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РЕфЕРАТ Изучение морфологии и структуры цитоскелета астроцитов представляет огромный интерес 
в связи с их участием в развитии различных нейродегенеративных заболеваний. В представленной рабо-
те морфологию астроцитов анализировали с помощью атомно-силовой микроскопии (АСМ) на близкой 
к условиям организма системе – органотипической культуре спинномозговых ганглиев (СМГ) эмбриона 
курицы. Показана возможность визуализации цитоскелета астроцитов, выращенных на желатиновой под-
ложке, непосредственно в среде культивирования. Наблюдаемые с помощью АСМ структуры цитоскелета 
соответствуют актиновым филаментам и сети микротрубочек, что подтверждается конфокальной микро-
скопией при иммунофлуоресцентном окрашивании на α-тубулин и фибриллярный актин. Проведено кар-
тирование модуля Юнга живого астроцита, при этом более высокие значения модуля Юнга соответствуют 
местонахождению фибрилл цитоскелета. Применение АСМ позволит изучить динамические изменения 
структуры и упругих свойств цитоскелета культивируемых астроцитов, представляющие особый интерес 
при моделировании нейродегенеративных заболеваний с использованием клеточных культур.
КЛюЧЕВыЕ СЛОВА атомно-силовая микроскопия, спинномозговые ганглии, силовая спектроскопия, конфо-
кальная микроскопия, цитоскелет.
СПИСОК СОКРАщЕНИй АСМ – атомно-силовая микроскопия; СМГ – спинномозговой ганглий; ГФКБ – гли-
альный фибриллярный кислый белок.

ВВЕдЕНИЕ
Астроциты – один из основных типов клеток в цен-
тральной нервной системе, где они выполняют не-
сколько функций: направляют и стимулируют ми-
грацию нейронов в ходе развития, поддерживают 
микроокружение нейронов, модулируют иммунный 
ответ за счет презентации антигенов [1]. Исследо-
вание морфологии астроцитов представляет огром-
ный интерес в связи c их важной ролью в патогенезе 
ряда распространенных заболеваний центральной 
и периферической нервных систем, таких, как ише-
мический инфаркт мозга, болезнь Альцгеймера, 
СПИД-ассоциированные деменции [2], диабетиче-
ская ретинопатия [3] и др. Для появления назван-
ных патологий необходимы серьезные морфологи-
ческие и физиологические перестройки в клетках 
нервной системы, изменения в экспрессии генов [2, 

4]. Как правило, при этом изменяется и строение ци-
тоскелета [5]. 

Атомно-силовая микроскопия (АСМ) уже продол-
жительное время успешно используется в биологи-
ческих исследованиях для визуализации биомолекул 
[6, 7], клеток [8–10] и измерения их механических 
характеристик [11, 12]. Метод АСМ позволяет одно-
временно получать трехмерное изображение живой 
клетки в среде роста и проводить с ней физические 
микро- и наноманипуляции. На изображениях кле-
ток, полученных в контактном режиме, часто мож-
но наблюдать цитоскелет [9, 13]. Измерение модуля 
Юнга также позволяет получать важную информа-
цию о физиологическом и функциональном состоя-
нии клеток [14, 15]. В нашей работе использовали 
прямой метод анализа морфологии астроцитов с по-
мощью АСМ на близкой к условиям организма си-
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стеме – органотипической культуре спинномозговых 
ганглиев (СМГ) эмбриона курицы. Показана возмож-
ность изучения цитоскелета астроцитов и измерения 
локального модуля Юнга клеток в культуре, выявле-
но влияние цитоскелета на локальный модуль Юнга. 
Данные о структуре цитоскелета, полученные ме-
тодом АСМ, сопоставлены с данными конфокальной 
микроскопии. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛьНАя ЧАСТь

Культура клеток
Органотипическую культуру СМГ эмбриона курицы 
получали по стандартной методике, описанной, на-
пример, в [16]. Вначале дно 35-мм чашки Петри по-
крывали желатином. Для этого в стерильные чашки 
наливали по 2 мл 0.5% раствора желатина и инкуби-
ровали в течение 1 ч в термостате при 37°С, затем 
раствор сливали. В результате на дне чашки фор-
мировался тонкий слой желатина. Из 11–12-дневно-
го куриного эмбриона с помощью двух скальпелей 
под бинокуляром выделяли дорсальные ганглии, 
затем помещали их в подготовленные чашки, под-
сушивали и добавляли 2 мл среды культивирова-
ния. Использовали жидкую минимальную среду F12 
(«Биолот», Россия) с пируватом, глутамином, пени-
циллином, стрептомицином и 10% сыворотки крови 
лошади. 

Для улучшения адгезии клеток и продления вре-
мени жизни первичной культуры добавляли фактор 
роста нервов (nGF 7s) до конечной концентрации 5 
нг/мл. Получаемые таким образом препараты пред-
ставляют собой смешанную первичную культуру 
нейронов и астроцитов. Эти два типа клеток разли-
чаются морфологически – веретенообразная фор-
ма и наличие отростков позволяют легко отличить 
нейрон от звездообразного астроцита [1]. Для иден-
тификации  астроцитов проводили иммуноцитохи-
мическое окрашивание на глиальный фибриллярный 
кислый белок (ГФКБ) (маркерный белок астроцитов) 
по методике, аналогичной [17].

Атомно-силовая микроскопия
Эксперименты по атомно-силовой микроскопии 
проводили на АСМ Solver BIO Olympus (ЗАО «На-
нотехнология МДТ», Россия) с полем сканирования 
100 х 100 х 7 мкм3 и системой емкостных датчиков. 
Как правило, морфология, присущая живым клет-
кам, сохраняется в течение нескольких часов. АСМ-
исследования проводили только на клетках с та-
кой морфологией. Сканируемую область выбирали 
с помощью оптического микроскопа, совмещенного 
с АСМ. Измерения проводили в среде культиви-
рования в контактном и полуконтактном режимах 

(полуконтактный режим не улучшал качество и ин-
формативность изображений, терялась информация 
о цитоскелете, поэтому приведены только изображе-
ния, полученные в контактном режиме) с использо-
ванием кантилеверов Veeco MSct-AuHW («Veeco 
Instruments», cША) из нитрида кремния. В контакт-
ном режиме одновременно записывали топографию 
в двух проходах кантилевера (прямой и обратный) 
и сигнал ошибки обратной связи. Силу воздействия 
на образец, измеренную по кривым сила-расстояние, 
по возможности выбирали минимальной (обычно она 
составляла 1–4 нН) [18]. Сопоставление сечений, по-
лученных на прямом и обратном проходах, служило 
критерием правильности настройки обратной связи 
и корректности получаемых данных. После подбора 
оптимальных параметров сечения хорошо совпадали, 
что говорит об отсутствии существенных искажений 
структуры под действием кантилевера. Сигнал ошиб-
ки обратной связи помогает лучше выявить мелкие 
неоднородности рельефа поверхности [19]. Изобра-
жения обрабатывали с использованием программ Im-
ageAnalysis (ЗАО «Нанотехнология МДТ», Россия) 
и FemtoScan Online (ЗАО «Центр перспективных 
технологий», Россия).

В ходе экспериментов по силовой спектроскопии 
с помощью АСМ снимали силовые кривые – графики 
зависимости силы упругости, действующей на кан-
тилевер со стороны образца, от вертикального сме-
щения сканера [20, 21]. В ходе снятия силовой кривой 
кантилевер в выбранной точке опускается вниз, про-
давливая образец на некоторую глубину (при этом 
получают кривую подвода), до достижения установ-
ленной пороговой силы (2–3 нН), затем происходит 
его поднятие (получают кривую отвода). Для спек-
троскопии использовали прямоугольные кантиле-
веры PnP-DB («nanoWorld», Швейцария) и тре-
угольные Veeco MSct-AuHW («Veeco Instruments», 
cША) из нитрида кремния. Перед проведением спек-
троскопии жесткость прямоугольных кантилеверов 
определяли по методу Садера [22, 23], для треуголь-
ных использовали значения жесткости, указанные 
производителем. Калибровку отклонения выполня-
ли по силовой кривой, полученной над поверхностью 
чистой чашки Петри. Модуль Юнга рассчитывали 
по кривым подвода с использованием программы eF3 
и ImageAnalysis (ЗАО «Нанотехнология МДТ», Рос-
сия), в которых реализована расчетная модель Герца 
в модификации Снеддона [9, 24]. 

Конфокальная микроскопия и флуоресцентное 
окрашивание
Препараты фиксировали и иммуноцитохимиче-
ски окрашивали антителами на α-тубулин (DM1α, 
«Santa cruz Biotechnology», США) с последующим 
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присоединением вторичных антител – конъюгатов 
с Alexa 594 (Alexa594 anti-mouse polyclone, «Invit-
rogen», США). Аналогичным образом проводили 
окрашивание на маркер астроцитов ГФКБ: после 
инкубации с первичными антителами (GFAP, «Ab-
cam», Англия) добавляли вторичные – конъюгаты 
с Alexa 546 (Alexa546 anti-rabbit polyclone, «Invitro-
gen», США). При окрашивании на актин использова-
ли флуоресцентный конъюгат родамин-фаллоидин. 
Фиксацию и окрашивание проводили согласно [17].

Эксперименты по сканирующей конфокальной 
микроскопии проводили на микроскопе LSM 510 
MetA («carl Zeiss», Германия). Распределение ак-
тина анализировали с использованием масляного 
иммерсионного объектива Plan-Apochromat 100х 
«carl Zeiss» (апертура 1.4), длины волны возбуж-

дения 514 нм, спектрального диапазона детекции 
530–600 нм, конфокальной диафрагмы диаметром 
164 мкм. Размер изображений – 1024 × 1024 пиксе-
лей (85 нм/пиксель).

Распределение тубулина изучали с использо-
ванием масляного иммерсионного объектива Plan-
Apochromat 100х «carl Zeiss» (апертура 1.4), длины 
волны возбуждения 543 нм, спектрального диапазона 
детекции 615–700 нм, конфокальной диафрагмы диа-
метром 184 мкм. Размер изображений – 1024 × 1024 
пикселей (85 нм/пиксель).

Распределение ГФКБ анализировали при помощи 
масляного иммерсионного объектива 63х «carl Zeiss» 
(апертура 1.4), длины волны возбуждения 514 нм, 
спектрального диапазона детекции 530–600 нм, кон-
фокальной диафрагмы диаметром 124 мкм. Размер 

Рис. 1. Визуализация 
цитоскелета астро-
цита с помощью 
АСМ и конфокальной 
микроскопии. Пред-
ставлены типичные 
изображения. А – 
Топографическое 
изображение живого 
астроцита в жид-
кости. б – Соот-
ветствующее изо-
бражение сигнала 
ошибки обратной 
связи. В – Профиль 
высоты астроцита, 
измеренный с по-
мощью АСМ вдоль 
белой линии на топо-
графическом изо-
бражении. Г – Про-
филь сигнала ошибки 
обратной связи вдоль 
той же линии. Д – 
Иммуноцитохими-
ческое окрашива-
ние на α-тубулин 
микротрубочек 
(dM1α + Alexa 594). 
е – Окрашивание 
актиновых филамен-
тов флуоресцентно 
меченным фаллоиди-
ном. Ж,З – Профили 
интенсивности флуо-
ресценции, изме-
ренные вдоль белых 
линий на соответству-
ющих флуоресцент-
ных изображениях. 
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изображений – 1024 × 1024 пикселей (127 нм/пик-
сель).

РЕзУЛьТАТы И ОБСУЖдЕНИЕ

Визуализация цитоскелета астроцита с помощью 
конфокальной и атомно-силовой микроскопии
Изучение живых клеток на АСМ представляет со-
бой технически и методически сложное направление, 
поскольку живые клетки – очень мягкие объекты, 
которые деформируются под действием силы со сто-
роны кантилевера, а также требуют особых условий 
для поддержания жизнеспособности и должны быть 
прочно связаны с подложкой [10]. Тщательный выбор 
способа приготовления образца и параметров ска-
нирования – необходимое условие получения каче-
ственных результатов. 

Для сканирования на АСМ были выбраны хорошо 
адгезированные клетки, культивируемые в течение 
10 дней. На полученных в контактном режиме топо-
графических изображениях живых астроцитов можно 
видеть (рис. 1А), что клетки имеют неровную поверх-
ность с протяженными (фибриллярными) структура-
ми. При использовании контактного режима кантиле-
вер проминает мембрану, делая видимыми элементы 
подмембранного цитоскелета. Наиболее четко они 
видны при записи сигнала ошибки обратной связи 
(рис. 1Б), который в каждой точке определяется от-
клонением кантилевера от положения равновесия. 
В полуконтактном режиме эти элементы не различи-
мы из-за слабого воздействия со стороны кантилевера. 
Подобный результат получен в работах [8, 25]. 

Наиболее выраженными и жесткими структурами 
внутри клетки являются сети актиновых филаментов 
и микротрубочек [26]. Мы предполагаем, что при ска-
нировании в контактном режиме живых астроцитов 
в жидкости удается визуализировать структуру 
одной или обеих сетей.

Для подтверждения этого предположения мы срав-
нили изображения, полученные с помощью АСМ, 
с изображениями, полученными методом лазерной 
сканирующей конфокальной микроскопии при им-
мунофлуоресцентном окрашивании на α-тубулин 
и F-актин аналогичного астроцита (рис. 1Д,Е). Акти-
новый цитоскелет клетки, видимый при окрашива-
нии на фибриллярный актин, организован в длинные 
параллельные фибриллы (рис. 1Е). Окрашивание 
на α-тубулин (рис. 1Д) отражает распределение 
микротрубочек в астроците, формирующих слож-
ноорганизованную сеть. Схожую сеть мы видим 
и на АСМ-изображении микрорельефа живого астро-
цита (рис. 1А,Б).

Промежуточные филаменты, представленные 
в астроците ГФКБ, в данной культуре не формиру-

ют регулярных фибриллярных структур либо раз-
рушаются при фиксации (рис. 2). Из сопоставления 
имеющихся изображений и на основании опублико-
ванных данных [13, 27] мы делаем вывод, что, в от-
личие от актина и микротрубочек, промежуточные 
филаменты в данном случае не визуализируются 
методом АСМ.

Были измерены профили интенсивности флуорес-
ценции вдоль линий, выбранных на изображениях 
с конфокального микроскопа (рис. 1Ж,З). При рас-
чете профиля происходит усреднение сигнала от не-
скольких линий, соседствующих с выбранной. Таким 
образом, наличие четко выделяемых пиков на приве-
денных профилях отражает присутствие протяжен-
ных структур внутри клетки – фибрилл. Поскольку 
схожие фибриллярные структуры обнаружены во 
всех трех случаях (рис. 1А,Д,Е), то на основе полу-
ченных данных нельзя сказать, какие элементы ци-
тоскелета были нами выявлены при сканировании 
астроцита в контактном режиме АСМ – микротру-
бочки или актиновые филаменты. Возможно, обе си-
стемы вносят вклад в формирование микрорельефа 
поверхности (рис. 1А), однако некоторые исследова-
тели [13, 27] считают определяющей роль именно ак-
тинового цитоскелета.

Следует также отметить, что ни на одном из из-
меренных профилей ширина пика не соответствует 
диаметрам индивидуальной микротрубочки или ак-
тинового филамента. Как известно [5], микротрубоч-
ки представляют собой протяженные сополимеры 

30 мкм

Рис. 2. Иммуноцитохимическое окрашивание на ГФКБ 
астроцитов органотипической культуры СМГ эмбрио-
нов курицы. Зеленый цвет – Anti-GFAP + Alexa 546, 
синий – ядра, окрашенные dAPI.
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α- и β-тубулина диаметром 10 нм, а актиновые фила-
менты имеют диаметр 7–8 нм. Следовательно, види-
мые структуры представляют собой пучки собранных 
вместе компонентов цитоскелета. Несмотря на труд-
ность четкого разграничения различных сетей цито-
скелета, его визуализация с помощью АСМ выгодно 
отличается от иммуноцитохимического окрашивания 
тем, что измерения проводятся на живых клетках 
в среде культивирования. 

Таким образом, выращенные на желатиновой под-
ложке астроциты органотипической культуры спин-
номозговых ганглиев эмбрионов курицы хорошо ад-
гезируются, не сдвигаются в процессе сканирования 
и обладают высокой жизнеспособностью. Желатино-
вая подложка может эффективно заменить более до-
рогостоящие и сложные в приготовлении подложки 
из полиорнитина с ламинином, коллагена и др. [28].

Силовая спектроскопия и измерение локальных 
значений модуля Юнга живых астроцитов
С целью получения более полной информации о ци-
тоскелете использовали силовую спектроскопию 
и измерение локальных значений модуля Юнга жи-
вых астроцитов. Силовые кривые снимали в точках, 
расположенных вдоль выбранных линий (10 или 20 
точек на линию) или по сетке (от 4 × 4 до 7 × 7 точек). 
Чтобы показать, что выбранный метод расчета мо-
дуля Юнга корректен, измерения проводили двумя 
кантилеверами (их жесткости отличались на поря-
док и составляли k1 

= 0.02 Н/м и k
2 
= 0.18 Н/м). Каж-

дым кантилевером измеряли значения модуля Юнга 
двух-трех клеток. Получены хорошо совпадающие 
гистограммы (рис. 3) и средние значения модуля 
Юнга Е

1 
= 2.2 ± 1.6 кПа и Е

2 
= 2.1 ± 1.6 кПа, что до-

казывает корректность проведенных измерений. 

Определенный нами на живых астроцитах диапа-
зон значений модуля Юнга имеет большой разброс 
(0.36–9.6 кПа), что характерно для эукариотических 
клеток. Известно, что значения модуля Юнга у раз-
личных эукариотических клеток лежат в интервале 
от 0.02 до 400 кПа [14], в том числе у астроцитов из го-
ловного мозга крысы – от 1 до 40 кПа [13]. Известно 
также, что среднее значение модуля упругости ней-
ронов диссоциированной культуры СМГ, адгезиро-
ванной на полиорнитине/ламинине [29], составляет 
60 кПа. Это согласуется с данными [11, 30], согласно 
которым астроциты менее жесткие, чем нейроны. 

Было проведено картирование модуля Юнга, 
для чего силовые кривые снимали в точках, располо-
женных в узлах сетки (рис. 4). На карте со значениями 
модуля Юнга более светлые квадраты соответствуют 
значениям с большей жесткостью, темные – с мень-
шей (рис. 4Б). Также приведен вид силовых кривых 
в разных точках (рис. 4В,Г,Д). Над подложкой кривая 
имеет резкий наклон, над краем клетки – плавный 
изгиб, пока кантилевер не упирается в подложку, 
над ядром – просто плавный изгиб, и над фибрилла-
ми цитоскелета – более резкий изгиб. При снятии си-
ловых кривых вдоль линии было отмечено, что их вид 
и значения получаемого модуля Юнга зависят от на-
личия или отсутствия цитоскелета под мембраной 
в точке снятия. При наличии элементов цитоскелета, 
которые видны на топографических изображениях, 
рассчитанные значения модуля Юнга имеют боль-
шую величину (рис. 5), что подтверждает данные [13]. 
Необходимо отметить, что при снятии силовых кри-
вых получается значение модуля Юнга, усредненное 
по величине контактной площадки между иглой кан-
тилевера и поверхностью клетки. Величина контакт-
ной площадки зависит от геометрии зонда и глубины 

Рис. 3. Диаграммы для значений модуля Юнга астроцитов, полученные длинным кантилевером PNP-dB, k = 0.02 
Н/м (А) и коротким кантилевером PNP-dB, k = 0.179 Н/м (б).
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Рис. 4. Картирование модуля Юнга 
астроцита. А – Изображение 
живого астроцита (сигнал ошибки 
обратной связи) и сетка, в точ-
ках которой снимались силовые 
кривые. б – Карта значений мо-
дуля Юнга в точках сетки, значе-
ния цветовой шкалы в кПа. Более 
светлые квадраты соответствуют 
большим значениям жесткости. 
B – Силовая кривая, снятая в точке 
над краем клетки, часть кривой со-
впадает с кривой над подложкой. 
Г – Силовая кривая, снятая в точке 
над ядром клетки. Д – Силовая 
кривая, снятая в точке над подлож-
кой. Зелеными стрелками отмече-
ны точки контакта с поверхностью 
клетки, синей – точка упора в 
подложку. Диапазон смещения 
сканера на всех кривых составлял 
2 мкм.
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Рис. 5. Картирование модуля 
Юнга астроцита. A – Изо-
бражение участка астроцита 
и линия, вдоль которой сни-
мались силовые кривые (14 
точек) и был измерен профиль 
высоты. б – Профиль сечения 
вдоль данной линии (синяя 
кривая) и значения модуля 
Юнга (зеленые точки) в соот-
ветствующих точках. Горизон-
тальные планки погрешностей 
отражают размер контактной 
площадки. Можно видеть, 
что в точках, попадающих 
на фибриллы цитоскелета (ло-
кальные максимумы на синей 
кривой), модуль Юнга имеет 
более высокие значения.
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продавливания, в данном эксперименте она равна 
~700 × 700 нм [31]. Этим может объясняться разброс 
в значениях модуля упругости, получаемых на эле-
ментах цитоскелета. Кроме того, сами фибриллы 
могут представлять собой пучки собранных вместе 
филаментов различной плотности, что также может 
влиять на локальную жесткость клетки. Из диаграмм 
для значений модуля Юнга (рис. 3) видно, что боль-
шинство точек попадает на участки поверхности кле-
ток, под которыми нет цитоскелета.

ВыВОды
Проведенные эксперименты показывают, что морфо-
логия астроцитов органотипической культуры СМГ 
эмбрионов курицы, культивируемых на желатино-
вой подложке, может успешно изучаться методом 
АСМ. Клетки хорошо адгезируются, практически 
не смещаются в процессе сканирования и облада-
ют высокой жизнеспособностью, что позволяет ис-
пользовать желатин в качестве дешевой, надежной 
и удобной подложки для используемой культуры. 
Высокое разрешение метода АСМ позволяет на-
блюдать организацию цитоскелета живой клетки 
в среде культивирования. Несмотря на то что при ви-

зуализации с помощью АСМ невозможно точно, 
как при конфокальной микроскопии фиксирован-
ных препаратов, определить, какую именно из се-
тей цитоскелета мы наблюдаем, метод АСМ весьма 
перспективен для изучения цитоскелета, поскольку 
позволяет работать на живых клетках. Кроме того, 
поскольку локальный модуль Юнга клетки значи-
тельно больше в местах нахождения фибрилл цито-
скелета, проведение силовой спектроскопии позво-
лит определять его целостность и степень деградации 
при повреждающих воздействиях. Особенно инте-
ресным представляется исследование изменений 
целостности цитоскелета культивируемых астроци-
тов и нейрональных клеток при нейродегенерации. 
Проведение силовой спектроскопии позволит в даль-
нейшем быстро, неинвазивно и с высокой точностью 
определять модуль Юнга живых клеток при изуче-
нии деградации цитоскелета – одного из ключевых 
процессов в развитии нейродегенерации [32]. 

Работа поддержана ФЦП «Научные и научно-
педагогические кадры инновационной России» 

на 2009–2013 годы.
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