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Экспансионная микроскопия (Expansion microscopy, ExM) – метод пробоподготовки, позволяющий до-
биться улучшенной визуализации структур за счет физического расширения образца. Этот метод исполь-
зуется в сочетании с традиционной световой микроскопией и позволяет без применения сложных техни-
ческих устройств, характерных для методов сверхразрешающей микроскопии (super-resolution microsco-
py), добиться визуализации биологических структур с более высоким разрешением. В отличие от методов
сверхразрешающей микроскопии, экспансионная микроскопия не позволяет преодолеть дифракцион-
ный предел, однако наблюдаемый эффект можно считать эквивалентным увеличению пространственного
разрешения. Относительная простота метода и нетребовательность к используемому микроскопу сделали
экспансионную микроскопию довольно популярным методом для визуализации различных биологиче-
ских структур. В настоящей работе описано использование экспансионной микроскопии для визуализа-
ции в клетках Escherichia coli, находящихся в состоянии SOS-ответа, ДНК и структур, формируемых бел-
ком FtsZ. Результаты работы подтверждают полученные ранее данные о том, что белок FtsZ в клетках, на-
ходящихся в состоянии SOS-ответа, распределен неравномерно. Использованный в работе протокол
визуализации клеток E. coli, предварительно закрепленных на поверхности стекла, с помощью метода экс-
пансионной микроскопии может быть использован в будущем для изучения внутренних структур других
клеток – как бактериальных, так и эукариотических.
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Хорошо известно, что световая микроскопия и, в
особенности, ее разновидность – флуоресцентная
микроскопия – обладает множеством достоинств,
которые определяют ее широкое применение при
изучении биологических объектов (Sanderson et al.,
2014). Наряду с достоинствами, световая микроско-
пия имеет и недостатки, среди которых одним из
наиболее существенных является сравнительно низ-
кое пространственное разрешение, которое ограни-
чено дифракционным пределом на уровне примерно
половины длины волны используемого светового
излучения (Renz, 2013). Дифракционный предел –
фундаментальное явление и следствие волновой
природы света; фактически, это минимальное рас-
стояние, на котором могут находиться 2 точечных
объекта и при этом быть отличимыми друг от друга
(разрешимыми). Кроме длины волны, дифракцион-
ный предел зависит от числовой апертуры, что дела-
ет предпочтительным использование объективов с
высокой числовой апертурой (например, с масляной
иммерсией). Для световых микроскопов предел раз-

решения обычно оценивают на уровне 200–300 нм (в
фокальной плоскости).

В настоящее время описано несколько подходов,
позволяющих преодолеть дифракционный предел и
добиться улучшения разрешения вплоть до единиц
нанометров. Принципы таких методов, собиратель-
но называемых методами сверхразрешающей мик-
роскопии (или микроскопии сверхвысокого разре-
шения), существенно отличаются, однако общая
идея может быть сформулирована следующим обра-
зом: выигрыш в пространственном разрешении до-
стигается за счет ухудшения временного разрешения
и (или) применения достаточно сложных техниче-
ских дополнений к световому микроскопу. Такие
технические дополнения являются дорогостоящими
и могут включать лазерное освещение с высокой
плотностью мощности, сложные схемы сканирова-
ния образца, создание структурированной засветки
образца, использование двух оппозитных объекти-
вов и др. Кроме сложных технических решений, эти
методы обычно требуют продвинутого и трудного в
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обращении программного обеспечения, что допол-
нительно увеличивает стоимость и снижает их до-
ступность для исследователей (Клементьева и др.,
2016; Feng et al., 2018).

В 2015 г. был предложен новый метод пробопод-
готовки, который предполагает заключение образца
в гель и его последующее расширение в несколько
раз. Метод получил название экспансионной мик-
роскопии (Chen et al., 2015). Общий принцип экс-
пансионной микроскопии на примере работы с бак-
териальной клеткой представлен на рис. 1. Ключе-
вая идея метода – заключить образец в гель таким
образом, чтобы внутриклеточные структуры оказа-
лись сшиты с матрицей геля, а затем осуществить
расширение геля, в ходе которого связанная с гелем
клетка также расширяется (Wassie et al., 2019).

Протоколы экспансионной микроскопии в опуб-
ликованных работах различаются; тем не менее их
основные этапы схожи между собой. Вначале обра-
зец подвергают фиксации и пермеабилизации, по-
сле чего в рамках некоторых протоколов (например,
см.: Tillberg et al., 2016) осуществляют иммунофлуо-
ресцентное окрашивание. К сожалению, непосред-
ственное окрашивание объекта интереса антителами,
конъюгированными с флуоресцентными красителя-
ми, на данном этапе пробоподготовки затруднено, так
как в ходе дальнейшей пробоподготовки осуществля-
ется расщепление белков, что зачастую приводит к
разрушению антител и, соответственно, удалению
флуоресцентной метки.

Для флуоресцентного мечения вначале был пред-
ложен подход, использующий олигонуклеотиды, ко-
торые связывают флуорофор с матрицей геля. Вторич-
ные антитела, используемые для окрашивания, сшиты
с олигонуклетидом, который затем гибридизуется с
модифицированным олигонуклеотидом (добавлены
флуоресцентный краситель и группа, реагирующая с
матрицей геля). Использование олигонуклеотидов
позволяет сохранить положение флуоресцентных
меток в геле в ходе дальнейшего протеолиза. Вместо
использования антител на этом этапе пробоподго-
товки возможно также использование флуоресцент-
ных белков (основано на их устойчивости ко многим
протеазам) (Chozinski et al., 2016). Кроме того, в не-
которых протоколах данный этап мечения пропус-
кают, а флуоресцентное окрашивание (обычно ан-
тителами) осуществляют после протеолиза (Chozins-
ki et al., 2016).

Далее образец подвергают дополнительной моди-
фикации (функционализации), что обеспечивает до-
бавление к определенным молекулам образца (напри-
мер, аминогруппам) реакционно-способных групп,
которые в дальнейшем позволяют сшить образец с
матрицей геля. Пример функционализации образца –
использование реагента Acryloyl-X (Tillberg et al.,
2016). Затем функционализированный образец за-
ключают в полиакриламидный гель, при этом поли-
меризацию осуществляют в растворе с высокой ион-
ной силой, что приводит к экранированию заряжен-
ных мономеров матрицы геля и обеспечивает
формирование слабо упорядоченных полимеров. В
дальнейшем, после основных этапов пробоподго-
товки, расширение геля происходит в результате
электростатического отталкивания молекул, состав-
ляющих матрицу геля, при помещении геля в рас-
твор с низкой ионной силой (например, в деионизо-
ванную воду). При этом неупорядоченные полиме-
ры матрицы геля распрямляются – именно этим
ограничена степень расширения геля (обычно при-
мерно в 4 раза в каждом направлении, хотя некото-
рые протоколы позволяют добиться большей степе-
ни расширения (Li et al., 2022)).

Однако расширение образца непосредственно
после его заключения в гель затруднено, так как био-
логические молекулы (в основном белки и их ком-
плексы) обладают высокой прочностью и препят-
ствуют расширению. Поэтому после заключения в
гель осуществляют расщепление белковых структур
образца (в основном, путем протеолиза, например,
протеиназой К), а в ряде случаев – нуклеиновых
кислот и клеточной стенки (у бактерий). Для рас-
щепления белков можно использовать также нагрев.
Следует отметить, что расщепление белковых струк-
тур часто приводит к уничтожению эпитопов, что
делает невозможным иммунофлуоресцентное мече-
ние образца после его обработки. Для такого мече-
ния используют ограниченный протеолиз, одновре-
менно сохраняющий эпитопы и делающий возмож-
ным расширение образца.

Рис. 1. Общий принцип экспансионной микроскопии на
примере бактериальной клетки, заключенной в поли-
электролитный гель. Клетка обозначена желтым, крас-
ным отмечено Z-кольцо, серые линии – полимеры мат-
рицы геля. Слева – гель с заключенной в него клеткой до
расширения (в солевом буфере), справа – после расши-
рения (в воде). Полимеризация геля осуществляется в со-
левом буфере, в котором заряженные молекулы, форми-
рующие гель, экранированы и практически не взаимо-
действуют друг с другом, в результате чего формируются
слабо упорядоченные полимеры, составляющие матрицу
геля. В бессолевой среде взаимное отталкивание одно-
именно заряженных мономеров полиэлектролитного ге-
ля вызывает его значительное изотропное расширение.
При этом полимеры геля распрямляются, а образец, за-
ключенный в гель, увеличивается.

Бактериальная клетка

Полиэлектролитный гель

Буфер или вода
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После расщепления иногда проводят иммуно-
флуоресцентное окрашивание образца (зависит от
протокола подготовки), а также окрашивание ДНК
и (или) других структур соответствующими красите-
лями. После этого гель с заключенным в него образ-
цом переносят в раствор с низкой ионной силой (на-
пример, деионизованную воду), где происходит его
изотропное расширение в несколько раз (см. рис. 2).
Затем образец визуализируют.

Основное преимущество метода экспансионной
микроскопии – возможность визуализации образца
с четырехкратным выигрышем в разрешении струк-
тур с использованием стандартного флуоресцентно-
го микроскопа, что эквивалентно использованию
методов сверхразрешающей микроскопии. Более
того, в результате применения некоторых протоко-
лов удается получить и более высокую степень рас-
ширения, например, за счет последовательного пе-
резаключения образца в гель (Chang et al., 2017). Дру-
гое важное преимущество метода экспансионной
микроскопии заключается в том, что в ходе расши-
рения образца увеличивается доступность структур
для окрашивания, в том числе белковых эпитопов,
поэтому экспансионная микроскопия может суще-
ственно помочь в изучении локализации компонен-
тов в сложных белковых комплексах.

Наряду с достоинствами, метод экспансионной
микроскопии обладает и недостатками. В частности,
в случае недорасщепления структур расширение об-
разца может оказаться недостаточным или неодно-
родным (последнее приводит к искажению исследу-
емых структур). Напротив, чрезмерное расщепле-
ние, как уже отмечено выше, уничтожает эпитопы
белков, что препятствует иммунофлуоресцентному
мечению структур после расщепления образца и да-
же может полностью разрушить структуру образца,
что делает невозможным его визуализацию. Поэто-
му оптимизация протокола расщепления образца
является одним из важнейших условий успешной
реализации всего метода. Другой недостаток связан
с тем, что в процессе полимеризации геля может
происходить обесцвечивание флуоресцентных мо-

лекул (Tillberg et al., 2016). Это ограничивает флуо-
ресцентное мечение структур до заключения образ-
ца в гель. Для преодоления такового недостатка не-
обходимо использовать только совместимые с
методом флуоресцентные красители. Кроме того,
можно метить структуры уже после расщепления об-
разца.

В русскоязычной литературе нам удалось найти
несколько работ, посвященных использованию экс-
пансионной микроскопии для исследования тканей.
Например, в одной из статей авторы продемонстри-
ровали использование метода экспансионной мик-
роскопии для изучения тканей головного мозга (Де-
ревцова и др., 2021). Работы, использующие этот ме-
тод для изучения одиночных клеток, нам не удалось
найти.

В настоящей работе метод экспансионной мик-
роскопии был использован для визуализации оди-
ночных клеток Escherichia coli, предварительно за-
крепленных на поверхности стекла. Использование
метода позволило показать, что в состоянии SOS-от-
вета белок FtsZ неравномерно распределен по клет-
ке, что свидетельствует о неполной разборке поли-
меров, формируемых данным белком. Кроме того,
было охарактеризовано распределение ДНК в бакте-
риальной клетке в состоянии SOS-ответа. Протокол
пробоподготовки, используемый в настоящей рабо-
те, может быть использован в будущем для визуали-
зации иных объектов, например, адгезивных куль-
тур клеток эукариот, а также бактерий.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Бактерии. Использовали бактерии Escherichia coli

штамма BW27783 с геном белка слияния FtsZ:mNeon-
Green (Moore et al., 2013). Культуру выращивали в
жидкой среде LB при 37°C в термошейкере до величи-
ны оптической плотности среды (OD600) 0.2, затем ак-
тивировали (при необходимости) SOS-ответ облучени-
ем ультрафиолетовым светом в течение 1 мин в тран-
силлюминаторе (Vilber Lourmat Infinity-1500/36M).
Через 30 мин или 1 ч после активации SOS-ответа

Рис. 2. Расширение полиэлектролитного геля. Исходно фрагмент геля находится в солевом растворе (а), а затем переносится
в деионизованную воду, где происходит его расширение в несколько раз (б).

а б
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отбирали образцы для дальнейшей пробоподготов-
ки. В качестве контроля брали культуру, не подвер-
гавшуюся облучению ультрафиолетом.

Пробоподготовка. Клетки подготавливали соглас-
но протоколу (Basic protocol 1; Asano et al., 2018) с не-
большими изменениями. Фиксацию осуществляли
добавлением в среду формальдегида до конечной
концентрации 2.6%, глутаральдегида – 0.04% и на-
трий-фосфатного буфера (pH 7.5) – 32 мМ. Затем
клетки инкубировали 10 мин на льду и 50 мин при
комнатной температуре. Клетки трижды промывали
фосфатно-солевым буферным раствором (PBS),
каждый раз центрифугируя образцы при 6000 g в те-
чение 2 мин. После этого клетки помещали в промыва-
емую камеру, полученную из предметного и покровно-
го стекла, которые разделены скотчем (рис. 3). По-

кровные стекла для камеры подвергали плазменной
очистке. Камеру предварительно обрабатывали по-
ли-L-лизином в течение 10 мин для лучшего закреп-
ления бактерий на поверхности стекла.

Далее камеру переворачивали и оставляли на
30 мин для закрепления бактерий на покровном
стекле. Дальнейшие операции выполняли путем
смены растворов в полученной промываемой каме-
ре. Для разрушения клеточной стенки клетки инку-
бировали при 37°C в течение ночи в растворе лизо-
цима в PBS в концентрации 2 мг/мл. На следующий
день клетки трижды промывали PBS. Далее действо-
вали согласно протоколу (Asano et al., 2018). В част-
ности, раствор Acryloyl-X SE (10 мг/мл в DMSO) раз-
водили в PBS до конечной концентрации 0.1 мг/мл.
Далее клетки инкубировали в полученном растворе
в течение 2–3 ч при комнатной температуре. Затем
клетки дважды промывали PBS.

Заключение бактериальных клеток в гель осу-
ществляли с использованием специальной камеры
для заливки геля (рис. 4). Алгоритм заливки схема-
тично изображен на рис. 5. Вначале удаляли силико-
новый герметик, соединяющий покровное стекло с
другими частями промываемой камеры. Затем по-
кровное стекло с закрепленными на нем клетками от-
деляли и накрывали им камеру для заливки геля с на-
литым в нее раствором для полимеризации геля. Для
заливки геля использовали раствор Stock X (86 г/л ак-
рилата натрия, 25 г/л акриламида, 1.5 г/л N,N-мети-
ленбисакриламида, 117 г/л NaCl; в качестве основы
использовали PBS), воду, 10%-ный TEMED (объ-
ем/объем) и 10%-ный PSA (вес/объем), которые
смешивали в соотношении 47 : 1 : 1 : 1. Затем камеру
оставляли при 37°C на 1 ч для полимеризации геля.

После этого покровное стекло отделяли и пере-
носили гель в 6-луночный планшет, где осуществля-
ли расщепление протеиназой К, окрашивание ДНК
и расширение геля. Протеолиз проводили в буфере
(0.5%-ный Triton X-100, 1 мМ EDTA, 50 мМ Tris-HCl
pH 8.0, 46.7 г/л NaCl) с добавлением протеиназы K
до концентрации 8 ед./мл. Гель инкубировали в рас-

Рис. 3. Слайд, используемый для закрепления бактериальных клеток на поверхности покровного стекла. Слайд состоит из
предметного и покровного стекол, разделенных слоем одностороннего скотча (скотч обращен липкой стороной к предмет-
ному стеклу). Силиконовый герметик обеспечивает быстрое и надежное крепление стекол и при этом позволяет легко разби-
рать слайд в ходе дальнейшей работы. Бактерии закрепляются на внутренней поверхности покровного стекла, для улучшения
закрепления стекло покрыто поли-L-лизином.

Предметное стекло

Покровное стекло Силиконовый герметик

Односторонний скотч

Рис. 4. Слайд, используемый для заливки геля. Данный
слайд состоит из предметного стекла и двух слоев пленки
Parafilm: нижний слой сплошной, играет роль нижней
границы камеры; верхний слой имеет прямоугольный
вырез посередине с размерами примерно 7 × 7 мм и игра-
ет роль боковых границ камеры.

Предметное стекло Верхний слой Нижний слой
Parafilm Parafilm
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творе в течение ночи в темноте при комнатной тем-
пературе. После раствор с протеиназой удаляли, гель
промывали PBS. Для расширения гель инкубирова-
ли в дистиллированной воде в течение 1 ч, каждые
20 мин заменяя воду на свежую. Окрашивание ДНК
проводили в течение 5 мин красителем DAPI в кон-
центрации 100 нМ после расширения.

Микроскопия. Для наблюдения под микроскопом
использовали фрагмент полученного расширенного
геля, помещая его между покровным и предметным
стеклом с использованием разделителя между стек-
лами, соответствующего толщине геля. Для предот-
вращения высыхания геля полученный слайд герме-
тизировали валапом (смесь вазелина, ланолина и па-
рафина).

Для съемки использовали инвертированный
микроскоп Nikon Ti-E (Япония) с иммерсионным
объективом Nikon CFI Plan Apochromat VC 100х H
(N.A.1.40, W.D.0.13 mm), с камерой sCMOS Andor
Zyla 4.2 и с набором фильтров Semrock YFP-2427B.
Обработку изображений (настройка яркости и кон-
траста, конвертирование формата и т.д.) проводили
в программе ImageJ.

Реактивы. В работе использовали среду LB, фос-
фатно-солевой буфер (PBS), акриламид и N,N-ме-
тиленбисакриламид (Amresco, США); формальдегид,
глутаральдегид, поли-L-лизин, DMSO и акрилат на-
трия (Sigma Aldrich, США); лизоцим, тетраметилэти-
лендиамин (TEMED), персульфат аммония (PSA) и
Triton X-100 (Хеликон, Россия); Acryloyl-X SE и DAPI
(Thermo Fisher Scientific, США); протеиназу К (Евро-
ген, Россия).

РЕЗУЛЬТАТЫ

В состоянии SOS-ответа в клетках E. coli Z-кольца
отсутствуют, при этом распределение белка FtsZ явля-
ется неравномерным. Полученные при использова-
нии экспансионной микроскопии результаты де-
монстрируют, что в контрольном образце (клетки
E. coli без обработки ультрафиолетом) видны Z-
кольца, то есть бактерии находятся в процессе деле-
ния. У клеток в SOS-ответе (после обработки ультра-
фиолетом) деление остановлено и Z-колец не наблю-
дается (рис. 6). Однако на рисунке видно, что даже при
заблокированном делении при отсутствии Z-колец бе-
лок FtsZ не распределяется по цитоплазме клетки
равномерно. Видны некоторые скопления белка и не-
однородности, вероятно, связанные с тем, что полиме-
ры FtsZ разбираются не до конца и продолжают фор-
мировать некие структуры, отличные от Z-колец.

Аналогичные результаты были получены ранее
при использовании метода локализационной мик-
роскопии (Vedyaykin et al., 2014, 2020): в SOS-ответе
при этом также наблюдали неравномерное распре-
деление белка FtsZ по клетке E. coli.

ДНК, как в контрольных E. coli, так и в состоянии
SOS-ответа, распределена по клетке неравномерно.
Визуализация ДНК в клетках E. coli с использовани-
ем экспансионной микроскопии позволила пока-
зать, что как в состоянии нормального деления, так и в
состояния SOS-ответа ДНК распределена неравно-
мерно (рис. 7), что согласуется с данными, полученны-
ми при помощи традиционной флуоресцентной мик-
роскопии. Однако все же в состоянии SOS-ответа
такое распределение представляется несколько бо-
лее однородным.

Рис. 5. Алгоритм заключения бактериальных клеток в полиэлектролитный гель. 1 –Вначале собирают слайд, описанный на
рисунке 3а; бактериальные клетки помещают в слайд для их закрепления на поверхности покровного стекла; далее с ними
осуществляют подготовительные операции, такие как химическая фиксация, пермеабилизация, функционализация амино-
групп и т.д. 2 – Слайд разбирают, для этого удаляют силиконовый герметик. 3 – Покровное стекло с бактериальными клет-
ками снимают, сохраняя его ориентацию. 4 – В слайд для заливки геля помещают раствор компонентов для геля. 5 – Слайд
для заливки накрывают покровным стеклом (клетками в сторону геля) и инкубируют в течение необходимого времени с це-
лью полимеризации геля. 6 – Полученный брусочек полиэлектролитного геля с заключенными в него бактериальными клет-
ками отделяют от заливочной формы и осуществляют дальнейшие этапы пробоподготовки.

1
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ОБСУЖДЕНИЕ

В данной работе метод экспансионной микро-
скопии был использован для визуализации структур,
формируемых белком FtsZ и ДНК в состоянии SOS-
ответа с более высоким разрешением. Результаты
сравнили с данными, полученными для клеток, на-
ходящихся в состоянии нормального деления. Это
позволило наглядно показать, что активация SOS-
ответа не приводит к полной разборке структур,
формируемых белком FtsZ. При этом ДНК в состоя-
нии SOS-ответа распределена по клетке более одно-
родно, чем в контрольном образце.

Полученные данные о неравномерном распреде-
лении FtsZ по клетке E. coli в состоянии SOS-ответа
согласуются с оценкой концентрации SulA, доста-
точной для остановки клеточного деления (Vedyay-

kin et al., 2020). Для его блокирования достаточно
присутствия белка SulA в концентрации, в несколь-
ко раз более низкой, чем концентрация FtsZ, при
этом полной разборки полимеров FtsZ не происхо-
дит. Таким образом, новые данные о неполной раз-
борке полимеров FtsZ в клетках E. coli в состоянии
SOS-ответа находятся в согласии с полученными на-
ми ранее данными. В то же время, они также проти-
воречат модели секвестрации мономеров FtsZ в со-
стоянии SOS-ответа (Chen et al., 2012).

Визуализация ДНК показала, что при нормаль-
ном делении нуклеоид представлен в клетке в виде
тяжей, протяженных филаментов и других неодно-
родных структур, а во время SOS-ответа распределе-
ние ДНК по клетке является более однородным, при
этом происходит некоторая компактизация ДНК
ближе к середине клетки. Визуализация ДНК с боль-
шим разрешением может быть востребована в буду-
щем для исследования пространственной организа-
ции ДНК в бактериальной клетке (Verma et al., 2019).

Таким образом, описанный в настоящей работе
протокол экспансионной микроскопии представля-
ется авторам хорошо подходящим для изучения кле-
ток, которые могут быть закреплены на поверхности
покровного стекла или на другой плоской поверхно-
сти, например, адгезивных клеток эукариот в куль-
туре, бактерий, способных к закреплению на по-
верхности, и других одиночных клеток.
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Рис. 6. Распределение FtsZ в клетках во время нормального деления (−UV) и после облучения ультрафиолетом во время SOS-
ответа (+UV). Стрелками на рисунке слева обозначены Z-кольца.
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Рис. 7. Распределение ДНК в клетках во время нормаль-
ного деления (−UV) и SOS-ответа после облучения уль-
трафиолетом (+UV). При нормальном делении ДНК рас-
пределяется по будущим дочерним клеткам, тогда как в
состоянии SOS-ответа хромосомы пространственно не
разделены и локализуются ближе к середине клетки.
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Visualization of Escherichia coli Single Cells in the State of SOS Response 
Using Expansion Microscopy
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Expansion microscopy (ExM) is a sample preparation method that allows to achieve improved visualization of
structures due to the physical expansion of the sample. This method is used in combination with traditional light
microscopy and allows, without the use of complex technical devices typical for super-resolution microscopy, to
achieve visualization of biological structures with higher resolution. Unlike the methods of super-resolution micros-
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copy, expansion microscopy does not make it possible to overcome the diffraction limit; however, the observed effect
can be considered equivalent to an increase in the spatial resolution. The relative simplicity of the method and the
undemanding nature of the microscope used have made expansion microscopy a fairly popular method to visualize
various biological structures last time. This paper describes the use of expansion microscopy to visualize DNA and
structures formed by the FtsZ protein in Escherichia coli cells during the SOS response. The results of the work con-
firm the previously obtained data that the FtsZ protein in cells in the state of the SOS response is unevenly distrib-
uted. The protocol used in this work for visualization of E. coli cells preliminarily fixed on the glass surface using the
expansion microscopy method can be used in the future to study the internal structures of other cells, both bacterial
and eukaryotic.

Keywords: expansion microscopy, FtsZ, SOS response, bacterial division


