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Клетки многоклеточных организмов способны
воспринимать и отвечать на широкий набор внекле-
точных и внутриклеточных факторов. Этот процесс
называется внутриклеточной сигнализацией и явля-
ется ключевым как в процессе развития организма,
так и в поддержании гомеостаза в дифференциро-
ванных тканях. В связи с этим, изучение процессов
внутриклеточной сигнализации представляет боль-
шой интерес для современной биологии. Для деко-
дирования сигнальных каскадов, лежащих в основе
этих процессов, необходимо получить информацию
о локализации и транслокации участвующих в них
молекул, измерить, где и когда они активны, как ме-
няется их функциональное состояние, как и в каком
порядке они взаимодействуют между собой. В на-
стоящем обзоре мы рассмотрим, как на эти вопросы
возможно ответить при помощи современных мето-
дик световой микроскопии, а также проиллюстри-

руем их примерами экспериментальных работ по-
следних лет.

ОБЩИЕ ПРИНЦИПЫ ИЗУЧЕНИЯ 
ВНУТРИКЛЕТОЧНОЙ СИГНАЛИЗАЦИИ 

НА СВЕТООПТИЧЕСКОМ УРОВНЕ
Современная флуоресцентная микроскопия яв-

ляется важным инструментом в области экспери-
ментальной биологии. Несмотря на то, что методики
молекулярной биологии хорошо позволяют отве-
тить на вопросы “что и как?” происходит в клетке,
они, как правило, не дают возможности оценить
временные и пространственные особенности этих
процессов, то есть ответить на вопросы “где и ко-
гда?”. Оптическая микроскопия, в частности флуо-
ресцентная, предоставляет широкий спектр воз-
можностей для решения таких экспериментальных
задач. Другой точкой расхождения молекулярных
методов и микроскопии является их статистический
аспект. Методы молекулярной биологии, как прави-
ло, анализируют клеточные популяции целиком, с
одной стороны достигая большой статистической
мощности, но с другой – теряя возможность отсле-
дить изменчивость на уровне индивидуальных кле-
ток. Безусловно, существуют методы так называемо-
го single-cell анализа, позволяющие отследить такие
изменения (Lun, Bodenmiller, 2020), но их едва ли
можно назвать рутинными. В то же время микроско-
пия в любом своем проявлении несколько менее эф-
фективна для анализа популяций, что компенсиру-
ется отсутствием их статистической гомогенизации.

Принятые сокращения: FCS – флуоресцентная корреляцион-
ная спектроскопия (Fluorescence Correlation Spectroscopy);
FCCS – флуоресцентная кросс-корреляционная спектроско-
пия (Fluorescence Cross-Correlation Spectroscopy); FISH – флу-
оресцентная гибридизация in situ (Fluorescent in situ Hybridiza-
tion); FLIM – микроскопия визуализации времени жизни
флуоресценции (Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy);
FRAP – восстановление флуоресценции после фотовыцвета-
ния (Fluorescence Recovery After Photobleaching), FRET – Фор-
стерский резонансный перенос энергии (Forster Resonance
Energy Transfer); SIM – микроскопия структурированного
освещения (Structured Illumination Microscopy); SMLM – мик-
роскопия локализации одиночных молекул (Single Molecule
Localization Microscopy); STED – подавление спонтанного ис-
пускания (Stimulated Emission-Depletion).
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Это позволяет выявлять отдельные события, кото-
рые могли бы быть остаться незамеченными при ис-
пользовании исключительно молекулярно-биоло-
гического анализа. Из сказанного выше очевидно,
что современная оптическая микроскопия не явля-
ется неким противопоставлением молекулярной
биологии, а наоборот, является комплементарным
ей набором методик, позволяющим при совместном
использовании намного более точно описывать био-
логические системы, нежели каждый из этих подхо-
дов способен по отдельности.

Одним из наиболее ярких примеров такого взаи-
модействия является изучение внутриклеточной
сигнализации. Для процессов внутриклеточной сиг-
нализации характерно значительное количество по-
следовательно активирующихся компонентов, при-
чем время и место их активации играют большую
биологическую роль (Nair et al., 2019). В изучении
сигнальных процессов важно не только охарактери-
зовать этот каскад, но и отследить клеточный ответ
на него. В рамках данного обзора последний аспект
затронут не будет, поскольку разнообразие таких
процессов столь велико, что в рамках одной обзор-
ной статьи их уместить было бы невозможно. Вместо
этого мы сосредоточимся на описании методиче-
ских подходов, используемых для анализа протека-
ния собственно сигнальных каскадов, хотя все опи-
сываемые методы могут быть применены более ши-
роко.

ВИЗУАЛИЗАЦИЯ КОМПОНЕНТОВ 
СИГНАЛЬНЫХ ПУТЕЙ 

НА ФИКСИРОВАННЫХ ПРЕПАРАТАХ
Наиболее распространенным методом микроско-

пического исследования является визуализация
компонентов сигнальных путей на фиксированных
препаратах. Это связано с несколькими факторами:
во-первых, для пробоподготовки может быть необ-
ходима жесткая обработка образца, несовместимая с
жизнедеятельностью клеток; во-вторых, момент по-
лучения образца и его анализ могут быть значитель-
но разнесены во времени. Наконец, фиксированные
препараты не претерпевают физиологических изме-
нений при длительном воздействии яркого возбужда-
ющего света, что позволяет получать микрофотогра-
фии более высокого качества, чем в случае прижизнен-
ной визуализации, за счет увеличения выдержки и
яркости источника освещения (Hobro, Smith, 2017).
В качестве фиксированных препаратов могут высту-
пать как клеточные культуры, так и гистологические
срезы, и в отдельных случаях даже оптически про-
светленные цельные органы лабораторных живот-
ных (Matryba et al., 2019).

Одним из примеров жесткой обработки является
использование пермебеализующих клеточные мем-
браны химических агентов, что позволяет применять
антитела для иммунофлуоресцентной визуализации
внутриклеточных антигенов. Серьезным ограничени-

ем этого метода является отсутствие коммерческих
антител на некоторые сигнальные молекулы, а так-
же сложности с визуализацией меток, связанных со
структурами, плохо сохраняющимися при фиксации
(Meyer, Teruel, 2003).

Наиболее распространенным в изучении внутри-
клеточной сигнализации подходом является под-
тверждение активации сигнального пути путем им-
мунофлуоресцентного выявления одного из его
компонентов и дальнейшее сравнение интенсивно-
сти и локализации флуоресцентного сигнала между
экспериментальными группами. Важно отметить,
что получаемые таким образом данные достаточно
сложно интерпретировать количественно. Стоха-
стическая природа конъюгации антител с молекула-
ми красителя приводит к наличию даже в монокло-
нальных стоковых растворах нескольких подвидов
антител с разной плотностью связанных конъюга-
тов. Этот феномен не только влияет на аффинность са-
мого антитела, но и может приводить к концентраци-
онному тушению флуоресценции за счет формирова-
ния эксимеров из конъюгированных к одному и тому
же антителу флуоресцентных молекул (Szabó et al.,
2018). Следовательно, использование антител для
оценки сравнительной интенсивности флуоресцен-
ции в количественных биофизических экспериментах,
например, с использованием метода Форстерского ре-
зонансного переноса энергии, нежелательно. Тем не
менее, поскольку распределение плотности конъюга-
тов соответствует распределению Пуассона (Vira et al.,
2010), для менее точных измерений иммунофлуорес-
центная окраска вполне допустима. Примерами таких
экспериментальных работ может быть подтверждение
активации сигнального пути Wnt путем визуализации
кластеризации лиганда Frizzled и транслокализации
β-катенина в ходе искусственно индуцированной ло-
кализации МСК (Rotherham et al., 2018), демонстрация
ядерной транслокации YAP и TAZ после обработки
клеток MCF7 экзосомами, выделяемыми получен-
ными из МСК адипоцитами (Wang et al., 2019), или
подтверждение увеличения уровня экспрессии ком-
понентов пути Notch при эпителиально-мезенхим-
ном переходе (Wang et al., 2009).

Одним из преимуществ иммунофлуоресцентного
мечения является возможность использования для
визуализации антител, выработанных против опре-
деленных доменов белковой молекулы или даже
против белков в определенных функциональных со-
стояниях. Поскольку в процессах внутриклеточной
сигнализации процессы посттрансляционной моди-
фикации белков играют ключевую роль, возмож-
ность зафиксировать их представляет большой ин-
терес. Так, визуализация фосфорилирования белка
позволяет зафиксировать активацию того или иного
сигнального пути. Таким образом была показана ак-
тивация фосфорилированной формой α-синуклеи-
на пути JNK и отдельных компонентов MAPK-кас-
када при помощи визуализации их фосфорилиро-
ванных форм в нейронах при болезни Паркинсона,
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что в свою очередь приводит к фрагментации мито-
хондрий и является одним из механизмов патогене-
тических факторов этого заболевания (Grassi et al.,
2019). В качестве другого примера можно привести
работу, демонстрирующую активацию посредством
фосфорилирования JAK2–STAT3 каскада в астроци-
тах при хронической чесотке (Du et al., 2019). Суще-
ствуют также работы, демонстрирующие ацетилиро-
вание белков, например белков микротрубочек в ре-
зультате активации пути Shh, который контролирует
таким образом процессы внутриклеточного транс-
порта и миграции клеток (Singh et al., 2019). В тех
случаях, когда при активации сигнального пути про-
исходит протеолиз одного из участвующих белков,
для отслеживания дальнейшей судьбы отделенной
части удобно использовать антитела, распознающие
только такой фрагмент. К таким белкам относятся,
например, каспазы, активирующиеся после протео-
лиза своих проферментных форм. Визуализация ак-
тивности каспаз в период развития волосяных фол-
ликулов показала, что каспазы являются не только
индукторами апоптоза, но и принимают участие в
регуляции пролиферативной активности клеток,
контролируя таким образом размер органов (Yosef-
zon et al., 2018).

Визуализация синтеза и локализации нуклеино-
вых кислот в клетках или тканях возможна при по-
мощи метода флуоресцентной гибридизации in situ
(FISH), в котором интересующие экспериментатора
последовательности в образце гибридизуются с флу-
оресцентно мечеными комплементарными зондами.
В контексте изучения внутриклеточной сигнализа-
ции это может быть интересно для визуализации
РНК, принимающих участие в сигнальных процес-
сах. Например, показано, что микроРНК-181a в
клетках колоректального рака подавляет экспрес-
сию ингибитора SRC-киназы SRCIN1, приводя к
активации SRC/VEGF каскада, запускающего про-
цесс ангиогенеза, а, значит, потенциально может
служить терапевтической мишенью (Sun et al., 2018).
В другой работе было показано, что увеличение
уровня микроРНК-146a-5p в клетках дорсальных
ганглиев подавляет сигнальный путь IRAK1/TRAF6,
способствуя снижению боли (Wang et al., 2018).
Кольцевые РНК также могут служить целью FISH-
визуализации. Показано, что кольцевая РНК
circPVT1 в клетках легочной карциномы способ-
ствует росту и инвазии опухоли за счет взаимодей-
ствия с транскрипционным фактором E2F2 (Li et al.,
2018). Кроме того, с использованием методик гибри-
дизации с повышенной чувствительностью, воз-
можна локализация транскрипционных изоформ,
отличающихся одиночными нуклеотидами, на уров-
не отдельных клеток. Таким образом была визуали-
зирована дифференциальная экспрессия четырех
транскрипционных изоформ рецептора нейрегули-
на ErbB4 (Erben et al., 2018).

Как было указано выше, современные методики
оптической микроскопии также являются компле-

ментарными и методам молекулярной биологии. В
этом контексте особый интерес представляет воз-
можность контролируемой изоляции отдельных
участков интереса непосредственно с микропрепа-
рата для дальнейшего анализа молекулярно-биоло-
гическим методами (Bevilacqua, Ducos, 2018). Такой
подход называется микродиссекцией, и может быть
реализован как при помощи механического отсече-
ния определенных участков препарата при помощи
микроманипуляторов, так и бесконтактно, с исполь-
зованием ультрафиолетового лазера высокой мощно-
сти. Изолированные участки препарата, в качестве ко-
торого могут выступать как клеточная культура, так и
гистологический срез, автоматизированным спосо-
бом собираются в микропробирки, после чего могут
быть подвергнуты дальнейшему анализу. Примером
применения такой методики является изоляция из
препарата сетчатки отдельных кровеносных сосудов
для изучения влияния пути Wnt на прохождение в
них процессов трансцитоза путем постановки qPCR
с выделенной РНК (Wang et al., 2020). Полученный
материал можно также анализировать и на протеом-
ном уровне. Таким образом было выявлено, что ме-
тастазирующие сквамозно-клеточные карциномы
отличает от неметастазирующих повышенный уро-
вень компонентов сигнального пути KEGG (Shapa-
nis et al., 2021).

ПРИЖИЗНЕННАЯ ВИЗУАЛИЗАЦИЯ 
ПРОЦЕССОВ ВНУТРИКЛЕТОЧНОЙ 

СИГНАЛИЗАЦИИ

Флуоресцентная визуализация белков прижиз-
ненно возможна во многом благодаря использова-
нию репортерных флуоресцентных белков. Такой
подход связан с определенными ограничениями: ис-
кусственное добавление к сигнальному белку флуо-
ресцентного домена может привести к нарушению
его функциональной активности, и требует провер-
ки на предмет возможных нарушений в физиологии
клетки перед началом эксперимента. Кроме того,
неравномерная доставка генно-инженерных кон-
струкций, индуцирующих такую экспрессию, за-
трудняет прямую оценку уровня экспрессии по ин-
тенсивности флуоресценции введенных в клетку ме-
ток (Meyer, Teruel, 2003). Тем не менее, на данный
момент этот метод является оптимальным для визу-
ализации динамики белковых сигнальных молекул в
живой клетке. Например, отследить в динамике ак-
тивацию пути Wnt возможно при помощи репорте-
ров TOP-GFP, что в частности было использовано
для описания активации этого сигнального пути в
раковых клетках лигандом Wnt3 (Le et al., 2019). Дру-
гим примером может послужить отслеживание фор-
мирования эпителиальных клеточных контактов в
культуре MCF10A, показавшее, что FMNL2, регули-
рующий состояние актинового цитоскелета, рекру-
тируется в места формирования контактов без уча-
стия Cdc42 (Grobe et al., 2018).
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Использование лазерных сканирующих систем
позволяет реализовывать специальные методы ис-
следования для получения информации о тех или
иных физических параметрах используемых молекул,
которые совокупно называют F-методами (рис. 1). В
методе восстановления флуоресценции после фото-
выцветания (FRAP) флуоресцентная метка в регио-
не интереса препарата выжигается лазером, после
чего измеряется скорость диффузии оставшихся ме-
ченых молекул в эту область. Этот метод наиболее
полезен для описания характеристик транспорта мо-
лекул между различными клеточными компартмен-
тами. Так, отслеживание фактора CSL, являющего-
ся эффекторной молекулой пути Notch, показало,
что он обладает достаточно сложным поведением:
после выжигания случайных участков в ядре было
зафиксировано, что в отсутствие активации Notch
CSL скоротечно связывается с ДНК, в то время как
при активации Notch время связывания в таргетных
локусах существенно возрастает за счет взаимодей-
ствия с коактиватором Mastermind и возможного ло-
кального ремоделирования хроматина (Gomez-La-
marca et al., 2018). В другой работе путем оценки из-
менений подвижности SOX9 и корреляционного
анализа таковых данных с данными ChIP-qPCR, ав-
торы делали вывод о транскрипционной активности
фактора при индукции различных сигнальных путей
(Govindaraj et al., 2019).

Более точными способами анализа динамики мо-
лекул являются методы флуоресцентной корреляци-
онной (FCS) и кросскорреляционной (FCCS) спек-
троскопии, позволяющие оценить параметры кине-
тики диффузии молекул в фокальном объеме
конфокальной системы путем продолжительной
съемки фиксированной точки в образце и измере-
ния флуктуаций флуоресценции в ней. Это дает воз-
можность измерить скорость диффузии и концен-
трацию меченых молекул в случае FCS, а также оце-
нить, диффундируют ли две меченые молекулы
совместно в случае FCCS. Так, при помощи FCS бы-
ла охарактеризована кластеризация GPCR Smog в
ответ на лиганд Fog, являющаяся ключевым процес-
сом в формировании сигнальных комплексов, от-
ветственных за формирование клеточных контактов
во время выпячивания эктодермы Drosophila melano-
gaster (Jha et al., 2018). При помощи адекватных ка-
либровочных стандартов измерять можно концен-
трацию не только меченых белков, но и других ве-
ществ, принимающих участие в сигнальных путях.
Например, возможно измерение концентрации га-
зов в клетках путем использования соответствующих
индикаторных молекул, флуоресцирующих в присут-
ствии того или иного газа, таких как DAF2-DA, реаги-
рующего на NO (Markiewicz et al., 2022). Кросс-кор-
реляционная спектроскопия особенно полезна для
изучения механизмов димеризации, поскольку поз-
воляет оценить не только сам факт наличия взаимо-
действия, но и некоторые его параметры, такие как
константа диссоциации образовавшегося комплек-

са. Примером такого исследования является оценка
взаимодействия Wnt3 с Fzd1, в ходе которого было
показано, что большую роль в этом процессе играет
липидирование Wnt3 по S212 (Dhasmana et al., 2021).

Метод Форстерской (или флуоресцентной) резо-
нансной передачи энергии (FRET) позволяет опре-
делить наличие или отсутствие взаимодействия
между двумя флуоресцентно мечеными молекулами.
Физическая основа этого метода заключается в
безызлучательном переносе энергии от молекулы-
донора к молекуле-акцептору при близком перекры-
тии спектра испускания флуоресценции первой со
спектром возбуждения второй. Такие молекулы на-
зываются FRET-парой. Этот феномен возможен
только при нахождении молекул на расстоянии не
более 10 нм друг от друга (Chen et al., 2006), что поз-
воляет говорить об их непосредственном взаимодей-
ствии. FRET также позволяет отследить конформа-
ционные изменения, если FRET-парой мечены раз-
ные домены одного и того же белка (Lohse et al.,
2007). Так, при помощи FRET-пары, присоединен-
ной к C-концевым доменам белков LRRC8, форми-
рующих при гетерогексамеризации ответственные
за регуляцию объема клетки анионные каналы
VRAC, было показано, что активация этих каналов
происходит в ответ на стимуляцию DAG, а не в ответ
на изменение ионной силы, как считалось ранее
(König et al., 2019). В последние годы начинают появ-
ляться и более сложные FRET-системы, в которых
излучение одного донора передается на один из не-
скольких возможных акцепторов (Bunt, Wouters,
2017). Примером FRET с использованием сразу не-
скольких молекул может выступить анализ актива-
ции сигнальной системы Hyal-2/WWOX/Smad4 гиа-
луроновой кислотой. С помощью трехмолекулярно-
го FRET с участием всех белков комплекса было
показано, что гиалуроновая кислота сначала взаи-
модействует со Smad4, который затем взаимодей-
ствует с WWOX и Hyal-2, после чего WWOX взаимо-
действует с p53, а Hyal-2 – с WWOX (Hsu et al., 2017).
Стоит отметить, что метод FRET при необходимости
может также использоваться и на фиксированных
препаратах, но в связи с отсутствием временной ди-
намики и особенностями стехиометрии антител, це-
лесообразнее его использование прижизненно.

Феномен FRET также лежит в основе репортер-
ной активности многих флуоресцентных белковых
комплексов. Принцип действия этих FRET-биосен-
соров заключается в изменении конформации в от-
вет на связывание искомой молекулы таким обра-
зом, что разнесенные в пространстве при ее отсутствии
донор и акцептор сближаются, что можно детектиро-
вать как FRET-взаимодействие (Zhang et al., 2019). Та-
кие комплексы позволят детектировать молекулы,
получить зонды на которые иным образом чаще все-
го невозможно, что является одной из причин ак-
тивного развития этой сферы в последние годы. К
примеру, получены и применяются эксперимен-
тально сенсоры как на “популярные” молекулы, та-
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кие, как cGMP, CaMKII, cAMP и PKA (Reddy et al.,
2018), так и на более экзотические соединения, на-
пример ионы свинца (Yang et al., 2020). Отдельным
подвидом FRET-биосенсоров являются аптамерные
молекулярные маяки. В данном случае FRET-пара
находится на концах замкнутой в подковоподобную
структуру нуклеотидной последовательности, кото-
рая при связывании с целевой молекулой за счет
сложной системы Ван-дер-Ваальсовых, электроста-
тических и диполь-дипольных взаимодействий за-
кручивается вокруг мишени, нарушая FRET-взаи-

модействие и позволяя фиксировать флуоресцен-
цию донора (Moutsiopoulou et al., 2019).

Одним из наиболее технически сложных методов
оптической микроскопии является метод FLIM,
позволяющий с помощью четко синхронизирован-
ной системы из импульсного лазера, высокочув-
ствительного лавинного или гибридного фотоэлек-
тронного умножителя и управляющей электроники
отслеживать, какое время каждый тип флуорохро-
мов в образце находится в возбужденном состоянии

Рис. 1. F-методы, применяемые для прижизненной визуализации клеточных процессов. а – Метод FRAP: участок клетки вы-
жигается лазером, после чего постепенно происходит восстановление окраски; б – метод FCS: проходящие через фокальный
объем конфокальной системы меченые молекулы регистрируются в виде флуктуаций интенсивности флуоресценции, на ос-
нове которых затем выводится анализируемая функция автокорреляции G(t); в – метод FCCS, отличающийся от FCS анали-
зом двух меток; за счет функции автокорреляции можно оценить, движутся ли две молекулы совместно; г – метод FRET: ко-
гда две меченые молекулы находятся на расстоянии, при возбуждении флуоресценции метки первой молекулы светится толь-
ко она; при сближении происходит безызлучательный переход энергии на вторую метку, и начинает светиться уже она; д –
применение метода FRET в аптамерных маяках: когда зонд не связан с целью, феномен FRET наблюдается; при связывании,
за счет изменения конформации, метки разносятся в пространстве и эффект пропадает; е – метод FLIM: системная электро-
ника засекает, сколько времени проходит между импульсом лазера и попаданием на детектор фотона, составляется гисто-
грамма распределения плотности фотонов с разным временем попадания на детектор для каждой точки изображения, мате-
матически высчитывается кривая затухания флуоресценции; на рисунке показан пример различия кривых затухания для од-
ного и того же флуорохрома в условиях наличия или отсутствия феномена FRET.
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после одиночного импульса лазера. Это время, τ, не
зависит от яркости или спектральных характеристик
флуорохрома, но зависит от многих физико-химиче-
ских параметров среды, в которой он находится. В
области изучения внутриклеточной сигнализации этот
феномен наиболее широко используется для количе-
ственной оценки феномена FRET (Grant et al., 2007).
Несмотря на то, что обычный FRET может указать
на факт наличия взаимодействия между двумя мече-
ными молекулами, он не позволяет оценить свой-
ства этого взаимодействия. Поскольку τ донора и ак-
цептора при взаимодействии меняется, на еe основе
можно делать количественные выводы о некоторых
параметрах. К примеру, в работе, описывающей при-
жизненную структуру механосенсорного комплекса
Src, Pyk2 и MBD2 в остеоцитах, с помощью инфор-
мации о τ флуоресцентных меток этих белков был
сделан вывод, что Src и MBD2 не взаимодействуют
между собой напрямую, что не было очевидно толь-
ко по данным FRET (Day et al., 2021). Добавление τ-
компоненты также позволяет повысить чувстви-
тельность FRET-биосенсоров. К примеру, FRET-
сенсор на cAMP может быть использован не только
для визуализации самого факта наличия вторичного
мессенджера в клетке, но и для оценки эффективно-
сти его деградации фосфоэстеразами, поскольку
этот процесс изменяет кинетику затухания флуорес-
ценции сенсора (Harkes et al., 2021).

Помимо уже упомянутых FRET-биосенсоров, су-
ществуют и другие способы детектировать небелко-
вые сигнальные молекулы. Интересным примером
такого сенсорного белка является кальциевый сен-
сор GCaMP, основанный на кальмодулин-зависи-
мой киназе легких цепей миозина. При связывании
иона кальция конформация этого белка меняется
таким образом, что связанный флуоресцентный бе-
лок конвертируется в анионную форму и начинает
флуоресцировать (Mao et al., 2008). Наиболее актив-
но визуализация кальциевой сигнализации исполь-
зуется для отслеживания активности возбудимых
клеток, таких как нейроны (Stringer, Pachitariu, 2019)
или кардиомиоциты (Kreutzer et al., 2020). Помимо
этого, кальциевая визуализация также полезна для
визуализации процессов апоптоза и нарушения ба-
ланса АФК в митохондриях (Bertero, Maack, 2018;
Humeau et al., 2018). Например, таким образом было
подтверждено что чувствительный к оксидативному
стрессу кальциевый канал TRPM2 непосредственно
участвует в индукции апоптоза в условиях оксида-
тивного стресса (Kang et al., 2018). Другим примером
подобной работы является установление того, что
нарушения в нейронах контактного взаимодействия
эндоплазматического ретикулума с митохондриями
приводит к нарушению в последних кальциевого го-
меостаза, в конечном итоге приводя к процессам
нейродегенерации (Lee et al., 2018). Существуют сен-
соры и для других ионов, работающие по схожему
принципу. Так, получены сенсоры на ионы меди
(Fu et al., 2019), которые, по-видимому, принимают

участие в сигнальном каскаде, обеспечивающем ме-
таболическое взаимодействие астроглии с нейрона-
ми (Kardos et al., 2018). Существуют также зонды и на
ионы железа, принимающие участие в регуляции
широкого круга процессов роста и развития (Senthil
Murugan et al., 2018), цинка (Yang et al., 2018).

Современная оптическая микроскопия позволя-
ет не только охарактеризовать процессы внутрикле-
точной сигнализации, но и непосредственно влиять
на них при помощи подходов оптогенетики. Оптоге-
нетика в широком смысле слова представляет собой
введение в клетку генетических конструкций, коди-
рующих фоточувствительные белки, меняющие своe
поведение в ответ на свет определенной длины вол-
ны, как правило, за счет изменения конформации
специального фоточувствительного домена. В на-
стоящее время наработан обширный арсенал таких
конструкций: в случае индуцированной светом ди-
меризации, энергия фотонов заставляет фоточув-
ствительный домен изменить конформацию белка
таким образом, что он приобретает способность свя-
зываться с другим белком. В другом случае, называ-
емом фотовысвобождением (uncaging), при воздей-
ствии света на фоточувствительный домен конфор-
мация белка изменяется таким образом, что белок
“разворачивается” в активную форму. Фотовысво-
бождение как правило применяется для белков, для
которых характерно аллостерическое автоингибиро-
вание (Farahani et al., 2021).

Так, метод индуцированной димеризации может
применяться для рекрутирования меченого белка в
конкретную область клетки, в зависимости от белка-
партнера, с которым димеризация происходит. Этот
метод может быть применен также и для секвестри-
рования белка из его “родного” компартмента, кла-
стеризации белков, и даже регуляции транскрипции
(например, рекрутированием определенного тран-
скрипционного фактора в нужное время в нужное
место). С другой стороны, фотовысвобождение мо-
жет применяться для прямого контроля активности
белков, например, путем перевода модифицирован-
ных ферментов в рабочую конформацию (Kolar, We-
ber, 2017).

Наглядной иллюстрацией пользы такого подхода
в изучении сигнальных каскадов является управле-
ние сигнальным путем BMP. Созданный в рамках
одной из таких работ оптогенетический индуктор
BMP представляет собой рецептор BMP с присоеди-
ненным к цитоплазматическому домену фоточув-
ствительным димеризационным доменом. При об-
лучении синим светом этот домен димеризуется, за-
пуская каскад BMP. Впоследствии авторам удалось
оценить изменение уровня экспрессии NANOG
Oct4 и фосфорилированного SMAD 1/5 при помощи
иммунофлуоресцентного мечения, а также приме-
нить широкий набор молекулярных методов для
изучения клеток, в которых осуществлялась индук-
ция. Как отмечают авторы, такой подход проще и
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надежнее использования рекомбинантных активи-
рующих конструкций (Humphreys et al., 2020). Еще
более интересными являются случаи, когда после
оптогенетического запуска сигнального пути начи-
нается прижизненное наблюдение за клетками с ис-
пользованием заблаговременно введенной репор-
терной конструкции. Например, отслеживание при
помощи флуоресцентного биосенсора поведения
фосфатидной кислоты, являющейся важным вто-
ричным мессенджером, после оптогенетической ин-
дукции ее синтеза в разных органеллах позволило
показать, что фосфатидная кислота, синтезируемая
в разных органеллах имеет разный тропизм (Tei,
Baskin, 2020).

СВЕРХРАЗРЕШАЮЩАЯ МИКРОСКОПИЯ
Разрешение световой микроскопии фундамен-

тально ограничено волновой природой света, что
было впервые математически описано Эрнстом Аб-
бе в 1873 г. В связи с дифракцией электромагнитных
волн минимальное расстояние, на котором два флу-
оресцирующих объекта можно различить как раз-
дельные (разрешение), примерно равно половине

длины волны возбуждающего света. Это расстояние
называют дифракционным пределом, и указанная за-
кономерность на практике сводится к невозможности
получить разрешение лучше ~200 нм на обычном све-
товом микроскопе. Однако существуют подходы, в со-
вокупности получившие название сверхразрешающей
световой микроскопии, позволяющие путем ряда тех-
нических ухищрений этот предел обойти (Sigal et al.,
2018). В области изучения внутриклеточной сигна-
лизации этот арсенал методов имеет большое значе-
ние в связи с тем, что многие события, важные для
понимания сигнальных каскадов, происходят в мас-
штабах меньших, чем возможно визуализировать
при помощи классических методов световой микро-
скопии. Несмотря на крайне широкое разнообразие
существующих сверхразрешающих методик, боль-
шая часть применяющихся в настоящее время ком-
мерческих систем имеет в своей основе один из трех
основных методов, которые коротко охарактеризо-
ваны далее (рис 2.).

В основе метода структурированного освещения
(SIM) лежит освещение образца не по всему полю зре-
ния, а решетчатым паттерном. Изображение захваты-
вается 3–6 раз, с каждым кадром паттерн освещения

Рис. 2. Основные современные методики сверхразрешающей микроскопии. а – SIM: возбуждающий свет перед попаданием
на образец разделяется дифракционной решеткой на упорядоченный паттерн, поворачивая который при съемке можно по-
лучить высокочастотную информацию для последующей математической реконструкции структуры образца; б – STED: два
лазера соосно проходят в сканирующую систему конфокального микроскопа и одномоментно попадают на препарат, где то-
роидально сфокусированный истощающий лазер подавляет флуоресценцию, вызванную возбуждающим лазером в участках,
отличных от центральной области своего возбуждающего пятна, что и определяет эффективное пятно возбуждения таких си-
стем; в – SMLM: одномоментно в образце возбуждается только часть флуорохромов, что при цикличной съемке позволяет с
течением времени точно определить позиции всех флуоресцентных меток в образце на основе их функции рассеяния точки;
введение в оптический путь дополнительной цилиндрической линзы позволяет проводить такую реконструкцию и по глуби-
не, за счет характерных изменений, вносимых ею в характер функции рассеивания.

а б в
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поворачивается таким образом, чтобы в местах пересе-
чения происходила интерференция. Регистрируемая
при этом высокочастотная информация в дальней-
шем используется для математического восстанов-
ления структуры образца (Gustafsson, 2000). Инте-
ресно, что происходит этот феномен только в фо-
кальной плоскости, поэтому при последовательной
съемке образца с движением по оси Z возможна
трехмерная реконструкция. Разрешение SIM обыч-
но колеблется в пределах 100 нм, хотя некоторые со-
временные системы могут доходить даже до 65 нм.
Этот метод не имеет ограничений по подбору флуо-
рохромов, наименее фототоксичен из трех основных
подходов, и, как правило, именно он используется
для съемки живых клеток. Однако для визуализации
фиксированных препаратов он также пригоден. В
качестве примера такой работы можно привести
изучение тропизма сигнальных молекул к первич-
ной ресничке, в которой было показано, что поли-
глутаминирование аксонемы играет в этом процессе
ключевую роль. Размер исследуемых структур не
позволил бы различить исследуемые структуры с ис-
пользованием обычного конфокального микроско-
па (He et al., 2018). Прижизненную визуализацию
при помощи SIM можно проиллюстрировать рабо-
той, количественно характеризующей роль кофили-
нового сигнального пути в процессах роста аксо-
нального конуса за счет колокализации кофилина и
коакстатина с актиновым цитоскелетом с точно-
стью, недоступной для дифракционно-ограничен-
ных методов (Hou et al., 2021).

В методе STED улучшение разрешения достига-
ется за счет тушения флуоресценции от возбуждаю-
щего лазера конфокального микроскопа коллимиро-
ванным с ним лазером, сфокусированного тороидаль-
но. Диаметр отверстия этого торуса дифракционно не
ограничен, и именно им определяется реальное пят-
но возбуждения (Hell, Wichmann, 1994). STED до-
стигает разрешения в 85–30 нм в зависимости от мо-
дели, умеренно фототоксичен и умеренно быстр по
скорости съемки, что делает его использование в
живых клетках возможным, хотя и не оптимальным.
Число меток также ограниченно, поскольку они не
должны возбуждаться истощающим лазером. На-
пример, с помощью STED-микроскопии было пока-
зано, что форма STAT3, фосфорилированная в ответ
на взаимодействие FAK c α6-интегрином, в ядре
клеток глиомы колокализуется с TET3, конвертиру-
ющей 5-метилцитозин в 5-гидроксиметилцитозин.
Вместе STAT3 и TET3 способствуют повышению
экспрессии генов, отвечающих за поддержание
глиомы (Herrmann et al., 2020). Другим примером ис-
пользования STED является описание распределе-
ния EGFR, подавляющего процесс дифференциров-
ки эпендимных клетках нейрогенной ниши лате-
ральной вентрикулярной зоны с точностью до
отдельных кластеров (Abdi et al., 2019). Интересным
примером прижизненного использования STED яв-
ляется регистрация кальциевой сигнализации в пре-

синапсах клеток внутреннего уха живой мыши, что
позволило авторам описать эту систему с большей
точностью, нежели это удавалось им при помощи
конфокальной микроскопии (Neef et al., 2018).

Наконец, методы локализационной микроско-
пии (SMLM) основаны на цикличном возбуждении
небольших групп флуорохромов в образце импуль-
сами лазера, после чего на основании функции рас-
сеивания одиночного источника света позиция этих
флуорохромов может быть реконструирована мате-
матически. Как именно достигается попеременная
активация флуорохромов зависит от конкретного
метода, но, как правило, для этого нужен тот или
иной буфер сложного состава. Из-за цикличной
съемки метод отличается длительностью и фототок-
сичностью, а также требует серьезного внимания к
условиям съемки, таким как тепловой дрейф объек-
тива, микровибрации, и даже размер молекул анти-
тел. При этом возможно относительно рутинное по-
лучение разрешения в 25–10 нм (Shivanandan et al.,
2014). При помощи этого метода была детально опи-
сана причина подавления сигнального пути Hippo
при механическом напряжении. С помощью двой-
ной окраски на YAP и F-актин было показано, что
YAP при механическом напряжении выходит из ядра
в цитоплазму, за счет растягивания ядерных поро-
вых комплексов актиновыми стресс-фибриллами
(Gao et al., 2020). Высокое разрешение локализаци-
онной микроскопии позволяет не просто предска-
зать расстояния между молекулами на основе фено-
мена FRET или колокализации, а непосредственно
их увидеть. Примером такой работы является ис-
пользование активной стабилизации столика мик-
роскопа и его оптических компонентов для повыше-
ния точности локализации флуоресцентных меток
до нескольких нанометров, что позволило авторам
детально описать изменения, происходящие с имму-
нологическим синапсом в процессе Т-клеточной
сигнализации. В частности, авторы показали, что
расстояние между ТCR и CD45 в активных и покоя-
щихся Т-клетках отличается на 4–7 нм (Coelho et al.,
2020). Наконец, несмотря на техническую слож-
ность исполнения, прижизненная локализационная
визуализация технически осуществима. Особенный
интерес она представляет для отслеживания поведе-
ния одиночных молекул, что позволяет с большой
точностью описывать кинетику их движения. В ка-
честве примера такой работы можно привести опи-
сание кинетики димеризации ключевых факторов
плюрипотентности Sox2 и Oct4 в эмбриональных
стволовых клетках. Показано, что сначала с ДНК
связывается Sox2, к которому затем присоединяется
Oct4. Интересно, что успешное присоединение к
ДНК этого комплекса происходит не сразу: Sox2 ли-
нейно перемещается по ДНК и каждые несколько
секунд производит короткие неспецифические свя-
зывания, после чего вместе с Oct4 собирается в нуж-
ном локусе (Chen et al., 2014).
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Серьезным ограничением описанных выше мето-
дик является необходимость наличия дорогостоя-
щего и сложного в освоении оборудования. В тех
случаях, когда прижизненная визуализация не тре-
буется, возможно использование альтернативного
подхода, в котором сама клетка искусственно рас-
ширяется при помощи гидрогеля с сохранением
пространственного взаиморасположения белковых
молекул. Этот метод, получивший название экспан-
сионной микроскопии (ExM), позволяет увеличи-
вать размеры клетки до 10 раз, с соответствующим
увеличением эффективного разрешения. Еще боль-
шего разрешения можно достичь при визуализации
таких расширенных образцов с помощью “настоя-
щих” методов сверхразрешающей микроскопии,
вплоть до молекулярного (Zwettler et al., 2020). При-
мером экспериментального применения методики
ExM является визуализация кластеризации риано-
диновых рецепторов с получением эффективного
разрешения в 15 нм при помощи обычного конфо-
кального микроскопа (Sheard et al., 2019).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Современные методики флуоресцентной микро-
скопии являются многофункциональным инстру-
ментом, позволяющим исследователям отследить и
охарактеризовать поведение практически любых сиг-
нальных молекул, в том числе прижизненно, что, не-
сомненно, делает их важнейшим инструментом для
изучения внутриклеточных сигнальных каскадов.

При этом развитие данной области не стоит на
месте. Регулярно публикуются новые эксперимен-
тальные методики, представляющие собой как дора-
ботанные старые, так и принципиально новые под-
ходы. Появляются все менее фототоксичные мето-
дики прижизненной съемки (Chen et al., 2014),
растет предел достижимого разрешения в сверхраз-
решающей микроскопии, приближаясь к молеку-
лярному (Gwosch et al., 2020), появляются стратегии
корреляции данных с криоэлектронной микроско-
пией (Wolff et al, 2016). Эти и другие методики, несо-
мненно, в будущем сыграют большую роль в изуче-
нии в том числе и процессов внутриклеточной сиг-
нализации.
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The review article details the main methods, approaches currently used in f luorescence microscopy to visualize in-
tracellular signal transduction pathways. Both fixed samples, live-cell imaging are discussed, with particular atten-
tion being placed on super-resolution microscopy. Practical applications, limitations are given for each technique,
illustrated by the selected recent scientific advancements.
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