíàêîâà íå òîëüêî íà ðàçëè÷-
íûõ ó÷àñòêàõ ìåìáðàíû, íî è äëÿ ðàçëè÷íûõ âàêóîëåé.
Ïî íàøèì äàííûì, äëÿ ðàçëè÷íûõ âàêóîëåé ÈÔ ðàçëè÷à-
åòñÿ â 2—3 ðàçà.

Ïðè èññëåäîâàíèè ïðåïàðàòîâ èçîëèðîâàííûõ âàêóî-
ëåé âî âñåõ ñëó÷àÿõ îò÷åòëèâî ðåãèñòðèðîâàëèñü ýëåìåí-
òû òîíîïëàñòà (ðèñ. 1), âåçèêóëû è îáúåêòû, êîòîðûå
âíåøíå èìåþò âèä íèòåé, ÿâëÿþùèåñÿ, ïî-âèäèìîìó,
òðóá÷àòûìè òðàíñâàêóîëÿðíûìè íèòÿìè (tubular-like tran-
svacuolar strands) (Reisen et al., 2005). Âîçìîæíî, êàæäàÿ
èç ýòèõ íèòåé ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ìåìáðàííóþ òðóá÷à-
òóþ ñòðóêòóðó (ÌÒÑ). Òàêèå ñòðóêòóðû, èäåíòèôèöèðî-
âàííûå â êëåòî÷íûõ ýêñòðàêòàõ, êàê ïîëàãàþò íåêîòîðûå
àâòîðû (Dabora, Sheetz, 1988), îòâåòñòâåííû çà ôîðìèðî-
âàíèå òóáóëîâåçèêóëÿðíîé ñåòè (tubulovesicular network)
êëåòêè. Âåçèêóëÿðíûå ñòðóêòóðû, îòïî÷êîâûâàþùèåñÿ
îò âàêóîëÿðíîé ìåìáðàíû, è íèòåîáðàçíûå ñòðóêòóðû
âíóòðè âàêóîëåé ðàíåå áûëè îáíàðóæåíû íà ìåìáðàíàõ
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äðóãèõ ðàñòèòåëüíûõ êëåòîê (Assani et al., 2009; Oda et al.,
2009).

Èçâåñòíî, ÷òî âàêóîëü ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé àêòèâíóþ
îðãàíåëëó ðàñòèòåëüíîé êëåòêè. Åñòü äàííûå î òîì, ÷òî
îíà ïðèîáðåòàåò ñëîæíóþ àðõèòåêòóðó â ïðîöåññå ïîäãî-
òîâêè ê êëåòî÷íîìó äåëåíèþ. Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî âà-
êóîëè êëåòîê â êóëüòóðå ïðîòîïëàñòîâ Arabidopsis thalia-
na èìåþò âåñüìà ñëîæíîå ñòðîåíèå, ïðè ýòîì îáðàçóþòñÿ
òàê íàçûâàåìûå òðàíñâàêóîëÿðíûå íèòè. Ïîëàãàþò, ÷òî
òàêèå ïðåîáðàçîâàíèÿ ñâÿçàíû ñ àêòèíîâûìè ôèëàìåíòà-
ìè (Sheahan et al., 2007).

Ñ íàøåé òî÷êè çðåíèÿ, èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿþò ýôôåê-
òû âëèÿíèÿ îñìîòè÷åñêîãî ñòðåññà íà ñîñòîÿíèå ìåìáðà-
íû è ôîðìèðîâàíèå âåçèêóë. Èçâåñòíî, íàïðèìåð, ÷òî
ôîðìèðîâàíèå âåçèêóë îïèñàíî â êëåòêàõ ýïèäåðìèñà
ëóêà ïðè îñìîòè÷åñêîì ñòðåññå (Assani et al., 2009). Õà-
ðàêòåðíî, ÷òî ïðè ýòîì ýêçîöèòîçíûå âåçèêóëû ïîëíî-
ñòüþ íå îòäåëÿëèñü îò ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû, à îñòà-
âàëèñü ñîåäèíåííûìè ñ íåþ òîíêîé íèòüþ, èñõîäÿùåé èç
ìåìáðàíû. Òàêàÿ ñâÿçü âåçèêóëû ñ ìåìáðàíîé, êàê ïðåä-
ïîëàãàþò, âàæíà äëÿ óñïåøíîãî ïðîõîæäåíèÿ ïîñëåäóþ-
ùåãî äåïëàçìîëèçà (Assani et al., 2009). Îòïî÷êîâûâàíèå
âåçèêóë îò ìåìáðàíû èçîëèðîâàííîé âàêóîëè, íàáëþäàâ-
øååñÿ â íàøåì èññëåäîâàíèè, ïðîèñõîäèëî, ñêîðåå âñåãî,
ïî òèïó ëèáî ýíäîöèòîçà, ëèáî ýêçîöèòîçà, è â ýòèõ ñëó-
÷àÿõ âåçèêóëû íàáëþäàëèñü êàê âíóòðè, òàê è ñíàðóæè
âàêóîëåé.

Íàèáîëåå èíòåðåñíûìè, ñ íàøåé òî÷êè çðåíèÿ, áûëè
íåîäíîêðàòíûå íàáëþäåíèÿ â äèíàìèêå ïîëíîãî ðàñïàäà
ìåìáðàí âàêóîëåé ñ îáðàçîâàíèåì ìíîæåñòâà âåçèêóë.
Îáùåèçâåñòíî, ÷òî ïîäîáíûé ðàñïàä ÿâëÿåòñÿ åñòåñòâåí-
íûì ïðè îñìîòè÷åñêèõ âîçäåéñòâèÿõ. Â íàøåì ñëó÷àå îí
ïðîèñõîäèë â óñëîâèÿõ êàê ãèïåð-, òàê è ãèïîîñìîòè÷å-
ñêîãî âîçäåéñòâèÿ. Íàãëÿäíûé ïðèìåð êîíå÷íîãî ðåçóëü-
òàòà ðàñïàäà ìåìáðàíû âàêóîëè íà ìíîæåñòâî âåçèêóë
ïðè ãèïåðîñìîòè÷åñêîì âîçäåéñòâèè ïðåäñòàâëåí íà
ðèñ. 2. Çäåñü ïðåäñòàâëåíî èçîáðàæåíèå, ïîëó÷åííîå â
ìîìåíò, êîãäà âåðõíÿÿ ÷àñòü âàêóîëè óæå ïîëíîñòüþ îò-

ñóòñòâóåò (ëîïíóëà), à ôîêóñíàÿ ïëîñêîñòü êîíôîêàëüíî-
ãî ìèêðîñêîïà íàõîäèòñÿ íà ðàññòîÿíèè 5 ìêì îò
ïîäëîæêè, ãäå è íàáëþäàåòñÿ êîëüöî èç âåçèêóë, ëåæà-
ùèõ íà äíå. Êàê ïîêàçàëè íàáëþäåíèÿ, ïðîâåäåííûå â äè-
íàìèêå íà îäíèõ è òåõ æå ïðåïàðàòàõ, íàðóøåíèå öåëîñò-
íîñòè ìåìáðàíû íå âñåãäà ïðèâîäèëî ê ðàñïàäó âàêóîëè.
Ïðè âîçíèêíîâåíèè ëîêàëüíîãî äåôåêòà ìåìáðàíû âà-
êóîëü òåðÿëà ÷àñòü âíóòðåííåãî ñîäåðæèìîãî, ò. å. ÷àñòü
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Ðèñ. 1. Êîíôîêàëüíûå èçîáðàæåíèÿ èçîëèðîâàííûõ âàêóîëåé, ìå÷åííûõ ôëóîðåñöåíòíûìè çîíäàìè — ÀÍÑ (à) è ëàóðäàíîì (á).

Îïòè÷åñêèå ñðåçû íà ðàññòîÿíèè 5 ìêì îò ïîâåðõíîñòè ïîäëîæêè. Â — âåçèêóëû, Ì — ìåìáðàíà, Í — «òðàíñâàêóîëÿðíûå íèòè». Îá. 60�, ìàñøòàá-
íûå îòðåçêè — 10 ìêì.

Ðèñ. 2. Ðåçóëüòàò ðàñïàäà ìåìáðàíû èçîëèðîâàííîé âàêóîëè
íà ìíîæåñòâî âåçèêóë ïðè âîçäåéñòâèè ãèïåðîñìîòè÷åñêîãî

ñòðåññà.

Çîíä — ëàóðäàí; îïòè÷åñêèé ñðåç íà ðàññòîÿíèè 5 ìêì îò ïðåäìåòíîãî
ñòåêëà. Îá. 60�, ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 10 ìêì.



ìåìáðàííûõ òðóáîê ìîãëà âûõîäèòü íàðóæó, à çàòåì ìåñ-
òî äåôåêòà «çàëå÷èâàëîñü» è öåëîñòíîñòü ìåìáðàíû âîñ-
ñòàíàâëèâàëàñü.

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ â èññëåäîâàíèÿõ áèîëîãè÷åñêèõ
ìåìáðàí áîëüøîå âíèìàíèå óäåëÿåòñÿ ñòðóêòóðàì öèëèí-
äðè÷åñêîé ôîðìû, òàê íàçûâàåìûì ìåìáðàííûì òðóá-
êàì, ñ äèàìåòðîì îò íåñêîëüêèõ äåñÿòêîâ äî íåñêîëüêèõ
ñîòåí íàíîìåòðîâ (Roux, 2013). Ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî
ìíîãèå êëåòî÷íûå ïðîöåññû, íàïðèìåð ýíäîöèòîç è ñëèÿ-
íèå êëåòîê, ñîïðÿæåíû ñ ôîðìèðîâàíèåì òàêèõ ìåìáðàí-
íûõ ñòðóêòóð. Ñóùåñòâóåò ãèïîòåçà, îáúÿñíÿþùàÿ ôîð-
ìèðîâàíèå òàêèõ ÌÒÑ â ïðîöåññå ýíäîöèòîçà (Lollike,
Lindau, 1999). Ïîçæå áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî â íåêîòîðûõ
ñëó÷àÿõ â ïðîöåññå ýíäîöèòîçà âåçèêóëà íå ïðåòåðïåâàåò
ïîëíîãî îòäåëåíèÿ îò öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû, à
îñòàåòñÿ ñâÿçàííîé ñ íåé òîíêîé (~20 íì) ìåìáðàííîé
òðóáêîé (Duman et al., 2002). Ôóíêöèè ÌÒÑ ïîêà íåÿñíû.
Åñòü ëèøü ïðåäïîëîæåíèÿ î òîì, ÷òî îíè ó÷àñòâóþò â
ïðîöåññàõ âíóòðèêëåòî÷íîãî è ìåæêëåòî÷íîãî òðàíñïîð-
òà (Dautry-Vasart, Luini, 2003; Rustom et al., 2004). Íåîá-
õîäèìî ïîëó÷èòü îáúÿñíåíèå ìåõàíèçìîâ ôîðìèðîâàíèÿ
è çàêîíîìåðíîñòåé ïîâåäåíèÿ ÌÒ â êëåòêå.

Â ýêñïåðèìåíòàõ, ïðîâåäåííûõ ñ ãèãàíòñêèìè óíèëà-
ìåëëÿðíûìè (îäíîñëîéíûìè) âåçèêóëàìè (ÃÓÂ, ñîîòâåò-
ñòâóåò àíãë. giant unilamellar vesicles — GUVs), áûëî ïðî-
äåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî ôîðìèðîâàíèå ÌÒÑ çàâèñèò îò
òåìïåðàòóðû è ñîñòàâà ëèïèäîâ (Sakuma et al., 2013).
Áûëî ïðåäïîëîæåíî, ÷òî îáðàçîâàíèå ýòèõ ñòðóêòóð ñâÿ-
çàíî ñ áàëàíñîì íàòÿæåíèÿ ìåìáðàíû âåçèêóëû (ñïîíòàí-
íîå íàòÿæåíèå) è ñ àñèììåòðè÷íûì ðàñïðåäåëåíèåì ëè-
ïèäîâ ñ ôîðìîé ìîëåêóëû â âèäå îáðàòíîãî êîíóñà âî
âíóòðåííåì è íàðóæíîì ñëîÿõ ìåìáðàíû âåçèêóëû (Saku-
ma et al., 2013).

Â èòîãå èññëåäîâàíèÿ íåêîòîðûõ ïðèðîäíûõ è èñêóñ-
ñòâåííûõ ìåìáðàííûõ ñèñòåì áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÌÒÑ
îáðàçóþò ðàçâåòâëåííóþ òðàíñïîðòíóþ ñåòü, â ôîðìèðî-
âàíèè êîòîðîé ó÷àñòâóþò ñîêðàòèòåëüíûå áåëêè öèòîñêå-
ëåòà (Dabora, Sheetz, 1988; Farsad, de Camilli, 2003). Íà-
ïðèìåð, â ýêñïåðèìåíòàõ ñ ÃÓÂ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè
ôîðìèðîâàíèè ÌÒ ïðîèñõîäèò äèíàìè÷åñêàÿ êëàñòåðèçà-
öèÿ ñîêðàòèòåëüíîãî áåëêà êèíåçèíà (Koster et al., 2003).

Â ëèòåðàòóðå åñòü òàêæå äàííûå î âëèÿíèè ýëåìåíòîâ öè-
òîñêåëåòà íà ñòðîåíèå ìåìáðàíû. Ýòè äàííûå áûëè ïîëó-
÷åíû êàê íà èñêóññòâåííûõ, òàê è íà ïðèðîäíûõ
ìåìáðàíàõ. Ïðè èññëåäîâàíèè ÃÓÂ ïîêàçàíî, íàïðèìåð,
÷òî àêòèíîâûå ñåòè, ñâÿçàííûå ñ ìåìáðàíîé, ñàìè ïî ñåáå
ìîãóò äåòåðìèíèðîâàòü âðåìÿ è ìåñòî ôîðìèðîâàíèÿ
ìèêðîäîìåíîâ ìåìáðàí (Liu, Fletcher, 2006). Ïîêàçàíî
òàêæå, ÷òî â êëåòêàõ æèâîòíûõ òðàíñìåìáðàííûå áåëêè
ñîâìåñòíî ñ áåëêàìè öèòîñêåëåòà ñïîñîáíû ïðè îïðåäå-
ëåííûõ óñëîâèÿõ îáúåäèíÿòü ëèïèäû ìåìáðàí â êðóïíûå
ìèêðîäîìåíû (Neumann et al., 2010).

Â íàøåì èññëåäîâàíèè áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî äëèíà
ÌÒÑ âàðüèðóåò â øèðîêèõ ïðåäåëàõ è ìîæåò äîñòèãàòü
áîëåå 300 ìêì, ÷òî â íåñêîëüêî ðàç ïðåâûøàåò ñðåäíèé
äèàìåòð âàêóîëè — 60 ìêì (ðèñ. 3). Ïîñðåäñòâîì ìåòîäà
öåéòðàôåðíîãî ñêàíèðîâàíèÿ áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî âå-
çèêóëû, ñâÿçàííûå ñ ÌÒÑ, ìîãóò ïåðåìåùàòüñÿ â ïðî-
ñòðàíñòâå îòíîñèòåëüíî çàêðåïëåííûõ ê ïîäëîæêå èçîëè-
ðîâàííûõ âàêóîëåé (ðèñ. 4). Ýòî ïåðåìåùåíèå ìîæåò
áûòü îáúÿñíåíî ëèáî äâèæåíèåì âåçèêóë ïî ÌÒÑ, ëèáî
ñìåùåíèåì öåëèêîì ÌÒÑ ñ çàêðåïëåííûìè ê íåé âåçèêó-
ëàìè. Â ïîñëåäíåì ñëó÷àå, âîçìîæíî, ïðîèñõîäèò èçìå-
íåíèå äëèíû ÌÒÑ.

Ëîãè÷íî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îáíàðóæåííûå íàìè òà-
êèå ýëåìåíòû ìåìáðàííîé ñòðóêòóðû, êàê âåçèêóëû
(ðèñ. 1, 4) è ÌÒÑ (ðèñ. 3), ó÷àñòâóþò â ðåàëèçàöèè íåêî-
òîðûõ ôóíêöèé êëåòêè (íàïðèìåð, òðàíñïîðòíîé ôóíê-
öèè). Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îáíàðóæåííûå íàìè
òðóá÷àòûå ñòðóêòóðû èìåþò ëèïèä-áåëêîâóþ ïðèðîäó,
ïîñêîëüêó îíè õîðîøî îêðàøèâàþòñÿ èñïîëüçóåìûìè
íàìè ìåìáðàííûìè çîíäàìè è îáëàäàþò òàêîé æå ìèêðî-
âÿçêîñòüþ, êàê è ñàìà âàêóîëÿðíàÿ ìåìáðàíà (ìèêðîâÿç-
êîñòü îöåíèâàëè ïî çíà÷åíèÿì îáîáùåííîé ïîëÿðèçà-
öèè — GP — ôëóîðåñöåíöèè ëàóðäàíà; äàííûå íå ïðèâî-
äÿòñÿ). Êðîìå òîãî, ó÷èòûâàÿ äàííûå î íàëè÷èè
äèíàìè÷åñêîé âçàèìîñâÿçè öèòîñêåëåòà êàê ñ âàêóîëüþ
(Sheahan et al., 2007; Gao et al., 2009), òàê è ñ ÌÒÑ (Dabo-
ra, Sheetz, 1988; Farsad, de Camilli, 2003), ìû ïðåäïîëàãà-
åì, ÷òî îáíàðóæåííûå íàìè ñòðóêòóðû âàêóîëÿðíîé ìåì-
áðàíû îïðåäåëåííûì îáðàçîì ñâÿçàíû ñ ýëåìåíòàìè öè-
òîñêåëåòà.
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Ðèñ. 3. Ìåìáðàííûå òðóáêè (ñòðåëêè) âíóòðè è ñíàðóæè âàêóîëè.

Ìåìáðàííûé çîíä — ëàóðäàí. Îá. 60�, ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 10 ìêì.
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Ðèñ. 4. Èçìåíåíèå ïîëîæåíèÿ âåçèêóë, ñâÿçàííûõ ñ ìåìáðàííîé òðóáêîé, â ðåçóëüòàòå èõ ïåðåìåùåíèÿ.

à—â — êîíôîêàëüíûå èçîáðàæåíèÿ, ïîëó÷åííûå ïðè ñêàíèðîâàíèè îäíîãî ó÷àñòêà ïðåïàðàòà ÷åðåç ðàâíûå ïðîìåæóòêè âðåìåíè (à — 0, á — 30, â —
60 ñ). Ìåìáðàííûé çîíä — ëàóðäàí. Îá. 60�, ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 5 ìêì.

Ðèñ. 5. Çîíû èíòåíñèâíîé ôëóîðåñöåíöèè (ñòðåëêè) â âåðõíåé îáëàñòè èçîëèðîâàííîé âàêóîëè.

à — ëàóðäàí, á — ÄÔÃ, â — ÀÍÑ, ã — áèñ-ÀÍÑ. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè (ÈÔ) îòìå÷åííûõ ñòðåëêàìè îáëàñòåé è òðåêîâ ïðåâûøàåò ÈÔ îñ-
òàëüíûõ ó÷àñòêîâ ìåìáðàíû ïðèáëèçèòåëüíî â 10 ðàç. Îá. 60�, ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 5 ìêì.



Ïðèìå÷àòåëüíî, ÷òî, ñóäÿ ïî èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñ-
öåíöèè òàêèõ ìåìáðàííûõ çîíäîâ, êàê ëàóðäàí, ÄÔÃ,
ÀÍÑ è áèñ-ÀÍÑ, ìåìáðàíà èçîëèðîâàííîé âàêóîëè îêðà-
øèâàåòñÿ íåîäíîðîäíî. Îñîáåííî ýòî çàìåòíî ïðè ñêàíè-
ðîâàíèè âåðõíåé (ïî îòíîøåíèþ ê ïîäëîæêå) ïîâåðõíî-
ñòè âàêóîëè (ðèñ. 5), ïðè ýòîì çíà÷èòåëüíàÿ ïëîùàäü
ìåìáðàíû îêàçûâàåòñÿ â ôîêàëüíîé ïëîñêîñòè ìèêðî-
ñêîïà. Ïðè èñïîëüçîâàíèè ðàçëè÷íûõ çîíäîâ íà êîíôî-
êàëüíûõ èçîáðàæåíèÿõ (ðèñ. 5) îò÷åòëèâî âèäíû ÿðêî
ôëóîðåñöèðóþùèå ó÷àñòêè è òðåêè âíóòðè âàêóîëÿðíîé
ìåìáðàíû. Îíè õàðàêòåðèçóþòñÿ ïîâûøåííîé èíòåíñèâ-
íîñòüþ ôëóîðåñöåíöèè, êîòîðàÿ ïðèìåðíî â 10 ðàç âûøå
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ðÿäîì ðàñïîëîæåííûõ
ó÷àñòêîâ ìåìáðàíû. Çàìåòèì, ÷òî â òåõ ìåñòàõ ïðåïàðàòà,
ãäå âàêóîëè îòñóòñòâóþò, ÿðêî ôëóîðåñöèðóþùèõ ó÷àñò-
êîâ íå áûëî.

Çíàÿ, ÷òî çîíäû ÀÍÑ (ðèñ. 5, â) è áèñ-ÀÍÑ (ðèñ. 5, ã)
èìåþò áîëüøåå ñðîäñòâî ê áåëêàì (Âëàäèìèðîâ, Äîáðå-
öîâ, 1980), ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî ýòè òðåêè ÿâëÿþòñÿ ó÷à-
ñòêàìè ìåìáðàíû ñ ïîâûøåííûì ñîäåðæàíèåì áåëêîâûõ
ñòðóêòóð, ïîïàâøèìè â çîíó ñêàíèðîâàíèÿ ìèêðîñêîïà.
Òàêèå ó÷àñòêè îáëàäàþò âûñîêîé ïîäâèæíîñòüþ: ïðè ïî-
âòîðíûõ ñêàíèðîâàíèÿõ èõ ðåãèñòðèðîâàëè â èíûõ (ðàç-
ëè÷íûõ) ìåñòàõ. Ëîãè÷íî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ó÷àñòêè âà-
êóîëÿðíîé ìåìáðàíû, èìåþùèå áîëåå âûñîêóþ èíòåí-
ñèâíîñòü ôëóîðåñöåíòíîãî ìå÷åíèÿ ìåìáðàííûìè
çîíäàìè, îòëè÷àþòñÿ áîëåå ïëîòíîé óêëàäêîé áåëêîâ â
ìåìáðàíå.

Àíàëèç äàííûõ î ôëóîðåñöåíöèè ìåìáðàííûõ çîíäîâ
ïîçâîëÿåò ñóäèòü î ôàçîâîì ñîñòîÿíèè (è ïëîòíîñòè) âå-
ùåñòâà ìåìáðàíû (Schneckenburger et al., 2004).

Ñðåäíèå çíà÷åíèÿ GP ôëóîðåñöåíöèè îáëàñòåé, õà-
ðàêòåðèçóþùèõñÿ ïîâûøåííîé èíòåíñèâíîñòüþ ôëóî-
ðåñöåíöèè, è öåëîé ìåìáðàíû äîñòîâåðíî ðàçëè÷àþòñÿ
(–0.22 è –0.04 ñîîòâåòñòâåííî, P < 0.05, êðèòåðèé Ìàí-
íà—Óèòíè). Îäíàêî õàðàêòåð ðàñïðåäåëåíèÿ çíà÷åíèé
GP â ñëó÷àå ÿðêèõ îáëàñòåé áûë èíûì ïî ñðàâíåíèþ ñ
ðàñïðåäåëåíèåì çíà÷åíèé GP äëÿ öåëîé ìåìáðàíû
(ðèñ. 6). Ìîæíî âûÿâèòü ïî êðàéíåé ìåðå òðè îòäåëüíûõ

ïèêà íà ãèñòîãðàììå ðàñïðåäåëåíèÿ çíà÷åíèé GP ôëóî-
ðåñöåíöèè ëàóðäàíà â îáëàñòÿõ ñ ïîâûøåííîé èíòåíñèâ-
íîñòüþ ôëóîðåñöåíöèè (ðèñ. 6, ñåðûå ñòîëáöû). Ñðåäè
òðåõ âûøåóïîìÿíóòûõ ïèêîâ åñòü îáëàñòè ñïåêòðà çíà÷å-
íèé GP, ñîîòâåòñòâóþùèå áîëåå æèäêîìó, ñðåäíåìó ïî
ïëîòíîñòè è áîëåå ïëîòíîìó ñîñòîÿíèÿì âåùåñòâà (ìàê-
ñèìóìû çíà÷åíèé GP –0.5, –0.2 è 0.35 ñîîòâåòñòâåííî).
Êàê âèäíî èç ãèñòîãðàììû íà ðèñ. 6, çíà÷åíèÿ GP ôëóî-
ðåñöåíöèè ëàóðäàíà â âàêóîëÿðíîé ìåìáðàíå â íîðìå
èìåþò áëèçêîå ê íîðìàëüíîìó ðàñïðåäåëåíèå è âàðüèðó-
þò â äèàïàçîíå îò –0.6 äî 0.4 ñ ìàêñèìóìîì –0.1, ÷òî ñî-
îòâåòñòâóåò æèäêîêðèñòàëëè÷åñêîìó ñîñòîÿíèþ ëèïèäîâ
ìåìáðàíû (Gaus et al., 2006).

Àíàëèç äàííûõ î ôëóîðåñöåíöèè ìåìáðàííûõ çîíäîâ
ïîçâîëÿåò ñóäèòü òàêæå î ìèêðîâÿçêîñòè ëèïèäíîãî ìàò-
ðèêñà ìåìáðàíû (Schneckenburger et al., 2004; Gaus et al.,
2006; Ozolina et al., 2013). Íàïðèìåð, ìèêðîâÿçêîñòü ìåì-
áðàíû ìîæíî îöåíèòü ïî èçìåíåíèÿì ñïåêòðîâ ôëóîðåñ-
öåíöèè (Àíòîíîâ è äð., 1999). Ïîëó÷åíû ðàñïðåäåëåíèÿ
çíà÷åíèé GP ôëóîðåñöåíöèè ëàóðäàíà äëÿ âàêóîëÿðíîé
ìåìáðàíû â öåëîì, à òàêæå äëÿ èíòåíñèâíî ôëóîðåñöèðó-
þùèõ îáëàñòåé ìåìáðàíû. Ìèêðîâÿçêîñòü â òàêèõ îáëàñ-
òÿõ ìîæåò ñóùåñòâåííî îòëè÷àòüñÿ (êàê â áîëüøóþ, òàê è
â ìåíüøóþ ñòîðîíó) îò îñòàëüíîé ÷àñòè ìåìáðàíû. Óñòà-
íîâëåíî, ÷òî âàêóîëÿðíàÿ ìåìáðàíà îêðàøèâàåòñÿ íåðàâ-
íîìåðíî, ïðè ýòîì âûÿâëÿþòñÿ îáëàñòè ñ ïîâûøåííûì
ñðîäñòâîì ê ìåìáðàííûì çîíäàì (Ozolina et al., 2013).
Òàêèå îáëàñòè ïðåäïîëîæèòåëüíî ÿâëÿþòñÿ ó÷àñòêàìè
ñêîïëåíèÿ ëèïèä-áåëêîâûõ îáðàçîâàíèé ñ äîìèíèðîâà-
íèåì áåëêîâ (Yoshida et al., 2013; Guillier, 2014). Óñòàíîâ-
ëåíî, ÷òî òàêèå ó÷àñòêè îáëàäàþò âûñîêîé ïîäâèæ-
íîñòüþ (Bagnat et al., 2000; Brown, 2002).

Ìîæíî òàêæå ïðåäïîëîæèòü, ÷òî íîðìàëüíîå ôóíê-
öèîíèðîâàíèå ìåìáðàíû, ò. å. íîðìàëüíîå âûïîëíåíèå
åþ ñâîèõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ ôóíêöèé, âîçìîæíî ëèøü ïðè
äîñòàòî÷íîé ïîäâèæíîñòè åå ñòðóêòóðíûõ ñîñòàâëÿþ-
ùèõ. Òàêîé áèîôèçè÷åñêèé ïàðàìåòð, êàê ìèêðîâÿçêîñòü
ìåìáðàíû, ïðåæäå âñåãî îïðåäåëÿåòñÿ åå ëèïèäíûìè
êîìïîíåíòàìè. Â ñâîþ î÷åðåäü îò ìèêðîâÿçêîñòè çàâèñèò
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Ðèñ. 6. Ðàñïðåäåëåíèå çíà÷åíèé GP ôëóîðåñöåíöèè ëàóðäàíà, ñâÿçàííîãî ñ ëèïèäíîé ñîñòàâëÿþùåé âàêóîëÿðíîé ìåìáðàíû.

Ïî ãîðèçîíòàëè (V) — çíà÷åíèÿ GP; ïî âåðòèêàëè (Q) — êîëè÷åñòâî ïèêñåëåé íà âèäåîèçîáðàæåíèè, õàðàêòåðèçóþùèõñÿ îïðåäåëåííîé èíòåíñèâ-
íîñòüþ ôëóîðåñöåíöèè (ÈÔ). Ïîä îòíîñèòåëüíûìè åäèíèöàìè èìååòñÿ â âèäó îòíîøåíèå êîëè÷åñòâà ïèêñåëåé, äëÿ êîòîðûõ ðàññ÷èòàííûå âåëè÷èíû
GP ëåæàò â íåêîòîðîì îïðåäåëåííîì èíòåðâàëå, ê îáùåìó ÷èñëó ïèêñåëåé èçîáðàæåíèÿ, õàðàêòåðèçóþùèõñÿ ÈÔ, ïðåâûøàþùåé îïðåäåëåííûé ïðå-

äåë (ïîäðîáíåå ìåòîäèêà àíàëèçà GP îïèñàíà â ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà»).



ñêîðîñòü ïîñòóïàòåëüíîãî è âðàùàòåëüíîãî äâèæåíèÿ ìî-
ëåêóë (â òîì ÷èñëå áåëêîâûõ ìîëåêóë ìåìáðàíû) (Âëàäè-
ìèðîâ è äð., 1983). Âîçìîæíî, èìåííî ïîýòîìó êîëåáàíèÿ
ìèêðîâÿçêîñòè ðàññìàòðèâàþò êàê âàæíóþ ôèçèîëîãè÷å-
ñêóþ ðåàêöèþ êëåòêè è åå ìåìáðàíû, îáóñëîâëåííóþ
ïðîöåññàìè àäàïòàöèè îðãàíèçìîâ ê âíåøíèì âîçäåéñò-
âèÿì (Áîëäûðåâ è äð., 2006). Ïîëàãàþò, ÷òî êîëåáàíèÿ
ìèêðîâÿçêîñòè ìåìáðàí âëåêóò çà ñîáîé èçìåíåíèÿ â ïðî-
íèöàåìîñòè ìåìáðàí è èçìåíåíèÿ â àêòèâíîñòè áåëêîâ
(ôåðìåíòîâ, èîííûõ êàíàëîâ è ðåöåïòîðîâ), âñòðîåííûõ â
ìåìáðàíó (Los, Murata, 2004). Ýòî â ñâîþ î÷åðåäü ïðèâî-
äèò ê ðàçâèòèþ è (èëè) èíòåíñèôèêàöèè ðåãóëÿòîðíûõ
ðåàêöèé, íàïðàâëåííûõ íà àäàïòàöèþ îðãàíèçìà ê íåáëà-
ãîïðèÿòíûì óñëîâèÿì îêðóæàþùåé ñðåäû (Los, Murata,
2004).

Ñîãëàñíî ïðåäñòàâëåíèÿì íåêîòîðûõ àâòîðîâ, êëå-
òî÷íàÿ ìåìáðàíà õàðàêòåðèçóåòñÿ ïîäâèæíîé ëàòåðàëü-
íîé íåîäíîðîäíîñòüþ ëèïèäíîãî ñîñòàâà (Simons, Ikonen,
1997). Â ÷àñòíîñòè, â áèñëîå ìåìáðàíû ìîãóò îáðàçîâû-
âàòüñÿ ñòðóêòóðíûå ýëåìåíòû, îáëàäàþùèå îñîáûìè
ñâîéñòâàìè è êâàëèôèöèðóåìûå êàê ðàôòû. Ôàêò ñóùåñò-
âîâàíèÿ ðàôòîâ â âàêóîëÿðíûõ ìåìáðàíàõ ðàñòåíèé áûë
ñòðîãî äîêàçàí (Ozolina et al., 2013). Óñòàíîâëåíî, ÷òî
ðàôòû îáðàçóþòñÿ âîêðóã îïðåäåëåííûõ áåëêîâ è îáîãà-
ùåíû ãëèêîñôèíãîëèïèäàìè, ñòåðèíàìè è ëèïèäàìè ñ
íàñûùåííûìè æèðíûìè êèñëîòàìè (Lingwood et al.,
2009). Áîãàòûå ëèïèäàìè êëàñòåðû ìåìáðàíû õàðàêòåðè-
çóþòñÿ ïîâûøåííîé ïëîòíîñòüþ óïàêîâêè áåëêîâûõ è
ëèïèäíûõ ìîëåêóë, áîëüøåé óïîðÿäî÷åííîñòüþ è ìèêðî-
âÿçêîñòüþ, êîòîðàÿ âûøå, ÷åì òàêîâàÿ ó îñòàëüíîé, áîëåå
æèäêîé ÷àñòè ìåìáðàíû, îêðóæàþùåé èõ. Åñòü îñíîâà-
íèÿ ïîëàãàòü, ÷òî íåîäíîðîäíîñòè áèîëîãè÷åñêèõ ìåìá-
ðàí, êâàëèôèöèðóåìûå êàê ðàôòû è îòëè÷àþùèåñÿ âûøå-
óêàçàííûìè ñâîéñòâàìè, èãðàþò ñóùåñòâåííóþ ðîëü â òà-
êèõ âàæíûõ ïðîöåññàõ, êàê òðàíñïîðò áåëêîâ ÷åðåç
ìåìáðàíó, ïðîëèôåðàöèÿ êëåòîê, àïîïòîç è ò. ä. (Simons,
Ikonen, 1997; Lingwood, Simons, 2010). Åñòü òàêæå äàííûå
î âçàèìîäåéñòâèÿõ ìåæäó ðàôòàìè è öèòîñêåëåòîì (Chi-
chili, Rodgers, 2009).

Òàêèì îáðàçîì, èññëåäîâàíèå îñîáåííîñòåé ìîðôî-
ëîãèè, ôàçîâîãî ñîñòîÿíèÿ, à òàêæå ìèêðîâÿçêîñòè ýëå-
ìåíòîâ ìåìáðàí èçîëèðîâàííûõ âàêóîëåé ðàñòèòåëüíûõ
êëåòîê ñðåäñòâàìè êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè ïîçâîëè-
ëî ïîäòâåðäèòü ôàêò îáðàçîâàíèÿ òàêèõ ñòðóêòóðíûõ
êîìïîíåíò ñèñòåìû ìåìáðàí èçîëèðîâàííûõ âàêóîëåé,
êàê âåçèêóëû è ìåìáðàííûå òðóá÷àòûå ñòðóêòóðû (ÌÒÑ
èëè «òðàíñâàêóîëÿðíûå íèòè»). ÌÒÑ îáíàðóæèâàëèñü
êàê âíóòðè, òàê è ñíàðóæè âàêóîëè, à ïðè ñêàíèðîâàíèè
÷åðåç ðàâíûå ïðîìåæóòêè âðåìåíè ìîæíî áûëî íàáëþ-
äàòü ïåðåìåùåíèå âåçèêóë âìåñòå ñ ÌÒÑ. Ïðè ñêàíèðîâà-
íèè âåðõíåé îáëàñòè èçîëèðîâàííîé âàêóîëè íàáëþäàëè
îòäåëüíûå ó÷àñòêè ôëóîðåñöåíöèè âûñîêîé èíòåíñèâíî-
ñòè. Òàêèå ó÷àñòêè ìîãóò ÿâëÿòüñÿ ñêîïëåíèÿìè ëè-
ïèä-áåëêîâûõ îáðàçîâàíèé ñ ïðåîáëàäàíèåì â èõ ñîñòàâå
áåëêîâ. Õàðàêòåð ðàñïðåäåëåíèÿ çíà÷åíèé GP ôëóîðåñ-
öåíöèè ëàóðäàíà â äàííûõ îáëàñòÿõ èíòåíñèâíîé ôëóî-
ðåñöåíöèè îòëè÷àëñÿ îò ðàñïðåäåëåíèÿ çíà÷åíèé GP äëÿ
öåëîé ìåìáðàíû. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïî-
ëîæèòü ñóùåñòâåííûå îòëè÷èÿ ìèêðîâÿçêîñòè èíòåíñèâ-
íî ôëóîðåñöèðóþùèõ îáëàñòåé îò îñòàëüíîé ÷àñòè ìåìá-
ðàíû.

Â äàëüíåéøåì ïðåäñòàâëÿåòñÿ ïåðñïåêòèâíûì èññëå-
äîâàòü ñâÿçü âàêóîëÿðíîé ìåìáðàíû ñ ýëåìåíòàìè öèòî-
ñêåëåòà, ÷òî ìîæåò îêàçàòüñÿ ïîëåçíûì äëÿ óòî÷íåíèÿ
ôóíêöèîíàëüíîé ðîëè ýòèõ ñòðóêòóð â êëåòêå.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëîñü îáîðóäîâàíèå Áàéêàëü-
ñêîãî àíàëèòè÷åñêîãî öåíòðà (ÖÊÏ) Èðêóòñêîãî íàó÷íî-
ãî öåíòðà ÑÎ ÐÀÍ. Èññëåäîâàíèå âûïîëíåíî ïðè ôèíàí-
ñîâîé ïîääåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ
èññëåäîâàíèé (ïðîåêòû 14-04-31103 ìîë_à è
14-04-31080 ìîë_à).
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PECULIAR PROPERTIES OF SOME COMPONENTS OF MORPHOLOGICAL STRUCTURE

IN A PLANT CELL VACUOLE REVEALED BY CONFOCAL MICROSCOPY
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Results of investigations of peculiar properties related to the structure of plant cell vacuolar membranes are
discussed. The study was carried out using confocal microscopy, which allowed us in the process of scanning to
identify membrane tubes and vesicules in the preparations of isolated vacuoles. Such membrane tubes were fo-
und both inside and outside the vacuoles, and, in the case of scanning intermittently at equal time intervals,
transition of vesicles with the membrane tube was observed. Furthermore, scanning of isolated vacuoles was
conducted at various distances from the glass substrate. Each time, in the upper area of the isolated vacuole ly-
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ing on the substrate, we observed a large segment of vacuolar membrane and registered the effect of highly in-
tensive fluorescing of some of membrane segments. The distributions of laurdan fluorescence generalized pola-
rization (GP) values for the vacuolar membrane on the whole and for the intensively fluorescing membrane seg-
ments have been obtained. We have found that the microviscosity of the intensively fluorescing membrane
segments essentially differs from that of the rest part of the membrane.

K e y w o r d s: plant cell vacuoles, structure of vacuolar membrane, confocal microscopy, fluorescent pro-
bes, membrane tubes, microviscosity of membrane.
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