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В обзоре рассмотрены методы зондовой, электронной и конфокальной микроскопии для изучения
структуры дрожжей Candida. Приведены последние достижения в области исследования противо-
микробных эффектов методами микроскопии высокого разрешения. Представлены преимущества
и недостатки каждого метода, а также границы их применения. Описаны такие процессы, как лизис
клеточной стенки и разрушение цитоплазматической мембраны, вызванные противогрибковыми
препаратами, а также их воздействие на наноструктурные или механические свойства дрожжей
Candida. Особое внимание уделено пробоподготовке Candida и протоколам сканирования.
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ВВЕДЕНИЕ
Инвазивные инфекции, вызванные дрожжами

разных видов рода Candida, в основном поражают
пожилых людей или пациентов с иммунодефици-
том и трудно поддаются лечению [1, 2]. Высокий
показатель смертности связывают с ограничен-
ным резервом противогрибковых препаратов и
появлением большого количества резистентных
штаммов [3, 4]. На сегодня самыми распростра-
ненными группами противогрибковых препара-
тов являются: азолы, блокирующие синтез эрго-
стерола; полиены, связывающиеся с эргостеро-
лом в плазматической мембране, что приводит к
нарушению проницаемости клетки; фторирован-
ные пиримидины, препятствующие синтезу бел-
ка и репликации ДНК; эхинокандины, блокиру-
ющие β-1,3-глюкансинтазу, которая участвует в

биосинтезе клеточной стенки дрожжей [3, 5–9].
Как правило, воздействие данных препаратов ис-
следуется при помощи методов флуоресцентной
микроскопии, однако подобные методы не поз-
воляют получать данные о наноразмерной струк-
туре поверхности дрожжей.

Современные методы высокоразрешающей
микроскопии активно используются для иссле-
дования морфологических и функциональных
свойств единичных дрожжевых клеток и действия
на них лекарственных препаратов. Широко при-
меняются методы зондовой микроскопии для ви-
зуализации оболочки и измерения жесткости
клеточной стенки дрожжей. Атомно-силовая
микроскопия (АСМ) является наиболее исполь-
зуемым методом для изучения морфологии и ме-
ханических свойств клеток дрожжей в физиоло-
гических условиях [10–12]. Другим методом для
визуализации является сканирующая электрон-
ная микроскопия, позволяющая получать изоб-
ражения клеток и биопленок в высоком разреше-
нии. Метод просвечивающей электронной мик-
роскопии дает возможность визуализировать
клетку в разрезе для обнаружения разрушения
мембраны. Однако у перечисленных методов есть
один существенный недостаток. В процессе про-
боподготовки образца гибнут сами дрожжи, что
не позволяет определить, какие морфологиче-
ские изменения вызывает терапевтический пре-
парат, а какие высушивание клеток или их фикса-
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ция. Такой метод пробоподготовки не позволяет
изучить динамику морфологических изменений
и кинетику воздействия противогрибковых пре-
паратов. При этом наименее инвазивные методы,
такие как быстрая криофиксация/витрификация
клеток [13–15], криозамещение воды [16, 17],
весьма дорогостоящие и трудоемкие.

Методы АСМ широко используются в клеточ-
ной биологии [18–20] для визуализации и изуче-
ния функциональных свойств живых клеток.
Пространственное разрешение изображений за-
висит от радиуса острия зонда. Более того, нано-
зонды способны измерять силы в широком диа-
пазоне (приблизительно от 0.1 до 100 нН), кото-
рые действуют на отдельные молекулы, что
позволяет определять силы небольших межмоле-
кулярных, межклеточных и сильных ковалент-
ных взаимодействий [21–23]. Возможность на-
блюдать структуру поверхности или локализацию
адгезии единичных молекул и механических
свойств клетки позволяет проводить оценку воз-
действия противомикробных препаратов на
штаммы бактерий и грибков или выявлять их ре-
зистентность [24, 25].

В свою очередь, методы растровой и просвечи-
вающей электронной микроскопии (РЭМ и
ПЭМ) позволяют получать снимки клеточной
стенки и биопленки дрожжей с более высоким
пространственным разрешением ~5–100 нм для
РЭМ и 1–30 нм для ПЭМ. Метод дает информа-
цию не только о структуре поверхности (РЭМ),
но и о внутриклеточной структуре срезов (ПЭМ).
Отметим, что большинство экспериментов про-
водится in vitro, однако имеются сообщения об
опытах по изучению Candida на моделях in vivo
[26–29].

Отличительным преимуществом методов зон-
довой, электронной и конфокальной микроско-
пии от классических оптических методов являет-
ся возможность исследования наноструктуры
биологических объектов. К примеру, изменения,
возникающие в ходе лизиса клеточной стенки
дрожжей, толщина которой составляет ~100–
250 нм, невозможно зафиксировать с помощью
оптического микроскопа, то же справедливо для
образования биопленок на клетках. Изучение таких
процессов, их динамики и причины возникновения
вносит существенный вклад в понимание принци-
па действия, качественного и количественного ана-
лиза эффективности противогрибковых препара-
тов, что способствует разработке более эффектив-
ных препаратов. В данном обзоре рассмотрены
последние достижения в области исследования
дрожжей Candida, полученные благодаря микро-
скопии высокого разрешения и демонстрирую-
щие, как технология расширила понимание о
процессах, протекающих на клеточной поверхно-
сти, механике и структуре клеток.

1. ПРИМЕНЕНИЕ ЗОНДОВЫХ МЕТОДОВ 
МИКРОСКОПИИ В ИЗУЧЕНИИ

КЛЕТОК Candida

Атомно-силовая микроскопия [30] является
передовым методом визуализации сверхвысокого
разрешения, позволяющим решать фундамен-
тальные и практические задачи в области клеточ-
ной биологии. Метод АСМ способен визуализи-
ровать клетки в физиологическом растворе в ре-
жиме реального времени для последующего
анализа топографии и механических свойств. По-
скольку при визуализации поверхности методом
АСМ на образец оказывается механическое воз-
действие, необходима фиксация образца на по-
верхности подложки химическими методами [31].

Основной принцип работы АСМ заключается
в регистрации силового взаимодействия между
зондом и поверхностью образца [32]. При скани-
ровании образец фиксируют на пьезоэлектриче-
ском сканере, способном претенциозно переме-
щаться в трех измерениях. Такой режим известен
как сканирование образцом, также возможно
сканировать, перемещая в пространстве острие,
сканирование острием, однако такая конструк-
ция дорогостоящая. Острие установлено на гиб-
кий кантилевер, на который светят лазерным лу-
чом, и при механическом отклонении острия от
образца фотодиодом фиксируется отклонение
лазерного пучка. Величина такого отклонения за-
висит от сил взаимодействия между острием и об-
разцом.

Существуют два режима сканирования АСМ
для визуализации биологических объектов – кон-
тактный и динамический. При контактном режи-
ме зонд находится в непосредственном контакте с
поверхностью образца. Преимуществами такого
режима являются высокая скорость сканирова-
ния, возможность измерения распределения ла-
теральных сил по поверхности образца и высокое
качество изображений поверхности с развитым
рельефом. Тем не менее немаловажным недостат-
ком является проблематичность при сканирова-
нии мягких и незакрепленных биологических об-
разцов, по этой причине режим почти не исполь-
зуется при изучении дрожжей Candida. В
динамическом режиме, включающем в себя по-
луконтактный и бесконтактный режимы, канти-
левер колеблется таким образом, что зонд нахо-
дится вблизи или немного выше поверхности об-
разца [33, 34]. В таком режиме воздействие на
образец минимально, следовательно, поврежде-
ние мягких образцов менее вероятно, а разреша-
ющая способность для мягких образцов выше,
хотя скорость такого сканирования меньше, чем у
контактного режима.

Несмотря на различные режимы сканирова-
ния, зонд АСМ прилагает силу к образцу, что
приводит к дрейфу незафиксированных клеток.
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Сканирование высушенных образцов позволяет
добиться физической фиксации клеток на суб-
страт и избежать их дрейфа при сканировании
методом АСМ. Однако данное преимущество ни-
велируется невозможностью исследования жи-
вых клеток, что не позволяет изучать динамику
изменения структуры поверхности и кинетику
воздействия противогрибковых препаратов. Так
как информация, полученная с дегидратирован-
ных клеток ограничена, самым распространен-
ным применением АСМ в изучении дрожжей яв-
ляется анализ терапевтических свойств противо-
грибковых препаратов, основанный на данных о
топографии грибка.

В [35] различными методами, включая АСМ,
изучали терапевтические свойства 1,4-нафтохи-
нона по отношению к Candida albicans. Замечено,
что некоторые группы нафтохинонов, обладаю-
щие высокой фармакологической активностью,
связанной с окислительно-восстановительными
и кислотно-основными свойствами [36], прояв-
ляют противогрибковый эффект [37, 38].

В настоящей работе исследовали высушенные
клетки. Анализ клеток C. albicans (рис. 1) демон-
стрирует, что дрожжи из контрольной группы
(рис. 1а) обладают гладкой поверхностью и име-
ют правильную форму, в то время как обработан-
ные нафтохиноном клетки имеют шероховатую
поверхность (рис. 1б). Согласно фазово-кон-
трастной визуализации клетки, обработанные
нафтохиноном (рис. 1г), мягче, чем клетки кон-
трольной группы (рис. 1в). Выявлено, что у обра-
ботанных нафтохиноном клеток C. albicans сила
адгезии меньше, чем у контрольной группы
(рис. 1д, 1е). Данное исследование демонстриру-
ет возможность не только проводить профилиро-
вание с наноразрешением и силой адгезии, но и
оценивать противогрибковую активность 1,4-
нафтохинонов в отношении штаммов C. albicans
методом АСМ.

Метод АСМ позволяет выявлять эффекты не-
значительных изменений в составе клеточной по-
верхности и ее отклик на добавление биоматериа-
лов, при этом АСМ дает информацию о поверхно-
сти относительно экзополисахаридов, которыми
покрыты биопленки клетки Candida. Известно
[39, 40], что мед обладает противомикробными
свойствами, которые опосредованы содержащи-
мися в нем перекисью водорода и ингибином.
Также мед эффективен при лечении различных
бактериальных заболеваний [41–43]. В [44] изуче-
но влияние меда на образование биопленок C. al-
bicans и его разрушающее воздействие на
биопленки C. albicans.

В представленной работе биопленки иммоби-
лизировали на субстрат глутаровым альдегидом.
Такая модификация жестче фиксирует биологи-
ческий микрообъект, нежели поли-L-лизин [31],

что позволяет добиться лучшей адгезии между
клеткой и субстратом. Однако исследования про-
водили на высушенной в газовой фазе биопленке,
что негативно сказалось на ее структуре. Изобра-
жения получали в динамическом полуконтакт-
ном режиме с использованием острия радиусом в
10.0 ± 0.8 нм и угла схождения 22°. Такой режим
позволяет проводить визуализацию с высоким
разрешением и минимальным воздействием на
образец, что весьма важно при сканировании
хрупкого объекта с развитым рельефом.

АСМ-изображения биопленок C. albicans де-
монстрируют, что в контрольной группе Candida
(рис. 2а) грибок встроен в слой экзополисахари-
дов, равномерно распределенных по поверхно-
сти. Данный слой отсутствует у групп клеток, об-
работанных медом (рис. 2б, 2в), и их значение вы-
соты выше, чем у контрольной группы.

Таким образом, после обработки медом тол-
щина биопленки C. albicans уменьшается более
чем вдвое. При этом значительно увеличивается
шероховатость биопленки C. albicans, что связано
с удалением экзополисахаридного слоя, покры-
вающего биопленку C. albicans. Данный слой пре-
пятствует проникновению противогрибковых
препаратов в биопленку и поддерживает ее глад-
кую текстуру. Это согласуется с данными [45], де-
монстрирующими, что биопленки C. albicans вы-
деляют толстый слой экзополисахаридов, в кото-
ром клетки прикрепляются друг к другу, что
защищает их от внешней среды.

Оценка противогрибковых препаратов клас-
сическими методами клеточной биологии может
быть весьма затруднительна. К примеру, масло
цимбопогона (LGO) способно проявлять проти-
вогрибковую активность, которую возможно на-
блюдать на наноструктурном уровне [46]. Для
корректной оценки таких свойств требуются ме-
тоды микроскопии сверхвысокого разрешения.

Рис. 1. АСМ-изображение клеток Candida albicans: а –
контрольные клетки (высота); б – клетки, обработан-
ные нафтохиноном (высота); в – контрольные клетки
(фазовый контраст); г – клетки, обработанные наф-
тохиноном (фазовый контраст); д – контрольные
клетки (адгезия); е – клетки, обработанные нафтохи-
ноном (адгезия) [35].
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Рис. 2. АСМ-изображение C. albicans: а – биопленка контрольных клеток спустя 48 ч инкубации (высота 200 нм); б, в –
биопленка клеток, инкубированных с медом (40 мас. %) в течение 48 ч (высота 90, 14 нм соответственно) [44].
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В [47] методом АСМ оценили воздействие на
морфологию C. albicans масел LGO в жидкой и га-
зообразной фазах. Изображения высушенных
клеток получали на АСМ, работающем в динами-
ческом полуконтактном режиме.

АСМ-изображения демонстрируют признаки
противогрибковой активности обработанной
раствором или парами LGO биопленки C. albi-
cans. Методом АСМ выявлено уменьшение раз-
мера и высоты клеток (контрольная группа на
рис. 3а), обработанных LGO (рис. 3б) и парами
LGO (рис. 3в), что еще раз подтверждает возмож-
ность использования АСМ в изучении воздей-
ствия противогрибковых препаратов на грибке
Candida.

Отличительной особенностью АСМ от прочих
методов микроскопии сверхвысокого разреше-
ния является возможность сканирования поверх-
ности живых клеток. Такой подход позволяет
изучать быстропротекающие процессы в дрож-
жах in vitro. В [48] изучена чувствительность био-
пленок C. albicans к обработке холодной плазмой
в течение минуты с короткими интервалами по
времени. С помощью АСМ было расширено по-
нимание морфологических изменений клеток
после обработки биопленки плазмой. Благодаря
АСМ-методу визуализации определено, что для
клеток, обработанных плазмой, характерны бо-
лее сферическая форма, нарушение целостности
структуры клетки, а также меньшее количество
клеток по сравнению с контрольными клетками.
Определение жизнеспособности клеток после
плазменной терапии рассмотренным методом
возможно применять в пищевой промышленно-
сти, где удаление биопленок представляет боль-
шой интерес.

В [49] исследованы белки SMI1, участвующие
в регуляции синтеза клеточной стенки C. albicans.
Исследование проводилось на дрожжах, находя-
щихся в физиологическом растворе, с макси-

мально прилагаемой к образцу силой в 1 нН, что
благоприятно влияет на чистоту полученных ре-
зультатов. Методами АСМ выявлены структуро-
образующая роль белка SMI1 у C. albicans и нару-
шение целостности клеточной стенки у мутант-
ных штаммов без SMI1. Более того, при помощи
записи механических сил дрожжей определено
воздействие белка SMI1 на модуль Юнга клеток и
адгезию клеток друг к другу. Полученные данные
возможно использовать при разработке противо-
грибковых препаратов, направленных на SMI1.
Несомненно, возможность визуализировать по-
верхностную структуру Candida на не обезвожен-
ных образцах является перспективной в разра-
ботке медикаментов и изучении механизмов,
протекающих на поверхности. Однако большин-
ство работ по изучению живых дрожжей направ-
лено на изучение механических свойств клеток.

Изучение адгезивных свойств клеток расши-
ряет понимание процессов, проходящих на их
поверхности, дает представление о поверхност-
ном составе и белках адгезии. Метод АСМ позво-
ляет исследовать механические свойства биоло-
гических объектов, что находит применение в
различных сферах и актуально на данный мо-
мент. В [50] с помощью атомно-силового микро-
скопа оценили адгезию клеток C. albicans к по-
верхностям из полиметилметакрилата (ПММА),
поскольку это основной материал [51] для изго-
товления зубных протезов. Чтобы получить кон-
такт между дрожжами и зондом без механическо-
го отталкивания друг от друга, образец иммоби-
лизировали на предметные стекла, покрытые
поли-L-лизином либо дофамин гидрохлоридом
(более предпочтительное покрытие для гифаль-
ных форм грибка) (рис. 4).

Установлено, что силы адгезии между C. albi-
cans C1 и ПММА возрастают с увеличением вре-
мени контакта, аналогичная ситуация и с силами
адгезии между ПММА и гифальными трубками

Рис. 3. АСМ-изображения, демонстрирующие изменение высоты необработанных и обработанных (24 ч) клеток Can-
dida от поверхности стекла: а – необработанные (h – 2000 нм), б – обработанные LGO (h – 700 нм), в – обработанные
паром LGO (h – 100 нм) [47].
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(рис. 5). Однако силы адгезии между ПММА и ги-
фами в 20 раз выше, чем между ПММА и клеткой
при максимальном времени контакта 30 с. Такой
результат указывает на пластичность экспрессии
адгезина клеток C. albicans. Схожая морфологиче-
ски зависимая адгезия обнаружена между ПММА
и C. albicans штамма ATCC 10231; тем не менее си-
ла адгезии между ПММА и гифами лишь в 4 раза
выше, чем между ПММА и клетками (рис. 5). Раз-
ница в силах адгезии между ПММА и клетками
или гифом свидетельствует о наличии большого
количества поверхностных адгезинов, позволяю-
щих взаимодействовать с биоматериалом. Таким
образом, методом АСМ можно проводить изме-
рения не только на стандартных субстратах для
культивирования дрожжей, но и на поверхностях,

где повышенная концентрация патогенного
штамма Candida может приводить к инфекцион-
ным заболеваниям.

Еще одним применением АСМ при определе-
нии сил адгезии является изучение маннанов.
Биопленка C. albicans содержит обширное коли-
чество внеклеточных α-глюканов, продуцируе-
мых экзоферментом (GtfB), который секретирует
S. mutans. В [46] исследованы находящиеся на
клеточной стенке C. albicans маннаны, обеспечи-
вающие связывание экзофермента GtfB, тем са-
мым усиливая продуцирование глюкан-матрик-
са, а также модуляцию в биопленках бактериаль-
но-грибковых объединений.

В данном примере микробные клетки были
иммобилизованы на предметном стекле, покры-

Рис. 4. Схема установки для изучения адгезии между ППМА и C. albicans, единичных клеток и гифов (а); оптические
изображения зонда над клетками C. albicans, прорастающими дрожжевыми тубами и гифом соответственно (б–г) [50].
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Рис. 5. Сравнение сил адгезии между C. albicans штамма 10231, C. albicans штамма C1 и ПММА при разном времени
контакта (0–30 с) [50].
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том поли-L-лизином [46]. Такое покрытие позво-
ляет сканировать клетки различного размера, но
при этом сила иммобилизации клеток ниже, чем
у механического захвата в мембраны. Для иссле-
дования зонд АСМ был функционализирован эк-
зоферментом GtfB [47]. Измерения живых клеток
также проводились в физиологическом растворе
по протоколу [46], при котором минимизируется
воздействие зонда на образец.

Обнаруженные высокоадгезивные контакты
между экзоферментом GtfB и клетками C. albicans
(рис. 6а) и низкоадгезивные взаимодействия
между O-маннозилированными мутантами C. al-
bicans могут использоваться для практического
определения в колониях диких и мутантных
штаммов. Сшивание острия АСМ с GtfB для ис-
следования сил адгезии между GtfB–Candida поз-
воляет выявить различия между контактом адге-
зии GtfB и C. albicans дикого типа и мутировав-

ших штаммов C. albicans (рис. 6б). В дополнение
проведенный иммуноферментный анализ отмы-
тых после инкубации с GtfB клеток C. albicans
подтвердил результаты о слабой силе адгезии
между GtfB и мутировавшими штаммами грибка
(рис. 6в). Представленная работа дополняет об-
щее представление о возможностях метода АСМ
по изучению сил адгезии.

Уникальной особенностью метода АСМ в изу-
чении сил адгезии является возможность опреде-
лять не только силы большого количества адгези-
нов или маннанов, но и проводить анализ меха-
нических сил единичных белков. В [52]
проанализированы отдельные белки Als5p на
клетках дрожжей. Для этого N-концы полнораз-
мерных белков Als5p модифицировали эпитоп-
ной меткой V5 (рис. 7а), обеспечивающей специ-
фическое обнаружение с антителом анти-V5,
прикрепленной к острию АСМ (рис. 7б) по про-

Рис. 6. Гистограмма силы адгезии (а); АСМ-изображения и топография сил адгезии для штаммов дикого типа WT и
штаммов мутантных штаммов pmt4ΔΔ и och1ΔΔ (б); количество GtfB, связанного на (и оторванного от) поверхности
C. albicans (в) [89].
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токолу [53]. Измерения АСМ проводились в фи-
зиологических условиях, а клетки C. albicans им-
мобилизовались путем фиксации в пористые по-
ликарбонатные мембраны (Millipore), размер пор
которых сопоставим с размером клеток. Данный
метод иммобилизации клеток Candida весьма рас-
пространен [5, 54, 55], так как позволяет жестко
закреплять образец, однако выборка по размеру
клеток ограничена.

Первоначально измеряли аналогичные силы
между острием, функционализированным анти-
V5, и смоделированной поверхностью, функцио-
нализированной эпитопами V5 (рис. 7а). Специ-
фичность измеренного взаимодействия подтвер-
дилась снижением частоты адгезии при введении
свободных эпитопов как на поверхности модели
(рис. 7в), так и на живых клетках (рис. 8). Затем
сопоставили пространственные расположения
белков Als5p, которые показали, что у клеток ди-
кого типа (рис. 9а), на которые не воздействовали
механически, белки распределены равномерно
без каких-либо явных проявлений кластеризации

(рис. 8б). У клеток, на которые воздействовали
механически (рис. 9в), замечено увеличение об-
щей плотности белков на поверхности (рис. 9г),
более того, белки не распределены равномерно и
образуют кластеры (рис. 6б, 6в). Как показано на
рис. 9г, доля кластерных молекул увеличена.

Локальное воздействие сил величиной в пико-
ньютон на живые дрожжевые клетки вызывает
образование и распространение адгезивных кон-
тактов. Принудительная активация клеточной
адгезии является распространенным биологиче-
ским явлением [56, 57]. Наблюдения [52] показы-
вают, что силозависимая кластеризация адгезина
служит общим механизмом активации клеточной
адгезии. На начальной стадии растяжение и раз-
вертывание Als5p с помощью острия АСМ уве-
личили количество конформаций, в которых
предпочтительны гомологичные гидрофобные
взаимодействия. Гидрофобные взаимодействия
между повторяющимися фрагментами ДНК спо-
собствуют самоассоциации Als5p и привлечению
других соседних белков [58]. Возможность опре-

Рис. 7. Гистограмма силы адгезии, полученная путем
записи кривых силы между острием анти-V5 и по-
верхностью, модифицированной эпитопами V5 (а);
тот же эксперимент, но в присутствии свободных
эпитопов V5 концентрацией 0.2 мг/мл (б) [52].
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Рис. 8. Гистограмма силы адгезии, полученная путем
записи кривых силы между острием анти-V5 и клет-
ками, экспрессирующими меченные V5 белки Als5p
(а); тот же эксперимент в присутствии 0.2 мг/мл сво-
бодных эпитопов V5 (б) [52].
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делять силы адгезии единичных белков позволяет
проводить количественную оценку адгезинов при
контакте клетка–клетка, что является одним из
важных факторов при изучении процессов, про-
ходящих на поверхности дрожжей.

Помимо визуализации морфологии и опреде-
ления сил адгезии АСМ может использоваться
для определения силы взаимодействия между
острием и образцом для картирования распреде-
ления сила–расстояние в режиме силовой спек-
троскопии. С помощью этой уникальной способ-
ности возможно исследовать механические свой-
ства биологических образцов.

Использование метода АСМ-сверхразреше-
ния совместно с определением механических
свойств дрожжей позволяет решать задачи, свя-
занные с улучшением противогрибковой тера-
пии. В исследовании [55] рассмотрено воздей-
ствие противогрибкового препарата каспофунги-
на, который, ингибируя β-1,3-глюкансинтазу,
действует как блокирующий агент синтеза кле-
точной стенки. С помощью метода АСМ было
изучено влияние каспофунгина на состав, мор-
фологию и механические свойства клеточной
стенки двух штаммов Candida, один из которых
WT (дикий тип) восприимчив к данному препа-
рату, а другой CaspR обладает резистентностью.

В данном эксперименте клетки фиксирова-
лись в пористых мембранах и находились в фи-
зиологическом растворе и нормальных условиях
по протоколу [59]. Картирование механических
свойств проводилось на поверхности отдельных
клеток с приложением минимальных сил (3 нН)
острием без модификаций, при таких условиях на
клетку практически не оказывается никакого воз-
действия.

Выявлено, что в отличие от грибка контроль-
ной группы, имеющей однородную клеточную
форму (рис. 10а, 10г), в группах, инкубированных
с каспофунгином, среди грибка WT наблюдаются
клетки с искривленной неправильной формой
(рис. 10б). На снимках при более высоком разре-
шении у одиночных клеток наблюдается шерохо-
ватая поверхность (рис. 10б). У всей группы из
штамма WT выявлены повреждения мембраны
при увеличенной концентрации каспофунгина
(рис. 10в). Схожие изменения обнаружены на
грибке мутантных штаммов C. albicans в анало-
гичном исследовании, в котором также прояв-
ляется разрушение клеточной стенки [60].
Предполагается, что при низкой концентрации
каспофунгина у клеток CaspR возникают мутации,
приводящие к возникновению резистентности к
противогрибковому препарату, полностью предо-
храняющие клетку от эффектов лекарственного
средства (рис. 10д). Однако при высокой концен-
трации для резистентного штамма CaspR некото-
рые клетки приобретали более рыхлую форму

(рис. 10е). Эти данные свидетельствуют о том, что
терапия каспофунгином влияет на штаммы, ко-
торые ранее считались устойчивыми к препарату
и что ответ на противогрибковый препарат явля-
ется гетерогенным.

По кривым сил возможно изучать механиче-
ские изменения в клетках, вызванные активно-
стью препарата в отношении синтеза β-1,3-D-
глюкана. По картированию силы деформации
поверхности клеток дрожжей (рис. 11а) можно
напрямую судить о ее механической прочности.
Полученный результат модулей упругости в кон-
трольной группе клеток WT и CaspR (рис. 11в, 11е,
9) согласуется со значениями, полученными при
измерении других штаммов дрожжей [61]. При
добавлении небольших доз каспофунгина значи-

Рис. 9. АСМ-топография S. cerevisiae дикого типа,
экспрессирующих меченные V5 белки Als5p (а). Кар-
тирование силы адгезии клеток, не подверженных
механическому воздействию (б). Картирование силы
адгезии (в). Гистограммы количества белков Als на
мкм2, измеренные для клеток дикого типа (WT), уби-
тых нагревом клеток дикого типа (WTk), мутантных
клеток V326N (г) [52].
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тельного изменения модуля упругости не проис-
ходит, однако некоторые клетки становятся более
мягкими (рис. 11г, 11ж). Такая стабильность мо-
дуля упругости объясняется переориентировкой
синтеза клеточной стенки для сохранения проч-
ности, что также согласуется с другими исследо-
ваниями ответных реакций грибка на воздей-
ствие каспофунгина [62, 63]. Однако при обра-
ботке высокими дозами каспофунгина у клеток
WT модуль упругости снижается в 6 раз (рис. 11д,
12), что указывает на неспособность грибка адап-
тироваться к повышенным дозам препарата.

При низкой концентрации каспофунгина
клетки CaspR имеют более жесткую клеточную
стенку, чем у клеток контрольной группы
(рис. 11е, 11ж соответственно, рис. 12). Такое по-
вышение модуля упругости свидетельствует о
том, что в присутствии малых доз препарата воз-
никают изменения в составе клеточной стенки.
При высокой концентрации каспофунгина мо-
дуль упругости клеток CaspR повышается дву-
кратно (рис. 11з, 12), однако у некоторых грибков
эффект воздействия препарата не выявлен, что
согласуется с топографией (рис. 10е). Каспофун-

Рис. 10. АСМ-изображения (полученные на воздухе) восприимчивых WT (а, б, в) и резистентных СaspR (г, д, е) к кас-
пофунгину клеток. Образцы контрольной группы (а, г), обработанные каспофунгином с концентрацией в 0.5 и
50 МИК (б, д, и в, е соответственно). На вставках снимки отдельных клеток в высоком разрешении, под каждым сним-
ком трехмерные изображения [55].
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гин не только ответственен за изменение β-1,3-D-
глюканов, но и опосредует перестройку клеточ-
ной стенки, за счет чего компенсируется негатив-
ный эффект лекарственного препарата. Из данной
работы можно судить о мультизадачности метода
АСМ, способного единовременно предоставлять
информацию о структуре и механических свой-
ствах дрожжей. На такой основе возможно прово-
дить анализ противогрибковых препаратов в до-
клинических исследованиях.

В [64] исследовали живые дрожжи, используя
неинвазивный метод сканирующей ион-прово-
дящей микроскопии (СИПМ) [65]. Одновремен-
но получены топография поверхности и норми-
рованный ток, демонстрирующие резкий кон-
траст между подложкой и образцом. На

поверхности дрожжей замечен высокий рост то-
ка, что говорит о наличии отрицательного заряда.
Таким образом, показана возможность метода
СИПМ получать мультифункциональную ин-
формацию за одно сканирование с использова-
нием одноканального зонда.

Согласно рассмотренным работам АСМ поз-
воляет визуализировать наноразмерную структу-
ру клеточных поверхностей, а также локализовать
их отдельные составляющие. Несмотря на то что
данный метод позволяет решать основные вопро-
сы области биофизики, в частности процесс ли-
зиса клеточной стенки, развитие биопленки или
адгезию клеток, у него имеются некоторые огра-
ничения. Во-первых, работа с живыми клетками
весьма трудозатратна, а протоколы пробоподго-

Рис. 11. АСМ-измерение механических свойств клеток, восприимчивых и резистентных к каспофунгину (а). Кривые
зависимости силы от глубины вдавливания индентора, полученные на клетках WT или СaspR с препаратом и без него
(кружки – WT, треугольники – СaspR, линии – теоретические модели) (б). Гистограммы эластичности клеток WT (в–д)
и СaspR (е–з); контрольные группы (в, е); после обработки каспофунгином ex situ при 0.5 (г, ж), 50 МИК (д, з) [55].
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товки требуют значительного опыта работы как с
биообразцом, так и с установкой. Качество полу-
ченного образца и острия, контроль их целостно-
сти и правильная интерпретация данных являют-
ся показательными факторами проведения экс-
периментов. Поэтому так важна разработка более
простых протоколов сканирования живых образ-
цов или методов прикрепления биомолекул к
кантилеверам.

Во-вторых, зонд с малым радиусом острия
(10 ± 0.8 нм) способен механически повредить
мембрану клетки. В связи с этим, как правило,
используется острие радиусом 50 ± 4 нм, что не-
гативно сказывается на пространственном разре-
шении изображения. При этом даже малые меха-
нические воздействия зонда на биологический
образец (<50 пН) вызывают у последнего отклик,
что также может влиять на результаты экспери-
мента. Отметим, что при контактном или полу-
контактном режиме острие загрязняется слабо-
связанными макромолекулами на поверхности
клетки.

Метод визуализации клеток АСМ ограничен
их внешней поверхностью, в связи с чем получе-
ние информации о внутренних структурах живо-
го образца не представляется возможным.

2. ПРИМЕНЕНИЕ МЕТОДОВ 
ЭЛЕКТРОННОЙ МИКРОСКОПИИ

В ИЗУЧЕНИИ КЛЕТОК Candida
Методы электронной микроскопии (ЭМ) ста-

ли применять для изучения поверхностных
структур дрожжей в восьмидесятых годах про-
шлого столетия [66, 67]. В [68] представлена по-
верхностная структура дрожжей Candida tropicalis,
исследованная при помощи методов РЭМ и

ПЭМ. Пробоподготовка образцов основана на
быстрой криофиксации [69] без добавления
криопротекторов. Типичной подготовкой клеток
для ПЭМ являются изготовление тонких срезов
из сублимированных образцов и осаждение угле-
рода и PtC.

С помощью методов РЭМ и ПЭМ проводи-
лось сравнение грибков, выращенных на углево-
дородах и глюкозе. Метод позволил отчетливо
различить полосу нитеподобных структур, кото-
рая покрывает тонкую клеточную стенку
(рис. 13а). Такие же структуры наблюдались при
пробоподготовке клеток посредством заморажи-
вания (рис. 13б). Согласно анализу РЭМ-изобра-
жений капсульный покров у протеолитически пе-
реваренных клеток, выращенных на углеводоро-
дах, в разы хуже по сравнению с клетками,
выращенными на глюкозе (рис. 13в).

В отличие от ПЭМ- на РЭМ-снимках поверх-
ностный слой капсулы менее выражен, при этом
утолщена клеточная стенка (рис. 13г). На ПЭМ-
снимке (тонкий срез, позитивное контрастирова-
ние) наблюдаются укороченные “волосатые на-
росты” (рис. 13д), толщина компактного слоя
клеточной стенки существенно не отличается от
толщины. Наилучшая адсорбция гексадекана на
клетках при сравнении поверхностных структур
заметна при выращивании дрожжей на углеводо-
родах. Для процесса адсорбции подходит более
развитая поверхность, которую возможно полу-
чить, выращивая клетки только на глюкозе. Ис-
следования адсорбции, проведенные в [70], под-
тверждают эти выводы.

Исследования методами ЭМ позволили вы-
явить, что для адсорбции углеводородов протео-
литически расщепленные клетки проявляют наи-
меньшую активность при контакте (рис. 13в). Од-
нако клетки при обработке протеазой лишаются
капсулы, что визуально делает их более гладкими,
следовательно, и адсорбция углеводородов на та-
ких клетках затруднена. В [71] выявлено, что со-
держание жирных кислот оказывает наибольшее
влияние на гидрофобность клеточной стенки, что
также подтверждено в [70] посредством РЭМ- и
ПЭМ-методов визуализации.

Использование методов ЭМ широко распро-
странено в изучении противогрибкового эффекта
терапевтических препаратов в отношении гриб-
ков. В связи с тем что медицинские изделия, та-
кие как катетеры, искусственные суставы, шунты
и имплантаты, представляют собой хороший суб-
страт для формирования биопленок Candida, об-
ладающих резистентностью к большинству про-
тивогрибковых препаратов [72, 73], в [74] оцени-
ли влияние флуконазола и вориконазола на
морфологию клеток и образование биопленки у
штамма C. glabrata, обладающего резистентно-

Рис. 12. График распределения модулей упругости у
клеток штаммов WT и СaspR контрольных групп и с
добавлением каспофунгина в 0.5 и 50 МИК [55].
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стью к флуконазолу, и у штаммов C. rugosa и
C. parapsilosis, восприимчивых к флуконазолу.

В [74] клетки Candida иммобилизовали с помо-
щью глутарового альдегида и фиксировали в тет-
раоксиде осмия, затем подвергали сушке. Такая
пробопоготовка может приводить к структурному
изменению поверхности дрожжей. Исследова-
ние, аналогичное работе [68], проводилось на
срезах клеток. При такой обработке изучаются
уже дегидратированные дрожжи.

В [74] выделили три класса морфологии клеток
для анализа воздействия на них препаратов. Ин-
тактные клетки без морфологических изменений

относятся к классу 1 (рис. 14а, 14б). К такому
классу отнесли контрольные клетки овальной
формы, неповрежденные, с гладкой поверхно-
стью (рис. 14а). В некоторых случаях замечено
почкование клеток (рис. 14б). К классу 2 отнесли
клетки с незначительными изменениями
(рис. 14в, 14г). У клеток, обработанных флукона-
золом (19 МИК), на поверхности присутствуют
небольшие “морщины” (рис. 14в), а их клеточная
стенка деградировала (рис. 14г). К классу 3 отно-
сятся клетки с явными изменениями (рис. 14д,
14е). Обработка флуконазолом (109 МИК) приво-
дит к усадке клеток и образованию ямокоподоб-
ных структур на клеточной стенке (рис. 14д).

Рис. 13. РЭМ-изображение Candida tropical, выращенной в культуре с углеводородами и глюкозой. Сравнительно тон-
кий слой клеточной стенки, покрытый “волосянистой” капсулой (а); ПЭМ-изображение среза C. tropical, выращен-
ной с н-алканами в качестве субстрата. Хорошо различимa капсула, стрелки указывают на области, возникающие при
инкубации клеток с гексадеканом (б); РЭМ-изображение C. tropical, подвергшейся протеолитическому расщеплению
перед заморозкой. После обработки протеазой капсула разрушается, и обнажается тонкий слой клеточной стенки, ко-
торая местами разрушается (CW), обнажая поверхность плазматической мембраны (PF) и поверхность экзоплазмати-
ческой оболочки (EF) (в); РЭМ-изображение C. tropical. Клеточная стенка более развита по сравнению с клетками,
инкубированными на углеводородах, капсула слабо выражена (г); ПЭМ-изображение замороженного среза C. tropical,
выращенного на глюкозе. Толщина капсулы меньше, чем у клеток, выращенных на углеводородах (д) [68].
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У C. glabrata, обработанной флуконазолом
(109 МИК), обнаружено повреждение клеточной
стенки и мембраны, так как их рельеф неровный
(рис. 14ж). На рис. 14з представлены клетки с по-
врежденной мембраной (обработка вориконазо-
лом (МИК 19)).

ПЭМ-анализ показал, что клетки контроль-
ной группы не повреждены, их клеточная стенка
одинаковой толщины (рис. 15а–15в). Обнаруже-
ны утолщение клеточной стенки и увеличение ла-
куны. При высоких концентрациях препаратов
мембраны разрушены, что привело к впячиванию
клеточной стенки внутрь (рис. 15г, 15д). В клетках
C. rugosa отмечены образование вакуолей
(рис. 15е) и прерывание почкования (рис. 15и).
Также при обработке флуконазолом (МИК 109)
отмечено разрушение клеточных компонентов, а
у C. parapsilosis образование фибриллярно-подоб-
ных структур (рис. 15ж). Мембрана C. glabrata, об-
работанных флуконазолом, также впячена внутрь
(рис. 15з), а при обработке клеток вориконазолом
(МИК 19) замечена цитоплазматическая усадка
(рис. 15к). Более того, обработка вориконазолом
приводит к образованию вакуолей (рис. 15л) и ис-
кажению C. rugosa (рис. 15м). Представленные
данные демонстрируют, что обработка биопле-
нок Candida вориконазолом и флуконазолом при-
водит к существенному нарушению целостности
клеток и снижению их жизнеспособности.

В [75] изучено воздействие наночастиц (НЧ)
серебра (AgNPs) на биопленку C. auris методом
СЭМ. Сравнительно недавно открытый штамм
C. auris [76] способен вызывать инфекции крово-

Рис. 14. РЭМ-изображение клеток Candida: а, б – морфология 1-го класса – нормальные овальные клетки; д, е – мор-
фология 2-го класса – морщинистые клетки с деградирующей клеточной стенкой; ж, з – морфология 3-го класса –
морщинистые клетки с разорванной мембраной [74].
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Рис. 15. ПЭМ-изображения: а–в – контрольные
клетки C. parapsilosis, C. glabrata и C. rugosa соответ-
ственно; г–е – обработанные флуконазолом (МИК
19) клетки C. parapsilosis, C. glabrata, C. rugosa; ж–и –
обработанные флуконазолом (МИК 109) клетки
C. parapsilosis, C. glabrata, C. rugosa; к–м – обработан-
ные вориконазолом (МИК 19) клетки C. parapsilosis,
C. glabrata, C. rugosa [74].
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тока, не поддающиеся лечению [77]. Отличитель-
ной особенностью C. auris является способность
выживать в течение нескольких недель на различ-
ных поверхностях [78]. Наночастицы серебра
способны проявлять противомикробную актив-
ность [79], что делает их претендентом в борьбе с
инфекциями, вызванными Candida.

Биопленки, обработанные НЧ AgNP, фикси-
ровали формальдегидом и глутаровым альдеги-
дом и окрашивали тетроксидом осмия. Анализ
контрольных клеток C. auris показал гладкую по-
верхность дрожжей правильной овальной формы
с окружающим их внеклеточным полимерным
веществом (рис. 16а, 16в, 16д). Наноструктурный
РЭМ-анализ обработанных AgNP биопленок
C. auris демонстрирует уменьшение количества
клеток (рис. 16б) со значительным изменением
формы и поверхности (рельеф более шерохова-
тый) дрожжей, причинами чего служaт поврежде-
ние клеточной стенки, ее деформация и разруше-
ние (рис. 16б, 16г, 16е соответственно). Представ-
ленные результаты демонстрируют сильную
ингибирующую активность в отношении образо-
вания биопленки и предварительно образован-
ных биопленок C. auris.

Применимость методов ЭМ не ограничена
изучением воздействия противогрибковых ве-

ществ, они могут использоваться и в отношении
описания влияния комплексной терапии. К при-
меру, в онкологии используется фотодинамиче-
ская терапия (ФДТ), в основе метода заложена
индукция фототоксической реакции посред-
ством света соответствующей длины волны в со-
четании с фотосенсибилизатором и молекуляр-
ным кислородом, приводящей к гибели клеток, в
том числе микробных [62]. В [80] оценили спо-
собность гипокреллина B опосредовать фотоди-
намическую инактивацию восприимчивых и ре-
зистентных к классическим противогрибковым
препаратам штаммов C. albicans методами ЭМ.

Пробоподготовка образцов для ПЭМ- и РЭМ-
методов схожа с ранее рассмотренной работой
[74]. После инкубации C. albicans с гипокрелли-
ном B и облучения светом клетки фиксировали в
растворе глутарового альдегида, промывали рас-
твором тетраоксида осмия, проводили дегидрата-
цию этаном и высушивали. Для РЭМ клетки на-
пыляли золотом, для ПЭМ грибок погружали в
эпоксидную смолу и готовили срезы, окрашивая
цитратом свинца.

РЭМ-анализ показал, что контрольные клетки
C. albicans (трех штаммов) имеют нормальную
округлую форму с гладкой поверхностью
(рис. 17). При инкубации с 10 мкМ гипокреллина В

Рис. 16. РЭМ-изображения контрольных клеток C. auris (а, в, д) и обработанных наночастицами AgNPs (б, г, е) [75].
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и облучением светом в 72 Дж/см2 поверхность
клеток становится “извилистой”, а при концен-
трации гипокреллина B в 100 мкМ на поверхно-
сти появляются трещины. ПЭМ-анализ показал,
что у контрольных клеткок C. albicans (трех штам-
мов) клеточная стенка и мембрана не поврежде-
ны и имеют правильную форму, видны ядра
(рис. 18). У обработанных 100 мкМ гипокрелли-
ном B клеток обнаружено повреждение клеточ-
ной стенки, мембраны и цитоплазмы, ядра не
видны. Таким образом, методом ЭМ доказана
высокая эффективность гипокреллина B, опосре-
дованного ФДТ, как противогрибкового препа-
рата нового поколения.

Несмотря на возможность получения изобра-
жений высокого разрешения методами ЭМ, про-
боподготовка образцов более трудоемкая и вклю-
чает в себя больше стадий по сравнению с АСМ.
Процедуры подготовки требуют использования
опасных химических веществ или дорогостояще-
го оборудования. Биологические образцы долж-
ны быть обезвожены, а их поверхность следует
покрывать металлом или углеродом, что тоже не-
гативно сказывается на структуре образца. РЭМ-

анализ позволяет получить информацию только о
внешнем виде клеток, тогда как АСМ дает ин-
формацию еще и о механических свойствах об-
разца. При этом послойное сканирование в ПЭМ
требует большого количества времени и расход-
ного материала для сбора статистически значи-
мой информации, что экономически невыгодно.

3. ПРИМЕНЕНИЕ КОНФОКАЛЬНОЙ 
МИКРОСКОПИИ В ИССЛЕДОВАНИИ 

ДРОЖЖЕЙ Candida

Конфокальный микроскоп – прибор, позво-
ляющий неинвазивным образом визуализировать
поверхностную и внутреннюю структуры клеток
in vivo и in vitro. Основными типами конфокаль-
ной микроскопии (КМ) являются: микроскопия
на основе тандем-сканирующего микроскопа
[81], имеющего простую конструкцию, однако
интенсивность его излучения мала для построе-
ния изображения в высоком разрешении; скани-
рующая щелевая КМ [82], скорость которой зна-
чительно выше, контрастность системы низкая;
лазерная сканирующая КМ [83] позволяет полу-

Рис. 17. РЭМ-изображения C. albicans контрольной группы (P-L-) и клеток, инкубированных с гипокреллином В в те-
чение 30 мин, облученных светом (λ = 400–780 нм) в течение 15 мин (72 Дж/см2) (P + L +) [80].
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чать изображения высокой контрастности и раз-
решения по глубине.

Применение КМ способно решить задачи,
связанные с изучением различных форм дрожжей
в режиме реального времени, что весьма важно
при описании процессов, протекающих при ро-
сте грибка. C. albicans может находиться в не-
скольких состояниях роста, а именно: дрожжах,
псевдогифах и гифах [84]. При каждом из этих со-
стояний на клеточной стенке C. albicans образу-
ются определенные присущие только одной из
стадий белки [85], влияющие на гидрофобность
клеточной стенки и ее поверхностный заряд [86].
В [87] с помощью лазерной сканирующей КМ
изучено, как взаимодействуют с клетками флуо-
ресцентные НЧ полистирола при различных ста-
диях роста C. albicans.

Известно, что белки Als и Hwp нужны для ад-
гезии и агрегации C. albicans к абиотическим по-
верхностям или клеточным тканям [88]. Изобра-
жения, полученные посредством КМ, показали,
что удаление белков ALS1, ALS2, ALS4 или HWP1
не оказывает влияния на адгезию НЧ к штаммам
дикого типа (SC5314 и CAI12) (рис. 19а). Однако с
удалением белка ALS3 НЧ переставали связы-
ваться с гафальными формами дрожжей (рис. 19а,
Δals3). Обнаружена локальная агрегация клеток
близ материнской клетки, на стыке клетки и ги-
фа, а также на некоторых дрожжевых клетках

(рис. 19а, Δals3, стрелки). Измеренную интенсив-
ность НЧ преобразовали в их число на микрон
путем нормализации с интенсивностью отдель-
ной частицы (рис. 19б). Между контрольными
штаммами (SC5314, Δals1, Δals2, Δals4, Δhwp1,
CAI4-URA3 и CAI12) статистически значимой
разницы не обнаружено, но между Δals3, CAI12 и
SC5314 заметно снижение агрегации. Представ-
ленные результаты подтверждают ключевую роль
ALS3 в адгезии отрицательно заряженных НЧ к
поверхности Candida.

В [89] изучено воздействие фермента GtfB на
дрожжи C. albicans методом КМ. Трехмерную
структуру и пространственное распределение по-
лученных из Gtf EPS-глюканов исследовали, по-
мечая глюканы путем внедрения декстранового
конъюгата Alexa Fluor 647. Развитие биопленок
оценивалось по протоколам [90].

На конфокальных снимках наблюдается раз-
рушение биопленок, образованных S.m.-C.a.
(S. mutans и C. albicans), штаммов дикого типа
(WT) и мутантных штаммов (och1ΔΔ и pmt4ΔΔ),
скоплений C. albicans и матрицы α-глюкана
(рис. 20 А1, Б1, В1 и А4, Б4, В4 соответственно).
Биопленка S.m-C.a WT представляет собой как
многочисленные гифы, так и дрожжевую форму
C. albicans с обширным количеством бактерий
S. mutans и плотно упакованными EPS-глюкана-
ми. С другой стороны, S.m-C.a штамма pmt4ΔΔ и

Рис. 18. ПЭМ-изображения C. albicans контрольной группы (P-L-) и клеток, инкубированных с гипокреллином В в
течение 30 мин, облученных светом (λ = 400–780 нм) в течение 15 мин (72 Дж/см2) (P + L +) [80].
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S.m-C.a штамма och1ΔΔ представляют лишь ма-
лое количество клеток C. albicans при существен-
ном уменьшении клеток бактерий и разрушении
EPS-глюкан-матрикса; результаты согласуются с
микробиологическими и биохимическими дан-
ными. На формирование биопленки может вли-
ять образование поврежденных гифов или сни-
жение скорости роста штамма och1ΔΔ.

Ранее была рассмотрена антимикробная ФДТ.
В [91] изучен противогрибковый эффект ФДТ на
биопленках Candida dubliniensis, опосредованный
куркумином (Cur), способным проявлять проти-
вовоспалительные, противоопухолевые, проти-
вомикробные свойства [92, 93]. Использовалась
конфокальная лазерная сканирующая микроско-
пия для оценки поглощения Cur клетками дрож-
жей и его проникновения сквозь биопленку.
Изображения получали на живых клетках мето-
дом дифференциальной интерференционной

контрастности. Чтобы проиллюстрировать на-
хождение и поглощение Cur клетками, флуорес-
центные и просвечивающие изображения накла-
дывали друг на друга.

На рис. 21, 22 представлены конфокальные
снимки клеток Candida dubliniensis после инкуба-
ции с Cur (20 мкМ) и биопленок, инкубирован-
ных с Cur (40 мкМ) соответственно. Обнаружено,
что клетки культуры C. dubliniensis проявляли яр-
ко-зеленую флуоресценцию спустя 5 и 20 мин по-
сле инкубации с одинаковым поглощением в
обоих случаях. В случае с биопленкой C. dublinien-
sis после 5 мин инкубации только в небольших
фрагментах биопленки отмечалась светло-зеле-
ная флуоресценция Cur, но спустя 20 мин инку-
бации Cur сенсибилизировало большее количе-
ство клеток в биопленке, излучая более интен-
сивную флуоресценцию. Данные результаты
представляют не только высокую проникающую

Рис. 19. Конфокальные изображения мутантных штаммов дикого типа и Als, окрашенных CFW с наночастицами
карбоксилата (а). Среднее количество наночастиц (200 нм) на микрон гифов штаммов C. albicans (б) [87].
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способность куркумина относительно биопле-
нок, но и динамику восприятия биопленок к про-
никновению Cur в их матрицу и инактивации
клеток.

Конфокальный микроскоп является универ-
сальным инструментом для анализа in vivo струк-
туры и морфологии биопленок Candida. Неинва-
зивная пробоподготовка образца позволяет полу-
чать снимки живых клеток в их физиологическом
растворе с возможностью исследования динами-

ческих процессов в грибке. При этом сам процесс
подготовки образцов более прост, а использую-
щиеся реактивы менее токсичны по сравнению с
использующимися при подготовке образцов к
РЭМ. А при использовании лазерных импульсов
длительностью порядка десятой пикосекунды ис-
пользуемая мощность составляет порядка милли-
ватт, что позволяет получать субмикронные изоб-
ражения.

Рис. 20. КМ-изображения биопленок грибков смешанных видов: а – S.m-C.a штамма WT; б – S.m-C.a штамма
pmt4ΔΔ; в – S.m-C.a штамма och1ΔΔ; 1 – биопленки, вид сверху; 2 – увеличенные снимки выделенных на 1 областей;
3 – биопленка, ортогональный вид; 4 – EPS-глюкан-матрица, ортогональный вид [89].
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Рис. 21. CLSM-визуализация отдельных клеток C. dubliniensis спустя 5 (а) и 20 мин (б) инкубации с Cur 20 мкМ [91].
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4. СРАВНЕНИЕ МЕТОДОВ

Одной из важных характеристик описанных
методов при изучении структуры поверхности
дрожжей является латеральная разрешающая
способность. При изучении биологоческих об-
разцов достигается следующая разрешающая
способность: 1–100 нм у АСМ, 200–50 нм у КМ
[94–96], у РЭМ и ПЭМ разрешение составляет 5–
100 и 1–0 нм соответственно [97–100]. Отметим,
что эти значения не являются предельными для
данных методов. Например, с помощью АСМ
можно получать изображения атомарного разре-
шения, что достигается за счет уменьшения ради-
уса острия. Однако при этом повышается сила
воздействия на образец, что негативно сказывает-
ся на целостности структуры поверхности биоло-
гических образцов. Немаловажным фактором в
изучении внутренней структуры дрожжей являет-
ся максимальная толщина образца, при которой
возможно проводить сканирование. Так, для ме-
тода ПЭМ биологические образцы должны быть
тоньше 100 нм [101], для методов КМ – до 20 нм
[102].

Другим важным фактором при исследовании
дрожжей является изучение образцов в физиоло-
гических растворах. Имеются данные о получе-
нии методом АСМ топографии и поверхностных
свойств дрожжей в физиологическом растворе
[11, 34, 47, 48, 50, 55], а также проведено исследо-
вание топографии поверхности и механических
свойств дрожжей в жидкой фазе одновременно
[103]. Все упомянутые в настоящем обзоре работы
по изучению дрожжей методами КМ проводи-
лись в физиологическом растворе. Во всех опи-
санных работах, в которых методами РЭМ и
ПЭМ исследовались дрожжи, эксперименты
проводились на обезвоженных образцах. Суще-
ствует метод ESEM (Environmental Scanning Elec-

tron Microscopy), позволяющий получать снимки
живых биологических образцов [104, 105], кото-
рый потенциально применим и на дрожжах.

В большинстве рассмотренных работ дрожжи
изучались преимущественно одним методом. Та-
ким образом, данные были ограничены анализом
либо поверхностной структуры Candida (АСМ-,
СИПМ- и РЭМ-методы), либо внутренней
(ПЭМ и КМ). Хотя в [47, 89] проведен комплекс-
ный анализ поверхностной и внутренней струк-
туры Candida множеством указанных методов,
что дает более обширное понимание структуры
клеток и процессов, протекающих в дрожжах.
Несомненным преимуществом КМ в изучении
структуры дрожжей является специфическое
окрашивание различных участков клетки. В от-
личие от ПЭМ методы КМ позволяют избира-
тельно сканировать структуру дрожжей [102], а
именно при помощи красителей отдельно визуа-
лизировать клеточную стенку, цитоплазматиче-
скую мембрану, ядро, вакуоли, митохондрии,
процесс эндоцитоза и ионов Ca2+.

Кроме широкого спектра применений КМ яв-
ляется наименее инвазивным методом микроско-
пии наноразмерного разрешения. Так, АСМ ока-
зывает механическое воздействие на образец да-
же в полуконтактном режиме, при этом сила,
прилагаемая зондом на клетки, равна 0.1 нН
[106]. В методе СИПМ зонд вовсе не соприкаса-
ется с образцом, что позволяет избежать реакции
клетки на сканирование [107]. Также данный ме-
тод позволяет проводить более длительную по
времени сьемку, чем АСМ, что весьма важно в
изучении фармакокинетики противогрибковых
препаратов. Как ранее отмечалось, с помощью
электронной микроскопии (РЭМ и ТЭМ) изуча-
ют только дегидратированные образцы, в связи с
чем эти методы наиболее инвазивны для Candida

Рис. 22. CLSM-визуализация биопленок C. dubliniensis спустя 5 (а) и 20 мин (б) инкубации с Cur 40 мкМ [91].

(a) (б)

200 мкм
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и по этой же причине они не позволяют исследо-
вать динамические процессы, протекающие в
клетке и на ее поверхности.

Для изучения динамики процессов также важ-
на скорость сканирования образцов. Наилучши-
ми показателями обладает КМ. Изображения в
высоком разрешении получают в течение 1–2 с,
возможна и видеосъемка образца (30 кадров/мс),
но с низким пространственным разрешением
[108]. В случае зондовой микроскопии скорость
сканирования образцов на порядки ниже. Так,
для АСМ максимально допустимая скорость, при
которой зонд не будет негативно воздействовать
на клетку, составляет 20 мкм/с, а для СИПМ мак-
симальная скорость сканирования без потери
разрешения достигает 50 мкм/с [106, 109].

Немаловажным фактором сравнения методик
является необходимость в пробоподготовке,
предусматривающей фиксацию клеток или им-
мобилизацию их на субстрат. Пробоподготовка
биологических образцов для методов ЭМ вклю-
чает в себя обязательную фиксацию для сохране-
ния и стабилизации структуры клетки [74, 75].
Для сканирования клеток методами зондовой
микроскопии требуется иммобилизация образца
на модифицированный субстрат или механиче-
ской захват клеток, чтобы избежать дрейфа мик-
роорганизмов в растворе или отталкивания зон-
дом образца, находящегося в жидкой или газовой
фазах [31]. В рассмотренных ранее работах скани-
рование дрожжей Candida или их биопленок ме-
тодами КМ не требовало иммобилизации образ-

Таблица 1. Сравнение методов микроскопии

Факторы сравнения
Методы изучения дрожжей

АСМ СИПМ РЭМ ESEM ПЭМ КМ

Латеральное разреше-
ние, нм

1–100
 [94–96] 3–100 5–100

 [97–100]
1–30

 [99, 100]
200–450
[94–96]

Максимальная толщина 
образца, нм

до 100 
[101]

20
[102]

Изучение дрожжей в физ. 
растворе

Данные
изучения
Candida

[11, 34, 47,
48, 50, 55]

Данные
изучения

клеток

Данные
изучения 

клеток
 [104, 105]

Данные изучения
Candida

Изучение поверхностной 
структуры дрожжей

Данные
изучения
Candida

Данные
изучения
Candida

Данные
изучения
Candida

Данные
изучения 

клеток

Данные изучения
Candida

Изучение внутренней 
структуры дрожжей

Данные 
изучения 
Candida

Данные изучения 
дрожжей

Изучение механических 
свойств

Данные
изучения
Candida

[11, 50, 84]

Данные
изучения

клеток 
[107]

Изучение динамических 
процессов

Данные изучения
клеток [86]

Невоз-
можно

Данные изучения 
дрожжей [102]

Скорость сканирования 20 мкм/с
[106]

50 мкм/с 
[109] Один снимок/с [108]

Инвазивность метода Механическое 
воздействие 
зондом на 

образец
 [106]

Инвазивен 
[107]

Дегидра-
тирование

клеток

Возможно использо-
вание флюорофоров
Для прижизненного 

сканирования клеток

Необходимость фикса-
ции клеток Не требуется Следует фиксировать [74, 75]

Необходимость иммоби-
лизации клеток

Следует иммобили-
зировать [31] Отсутствует
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ца. Все описанные выше факторы сравнения
представлены в табл. 1.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Существует острая нехватка противогрибко-
вых препаратов широкого спектра применения,
которые бы воздействовали на большинство из-
вестных видов Candida. Ситуация усугубляется
появлением мутировавших штаммов, обладаю-
щих полной резистентностью. В связи с этим ис-
следование новых препаратов, способных прояв-
лять противогрибковое действие на резистентные
виды Candida, и применение электронных и зон-
довых методов для изучения влияния медикамен-
тов являются особо актуальными.

Методы электронной микроскопии требуют
обезвоживания образца, что исключает возмож-
ность изучения динамических процессов, проте-
кающих в клетке. Улучшение методов покрытия
металлом поверхности образцов или фиксации
дрожжей позволило удешевить эксперименты и
облегчить пробоподготовку материала.

Атомно-силовая микроскопия хорошо прояв-
ляет себя как инструмент для визуализации нано-
размерных объектов и анализа их механических
свойств. Тем не менее на объекты исследования
оказывается механическое давление, что может
играть ключевую роль при изучении хрупких био-
логических материалов. Данную проблему воз-
можно решить, используя метод СИПМ, позво-
ляющий получать топографию и картирование по
жесткости биологических образцов, находящих-
ся в жидкости, исключая непосредственный кон-
такт между биоматериалом и зондом. Таким об-
разом, значительно упрощается пробоподготовка
и минимизируется механическое воздействие на
образец. Более того, данным методом возможно
проводить измерения клеточных процессов в жи-
вых клетках.

Работа выполнена при поддержке Российско-
го научного фонда (грант № 19-19-00626).
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