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ВВЕДЕНИЕ
Ядро клетки выполняет важнейшую функцию хра-
нения и реализации наследственной информации. 
Прогресс в изучении структуры и функций ядра 
долгое время тормозился недостатком адекватных 
методов, применимых к внутриядерным структурам. 
Наиболее востребованный в настоящее время метод 
изучения структуры ядра – сканирующая конфо-
кальная микроскопия – имеет предел разрешающей 
способности около 200 и 500 нм (латеральное и акси-
альное разрешение соответственно). В распоряжении 
исследователей имеются также и другие микроско-
пические методы, позволяющие изучать процессы 
в ядре на молекулярном уровне [1]. Однако изучение 
ядра в масштабах 20–200 нм представляет техни-
ческую сложность. Лишь развитие методов группы 
3С и появление метода Hi-C позволило приблизить-
ся к пониманию принципов организации хроматина 
на этом уровне [2, 3]. В последние десятилетия ак-
тивно развивается еще один подход, который по-
зволил сделать прорыв в области изучения деталей 

строения и функционирования клеточного ядра – 
микроскопия сверхвысокого разрешения (МСВР). 
В МСВР дифракционный предел преодолевается 
с использованием различных технологий, включаю-
щих как технические решения в конструкции микро-
скопа, так и реконструкцию изображения с помощью 
вычислительного аппарата [4].

ПРИНЦИПЫ И ВОЗМОЖНОСТИ МСВР
Наиболее значительные успехи в визуализации 
со сверхвысоким разрешением были достигнуты 
при использовании микроскопии дальнего поля [5]. 
В 4Pi-микроскопии используются две противополож-
но направленные объективные линзы, фокусируе-
мые в одной точке, что позволяет улучшить аксиаль-
ное разрешение до 100 нм. В других методах МСВР 
преодоление дифракционного предела достигается 
двумя путями. Первый – пространственное и/или 
временное модулирование перехода между двумя 
молекулярными состояниями флуорофора. Второй – 
сужение пика функции рассеяния точки, получае-
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РЕФЕРАТ В последние десятилетия были разработаны новые микроскопические технологии, получившие 
общее название микроскопия сверхвысокого разрешения. Эти технологии позволяют получать изобра-
жения клетки в свете видимого диапазона с разрешением до 10 нм. Применение микроскопии нового типа 
представляет большой интерес для изучения строения и функционирования клеточного ядра. В обзоре 
рассмотрены основные данные, полученные в этой области.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА гистоны, ДНК, микроскопия сверхвысокого разрешения, хроматин, хромосома, ядро 
клетки. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ МСВР – микроскопия сверхвысокого разрешения; BALM – binding activated localiza-
tion microscopy (активированная связыванием локализационная микроскопия); FISH – fluorescence in situ 
hybridization (флуоресцентная гибридизация in situ); PALM – photoactivated localization microscopy (фото-
активированная локализационная микроскопия); SIM – structured illumination microscopy (микроскопия 
структурированного освещения); SMLM – single molecule localization microscopy (микроскопия единичных 
молекул); STED – stimulated emission depletion (истощение стимулированной эмиссией); STORM – stochastic 
optical reconstruction microscopy (стохастическая оптическая реконструкция). 
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мой от большого количества изображений группы 
флуорофоров, локализованных вблизи друг друга. 
Основными методами первой группы являются ме-
тоды истощения стимулированной эмиссией (STED), 
истощения основного состояния (GSD), структуриро-
ванного освещения (SIM) и их некоторые комбинации 
с I5M-микроскопией (вариацией 4Pi) [6, 7]. Основные 
методы второй группы – фотоактивированная и флу-
оресцентная фотоактивированная локализационная 
микроскопия (PALM, FPALM), стохастическая оп-
тическая реконструкция (STORM), активированная 
связыванием локализационная микроскопия (BALM) 
[7, 8]. 

В технологии SIM используется определенным 
образом структурированное освещение объекта, 
что позволяет удвоить разрешающую способность 
по каждой оси и достичь 100 нм для латерального 
и 300 нм для аксиального разрешения. В объеме это 
улучшение становится уже восьмикратным. Частое 
использование этого типа микроскопии связано с тем, 
что образцы можно готовить стандартным способом 
и применять стандартные флуорофоры. В методе 
STED образец подвергается практически одновре-
менной обработке двумя лазерами с разной длиной 
волны – возбуждающим и истощающим, благодаря 
сочетанию которых возбуждение флуоресценции до-
стигается в узкой области фокального центра раз-
мером порядка 50–80 нм. С помощью данного метода 
можно достичь разрешения 20 нм в фокальной пло-
скости и 45 нм во всех трех направлениях. 

Методы PALM, FPALM, BALM и STORM отно-
сятся к микроскопии единичных молекул (SMLM). 
Образец подвергается многократному действию воз-
буждающего лазера малой мощности, в каждом акте 
активируется и точно локализуется (на основании 
функции рассеяния точки) небольшая доля флуоро-
форов. Разрешение изображения, полученного этими 
методами, зависит от соотношения количества фото-
нов от отдельного флуорофора к общему фону флу-
оресценции и может быть доведено в теории до 1 нм 
[9]. 

Более подробную информацию о принципах упо-
мянутых методов, их преимуществах и недостатках 
можно почерпнуть в недавних обзорах, например, 
[10, 11]. Одна из последних разработок МСВР – ме-
тодика W-4PiSMSN – позволяет визуализировать 
целую клетку с разрешением 10–20 нм, причем тол-
щина клетки может достигать 10 мкм [12].

Как правило, для визуализации глобальной струк-
туры ядра используют мечение гистонов флуорес-
центными белками [13] либо флуоресцентные метки, 
связывающиеся с ДНК и РНК [14–16]. Гистоны могут 
быть слиты с флуоресцентными белками, а также 
модифицироваться химически [17, 18]. ДНК в опытах 

с МСВР можно пометить с помощью классических 
красителей, таких, как Hoechst и DAPI [19], также 
созданы более фотостабильные и фотопереключа-
емые флуорофоры [15, 20, 21]. МСВР совместима 
с клик-химией, позволяющей ввести флуоресцент-
ные метки в ДНК [22, 23]. Предложен метод визуа-
лизации ДНК на основе собственной флуоресценции 
нуклеотидов [24]. 

Детектировать специфические последовательности 
ДНК в МСВР можно с помощью классического метода 
флуоресцентной гибридизации in situ (FISH), кото-
рый сохраняет в целом тонкую структуру ядра [25]. 
Предложены метод DNA-PAINT, позволяющий полу-
чать многоцветное изображение с разрешением менее 
10 нм [26], методы мультиплексного FISH со сменой 
зондов [27, 28]. Специфические последовательности 
ДНК могут быть также локализованы с помощью про-
граммируемых gRNA/dCas9-комплексов [29]. 

При визуализации ДНК с помощью SMLM разре-
шение составляет обычно около 25 нм, что соответ-
ствует примерно 70 п.н. линейной двухцепочечной 
ДНК [30, 31]. В живых клетках достигнуто разреше-
ние 70 нм [32]. В настоящее время в методах с исполь-
зованием гибридизации олигонуклеотидов удалось 
добиться разрешения 5 нм в плотно меченных об-
разцах [33]. Таким образом, МСВР открыла возмож-
ность оптического генетического картирования вы-
сокого разрешения [34]. Так, изучены повторы ДНК 
на участке гетерохроматина Yq12 генома человека 
[35]. Подсчитано количество тринуклеотидных по-
второв в 5’-нетранслируемой области гена FMR1 [36]. 
Микроскопия единичных молекул, соединенная с ме-
тодикой Oligopaint, позволяет детектировать одно-
нуклеотидные полиморфизмы и отличать таким об-
разом гомологичные хромосомы друг от друга [37]. 
Предложен комплементарный метод молекулярных 
маяков, с помощью которого удалось визуализиро-
вать уникальную последовательность ДНК длиной 
2.5 т.п.н. [38]. МСВР позволяет с высокой точностью 
измерять объем, который занимают отдельные ген-
ные локусы в пространстве ядра и оценивать уровень 
их компактизации [39], детектировать точное взаим-
ное расположение отдельных локусов [40, 41]. Также 
с высокой точностью можно локализовать в ядре эпи-
генетические маркеры [42, 43].

Белок, который нужно обнаружить в ядре с по-
мощью МСВР, обычно синтезируют в клетке в сли-
том виде с другим флуоресцентным белком. Важно, 
что МСВР позволяет не только локализовать флу-
орофор, но и определить его количество в месте ло-
кализации с точностью до одной молекулы [44–46]. 
Созданы методы одновременной детекции несколь-
ких белков (в настоящее время до девяти) на одном 
препарате [47, 48].
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МСВР применяют во многих исследованиях. Далее 
приведены основные результаты, полученные этим 
методом при изучении структуры и функций кле-
точного ядра.

ОБЩАЯ АРХИТЕКТУРА КЛЕТОЧНОГО ЯДРА 
И УПАКОВКА ХРОМАТИНА
Общая архитектура ядра была изучена с высо-
ким разрешением в различных типах клеток [49]. 
Например, описаны перестройки структуры клеточ-
ного ядра в процессе миелопоэза у человека [50], ней-
рогенеза у мыши [51], в клетках ранних эмбрионов 
и клонированных клеток быка [52, 53], в клеточном 
цикле дрожжей [54]. Подобные работы часто имеют 
описательный характер, так как о механизмах фор-
мирования тонкой структуры ядра известно очень 
немного.

В одной из ранних работ тонкую организацию 
клеточного ядра млекопитающих изучали с помо-
щью 3D-SIM [55]. В нуклеоплазме выявлены каналы 
и лакуны, начинающиеся у ядерной поры и идущей 
в глубь ядра (интерхроматиновый компартмент). 
В пределах каждой хромосомной территории вну-
тренние участки высокоструктурированных доме-
нов хроматина отделены от интерхроматина слоем 
деконденсированного, транскрипционно активного 
хроматина толщиной 100–200 нм (периферический 
хроматин). Последний обогащен маркерами активной 
транскрипции и репликации, в то время как марке-
ры сплайсинга преимущественно локализуются в ин-
терхроматиновом компартменте. Выявлены класте-
ры РНК-полимеразы II, в то же время существенная 
доля транскрипции обнаружена вне этих кластеров. 
Данные, полученные с помощью МСВР и 3С-методов, 
позволили создать модель организации ядра, в кото-
рой активный хроматин кластеризуется и выстраи-
вается на границах сети внутриклеточных каналов, 
пронизывающих основную массу неактивного хро-
матина [56]. Локализация областей регуляции транс-
крипции на периферии доменов хроматина под-
тверждена с помощью FISH [57].

Изучение периферии ядра в клетках человека ме-
тодом SIM показало, что у ядерных пор в целом сни-
жается количество маркеров гетерохроматина, одна-
ко как эу-, так и гетерохроматин может формировать 
контакты с порой. С ядерными порами ассоциирова-
ны хроматинмодифицирующие ферменты, что мо-
жет говорить о роли поры в организации структуры 
хроматина в ядре [58].

Одна из первых работ, в которой использовали ме-
ченые гистоны, показала, что общая плотность ги-
стонов отличается в разных типах клеток человека. 
С помощью dSTORM обнаружены глобальные флук-
туации плотности гистонов в ядре масштаба 1–2 мкм 

[59]. Измерение общей плотности гистона H2B 
в ядрах клеточной линии U2OS человека методом 
PALM позволило определить параметры модели рас-
пределения хроматина в ядре, а также подтвердить 
модель фрактальной глобулы [60]. Изучение динами-
ки гистона H2B с помощью dSTORM в клетках HeLa 
показало, что гистоны формируют кластеры, разде-
ленные расстоянием около 100 нм и двигающиеся со 
скоростью 3 нм/с в интерфазном ядре [18]. С приме-
нением PALM в клетках человека описаны кластеры 
гистонов со средним диаметром 160 нм, формирова-
ние которых зависит от когезина и межнуклеосом-
ных взаимодействий, но не зависит от транскрипции. 
Эти домены представлены и в митотических хромо-
сомах, и в интерфазном ядре. Возможно, они являют-
ся строительными блоками хромосом [61].

Методом PALM показано существование фила-
ментов диаметром 70 нм в метафазном хроматине 
дрозофилы [62]. STED-микроскопию использовали 
для изучения структуры хроматина в кардиомиоци-
тах, в которых выявлены домены хроматина разме-
ром 40–70 нм [63]. Детальный анализ распределения 
нуклеосом вдоль ДНК проведен с помощью STORM 
в клетках мыши и человека [64]. Показано, что ну-
клеосомы формируют в ядре гетерогенные группы 
различного размера (клатчи). Среднее количество 
нуклеосом в группе и их плотность зависят от типа 
клеток: в плюрипотентных клетках эти группы ме-
нее плотные и содержат меньше нуклеосом. РНК-
полимераза II преимущественно локализуется 
с клатчами наименьшего размера, а гистон H1 и ге-
терохроматин – с наибольшими клатчами.

С помощью метода 3D-STORM проведено мас-
штабное исследование упаковки ДНК в хроматине 
различного типа в клетках дрозофилы [65]. Изучены 
транскрипционно активные, неактивные и поликомб-
домены. Первые оказались наименее компактными, 
последние – наиболее плотными. Степень упаковки 
указанных доменов по-разному зависит от размера 
домена: чем больше размер активного домена, тем 
менее он плотный, тогда как, чем больше размер по-
ликомб-домена, тем выше его плотность. Показано, 
что для поликомб-доменов, в отличие от доменов 
двух других типов, характерна высокая степень 
перемешивания ДНК внутри отдельного домена 
и практически полное отсутствие перемешивания 
с соседними доменами другого типа. Созданы модели 
укладки хроматина в доменах разного типа.

Таким образом, к настоящему времени описаны 
внутриядерные домены хроматина различного мас-
штаба. Для выяснения соотношения внутриядерных 
доменов друг с другом и с топологически ассоцииро-
ванными доменами, выявляемыми при Hi-C-анализе, 
требуются дальнейшие исследования.
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ГЕТЕРОХРОМАТИН
Детали строения гетерохроматина сателлитной ДНК 
в стареющих клетках человека изучали с приме-
нением STED-микроскопии [66]. Как в стареющих, 
так и в делящихся клетках сателлитная ДНК упако-
вана в набор компактных глобул, разделенных лин-
керами, однако в процессе старения расстояние меж-
ду глобулами увеличивается. Микроскопия LSBM 
(light-sheet Bayesian super-resolution microscopy) 
позволила увидеть, что основной белок гетерохро-
матина HP1 формирует в ядрах человека сетку [67]. 

В клетках дрожжей, как показано с помощью SIM, 
в интерфазе транскрипционно неактивный хрома-
тин менее компактен, чем эухроматин. В то же вре-
мя обнаружены высококонденсированные тельца, 
включающие около 50 т.п.н., фланкирующие неактив-
ные теломерные области. Формирование этих телец 
не зависит от белка HP1, но зависит от метилирова-
ния остатка H3K36 [68].

3D-STORM в сочетании с методом Oligopaint был 
использован для визуализации хроматина, связанно-
го с фактором поликомб, в эмбриональных стволовых 
клетках и предшественниках нейрональных клеток 
мыши [69]. Обнаружено формирование компактных об-
ластей в локусе генов Hox, причем при удалении белка 
Phc1 наблюдалась декомпактизация хроматина. Эти 
области состоят из небольших дискретных доменов, 
содержащих 20–140 т.п.н. ДНК, которые отличаются 
от топологически ассоциированных доменов (ТАД). 
В другой работе в ядрах клеток дрозофилы выявлено 
несколько сотен поликомб-кластеров, которые отлича-
ются от поликомб-телец, изученных ранее. Количество 
кластеров зависит от целостности полимеризующего-
ся SAM-мотива белка Ph и его содержания в клетке. 
Возможно, найденные кластеры формируют сеть даль-
них взаимодействий по всему геному и таким образом 
поддерживают глобальную архитектуру ядра [70].

Использование метода 3D-SIM позволило устано-
вить структуру телец Барра в клетках мышей [71]. 
Несмотря на значительное уменьшение в размерах, 
инактивированная Х-хромосома сохраняет общую 
структуру, характерную для нормальной хромосом-
ной территории. Однако при этом значительно умень-
шается объем внутренних каналов. Этим же методом 
определена локализация РНК-связывающих белков 
Rbm15, Spen, Wtap на Xist РНК [72]. STORM-анализ 
инактивированной Х-хромосомы в фибробластах 
мыши позволил подсчитать, что на ней присутствует 
лишь 50–100 молекул Xist и около 50 скоплений ком-
плекса PRC2 [73]. 

СТРУКТУРА КОНДЕНСИРОВАННЫХ ХРОМОСОМ
Хроматин расположен определенным образом 
не только вдоль хромосомы (полосы на политен-

ных хромосомах), но и радиально. На митотической 
Х-хромосоме самцов дрозофилы методом SIM проде-
монстрирована периферическая локализация актив-
но транскрибируемых локусов, начиная с профазы. 
В целом, в конденсированной митотической хромо-
соме молчащие области локализуются ближе к ее 
оси, а активные – ближе к поверхности [74]. 3D-SIM 
использовали для изучения явления дифференци-
альной доступности разных локусов метафазой хро-
мосомы в лимфобластах человека [75]. 

Схожим образом визуализация хромосом мыши 
на стадии пахитены с помощью SMLM позволила вы-
явить три типа хроматина [76]. Первый расположен 
радиально (несет маркер активной транскрипции 
H3K4me3) и формирует петлеподобные структуры. 
Второй расположен вдоль оси хромосомы и несет 
маркер H3K27me3. Наконец, имеется центромерный 
хроматин, несущий маркер H3K9me3. 

С помощью 3D-SIM изучено участие различных 
форм конденсина в формировании остова хромосомы 
в клетках курицы. В клетках с нокаутом субъединиц 
конденсина I митотические хромосомы становились 
короче и толще, имели размытый остов, а с нокаутом 
субъединиц конденсина II остов был более четким, 
хромосомы – более удлиненными и теряли жесткость 
в аксиальном направлении [77]. Пространственную 
организацию мейотической хромосомы изучали с ис-
пользованием различных методов МСВР [78]. В клет-
ках дрожжей методом 3D-SIM показано формиро-
вание оси хромосомы из мейотического когезина, 
а также нарушения в строении хромосом в отсут-
ствие когезина [79, 80]. 

С помощью STORM визуализированы так называ-
емые T-петли на теломерах мыши. Изучение струк-
туры петли на фоне различных мутаций показало 
значимость фактора TRF2 для формирования этой 
структуры [81].

Микроскопию единичных молекул применили 
к изучению организации центромеры в клетках ку-
рицы: центромерный хроматин в них представлен 
слоями с чередующимися доменами, обогащенными 
гистонами CENP-A или H3. Во время митоза CENP-
C-зависимый механизм сшивает CENP-A-блоки 
[82]. В клетках дрожжей с помощью PALM проведен 
подсчет молекул CENP-A в центромере и показано, 
что этот гистон загружается у дрожжей на центро-
меру в фазе G2, в отличие от клеток многоклеточных 
[83]. 

Методом SIM на клетках различных видов расте-
ний показано, что гистон CENH3 и модифицирован-
ный гистон H2AThr120P встраиваются в различные 
нуклеосомы, которые формируют различные домены 
[84]. У ячменя два варианта центромерного гистона, 
альфа- и бета-CENH3, встраиваются в различные 
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домены центромерного хроматина в интерфазе, при-
чем паттерн встраивания тканеспецифичен [85]. 

ТРАНСКРИПЦИЯ
МСВР использовали для визуализации процессов, 
происходящих при активации транскрипции генов. 
Методом STORM показано, что при активации гена 
Hoxd млекопитающих его локус декомпактизуется 
и принимает вытянутую конфигурацию [86]. В клет-
ках мыши с помощью 3D-SIM визуализирован локус 
бета-глобина: неактивный локус имеет несколько раз-
личных конформаций, в процессе дифференцировки 
клеток локус уменьшается в размере, и его структура 
становится более упорядоченной [87]. На препаратах 
расправленного хроматина из клеток HeLa методом 
BALM была визуализирована локальная деконден-
сация хроматина в локусах активной транскрипции 
также. Стимуляция клеток приводила к появлению 
областей открытого хроматина длиной около 388 нм 
и толщиной около 60 нм, обогащенных активной фор-
мой РНК-полимеразы II [88]. С помощью этого же ме-
тода визуализированы дальние контакты, возникаю-
щие в геноме отдельной клетки при участии факторов 
транскрипции YAP, SRF, NF-kappaB [89]. 

Микроскопия единичных молекул, соединенная 
с микроскопией светового листа, позволила провести 
количественный анализ транскрипционных фабрик 
в клетках млекопитающих [90]. Обнаружено, что бо-
лее 70% сайтов транскрипции содержат только одну 
молекулу РНК-полимеразы II, что противоречит 
существующим моделям. Изучена динамика транс-
крипционных фабрик [31, 91]: эти фабрики не явля-
ются статичными структурами, они могут формиро-
ваться в ядре при стимуляции клетки. Формирование 
фабрик не блокируется ингибиторами элонгации 
РНК-полимеразы II, т.е. они формируются на стадии 
инициации транскрипции.

Концепция транскрипции на иммобилизованной 
транскрипционной фабрике получила подтвержде-
ние с помощью МСВР. Индукция клеток человека 
цитокином приводит к сближению в ядре двух генов, 
удаленно расположенных в геноме, причем их транс-
крипты также локализуются вблизи друг друга [92]. 
В этой же модели проведена визуализация процесса 
индуцированной транскрипции на матрице длинно-
го гена (221 т.п.н.) [93]. Транскрипционная фабрика 
первоначально связывает промотор гена, после чего 
начинается протягивание матрицы ДНК через эту 
транскрипционную фабрику. Промотор при этом не-
которое время остается рядом с РНК-полимеразой, 
однако затем он может терять связь и реинициация 
может произойти на другой фабрике.

Визуализация транскрипции на хромосомах типа 
ламповых щеток позволила увидеть процесс упа-

ковки новосинтезированной РНК с помощью метода 
dSTORM. Сплайсинг и плотная упаковка мРНК при-
водят к тому, что толщина транскрибируемой петли 
хроматина в целом остается практически неизменной 
вдоль активного гена [94].

У растений изучение распределения различных 
форм РНК-полимеразы II с помощью SIM и PALM 
показало существование сеток этих молекул 
в эухроматине, причем разные формы формируют 
различные сетки [95, 96]. Обнаружено увеличение 
количества молекул полимеразы в ядре полиплоид-
ных клеток, в целом пропорциональное общему коли-
честву генов. Возможно, что у растений существует 
другой способ организации транскрипции, отличный 
от транскрипционных фабрик млекопитающих.

Локализацию факторов транскрипции в ядре из-
учают, в основном, с помощью SMLM. Показано, 
что сайты связывания фактора транскрипции Sox2 
у мышей кластеризуются в ядре, что играет важную 
роль в регуляции транскрипции его генов-мише-
ней [97]. Схожим образом фактор STAT1 человека 
формирует кластеры, причем размер и количество 
этих кластеров существенно возрастают при пере-
ходе от G1- к G2-фазе клеточного цикла, а также 
при стимуляции клетки цитокином [98]. Фактор 
транскрипции FoxP3 в Т-клетках формирует два 
типа комплексов с другими факторами – актива-
ционный, располагающийся ближе к центру ядра, 
и репрессионный, локализующийся на периферии 
ядра [99]. МСВР применяли для изучения распреде-
ления гистона H2A и субъединицы хроматинремоде-
лирующего фактора Snf2H [100], белка эухроматина 
MAD2L2 [101]. 

4Pi-микроскопию применили к изучению вну-
треннего строения телец PML в клетках человека. 
Транскрипционные факторы Sp100 и PML форми-
руют оболочку телец толщиной 50–100 нм, проницае-
мую для белков. Внутренняя область телец содержит 
полимеризованные остатки белка SUMO, что служит 
основой концентрации SUMO-связывающих факто-
ров в тельцах [102].

Изучение ядрышка в клетках человека с помощью 
SMLM показало, что, как и ядро в целом, оно имеет 
очень неоднородную структуру: содержит области 
с высокой и низкой концентрацией новосинтезиро-
ванной РНК [103].

РЕПЛИКАЦИЯ
Методом STED-микроскопии с использованием ме-
ченых белков PCNA и RPA изучена структура ре-
пликационных фабрик в клетках человека [104]. 
Показано, что диаметр репликационных фабрик 
составляет в среднем 160 нм. В ранней S-фазе де-
тектируется до 1400 фабрик с двумя-тремя вилка-
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ми репликации каждая. Размер фабрик в клетках 
мыши, оцененный с применением SIM и SMI, соста-
вил 125 нм [105]. В клетках млекопитающих в S-фазе 
с помощью SIM выявлено около 5000 репликацион-
ных фабрик, каждая из которых представляла от-
дельный сайт репликации [106].

Изучение процесса репликации в клетках дрож-
жей с применением SIM показало, что кластериза-
ция репликонов в отдельных репликационных фа-
бриках является стохастическим процессом и сильно 
варьирует от клетки к клетке, однако, однажды объ-
единившись в одной фабрике, репликоны остаются 
стабильно связанными [107]. С помощью SIM пока-
зано, что в клетках млекопитающих репликация пе-
риферического гетерохроматина, тесно связанного 
с ламиной, происходит без разборки последней [108].

МСВР позволила увидеть новую функцию фак-
тора репликации Cdt1 в формировании протяжен-
ной конформации кинетохорного комплекса Ndc80 
и его стабильной связи с микротрубочками в митозе 
клеток человека [109]. Получены данные о располо-
жении компонентов кинетохора хромосом дрозо-
филы и роли белка Spc105 в сборке этой структуры 
[110]. Также изучено строение кинетохора в клетках 
дрожжей [111] и человека [112]. Визуализация мито-
за позволила проследить динамику переключения 
направления движения сестринских кинетохоров 
при прохождении метафазы [113].

Координация репликации и транскрипции из-
учена в клетках млекопитающих [114]. Показано, 
что в ядрышках, где активно транскрибируются гены 
рРНК, между этими процессами наблюдается силь-
ная отрицательная корреляция. В то же время в ну-
клеоплазме эта корреляция не выявлена. 

РЕПАРАЦИЯ И РЕКОМБИНАЦИЯ
Процесс репарации также изучен с помощью МСВР 
[115]. Паттерн локализации гистона gamma-H2AX 
(маркера двухцепочечных разрывов ДНК) и дина-
мика сайтов его локализации изучены в ряде работ 
разными методами [116–118]. Также изучено взаим-
ное расположение gamma-H2AX и репарационного 
комплекса Ku, подсчитано количество молекул этого 
комплекса на сайте репарации [119]. dSTORM был 
использован для выяснения молекулярных основ 
процесса негомологичного соединения концов в клет-
ках человека: установлено, что концы ДНК сначала 
взаимодействуют друг с другом посредством белко-
вых филаментов, затем выравниваются друг относи-
тельно друга и происходит лигирование [120].

С помощью 3D-SIM показано, что в клетках HeLa 
паттерн белков BRCA1 и 53BP1 внутри фокусов ре-
парации является взаимоисключающим. Возможно, 
их взаимное расположение определяет выбор пути 

репарации [121]. STED-микроскопию использова-
ли для визуализации факторов репарации gamma-
H2AX, 53BP1 и Rad51 в клетках HeLa после воз-
действия ионизирующего излучения. Первые два 
белка формируют области, размеры которых за-
висят от энергии излучения (540 нм для сильного 
и 412 нм для более слабого излучения), причем эти 
области имеют внутреннюю структуру и наблюда-
ется отрицательная корреляция в распределении 
этих двух белков. Rad51 формирует области, лишен-
ные внутренней структуры, размер которых (135 
нм) не зависит от энергии излучения [122]. С помо-
щью dSTORM установлено, что в клетках человека 
партнеры BRCA2 и Rad51 локализуются в разных 
сайтах репарируемой ДНК, что говорит об различ-
ной динамике их взаимодействия с ДНК [123]. С ис-
пользованием STED и 3D-SIM на клетках человека 
показано, что маркер разрыва gamma-H2AX распре-
деляется по близлежащим петлям хроматина, этот 
процесс контролируется белком CTCF. Таким обра-
зом, фокус репарации представляет собой тесную 
группу «нанофокусов», каждый из которых является 
петлей хроматина [124]. 

C использованием различных методов МСВР 
в клетках ячменя и пшеницы [125, 126], мыши [127], 
Caenorhabditis elegans [128], а также дрожжей [129] 
был визуализирован и изучен синаптонемный ком-
плекс, формирующийся при мейозе между гомоло-
гичными хромосомами. 

ЯДЕРНАЯ ОБОЛОЧКА
Ядерная мембрана содержит множество трансмем-
бранных белков. Для их локализации разработаны 
методы МСВР, имеющие аксиальное разрешение ме-
нее 10 нм [130, 131]. 

Структура важнейшего из компонентов перифе-
рии ядра – ядерной поры – изучена с помощью раз-
личных методов МСВР с высокой точностью. У раз-
ных организмов определены размеры поры [132], 
положение основных субъединиц [133, 134], визуа-
лизирован процесс ее сборки [135]. Суммирование 
изображений нескольких тысяч индивидуальных 
ядерных пор позволило провести структурный ана-
лиз поры с точностью менее 1 нм [136]. Определены 
локализация и распределение по оболочке отдель-
ных субъединиц ядерной поры [137–141]. С помощью 
МСВР изучен контакт нуклеопоринов с транспорт-
ными рецепторами [142], показан контакт ядерной 
поры с активным локусом [143].

Высокоскоростная SPEED-микроскопия с разре-
шением 8 нм в пространстве и 2 мс во времени позво-
лила проследить процесс транспорта через ядерную 
пору в клетках человека [144]. Показано, что толь-
ко 36% молекул мРНК, входящих в пору, успешно 
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экспортируются в цитоплазму, причем время не-
посредственного транспорта занимает около 12 мс. 
Изучена также кинетика транспорта мРНК через 
ядерные поры в клетках мыши с разрешением 26 нм 
в пространстве и 20 мс по времени [145]. Показано, 
что процесс экспорта – это трехстадийный процесс, 
включающий в посадку на пору (80 мс), перенос (5–20 
мс) и освобождение (80 мс) транскрипта. 

Изучение периферии ядра показало, что в ламине 
существуют инвагинации, неразличимые с помощью 
конфокальной микроскопии [146]. Инвагинации опи-
саны в интерфазном ядре в различных типах клеток, 
однако их функции остаются неясными. Возможно, 
они играют роль в транспорте мРНК [147]. 

SIM-микроскопия позволила изучить связь ядер-
ной ламины с актиновым цитоскелетом в клетках 
человека. Оказалось, что механическое давление ак-
тиновой нити вызывает формирование впячивания 
на ламине и появление доменов конденсированного 
хроматина [148]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Актуальность световой микроскопии всегда оста-
валась высокой для изучения внутриядерных про-
цессов. Интенсивно развивающаяся группа методов 
МСВР открывает новые перспективы в этой области 
[149]. Важно отметить, что теоретически МСВР мо-

жет достигнуть разрешения вплоть до 1 нм, поэтому 
она является уникальным инструментом, позволя-
ющим изучать процессы в масштабе от отдельной 
молекулы до целой клетки. Помимо решения фунда-
ментальных задач, МСВР находит свое применение 
в изучении процессов, происходящих в ядрах клеток 
при различных патологиях. МСВР была использова-
на при изучении детской геродермии [150], болезни 
Альцгеймера [151], гипоксии и голодания кардиомио-
цитов, онкогенеза [21, 152], вирусных инфекций [150, 
151]. Разрабатываются методы диагностики заболе-
ваний, в частности онкологических, с применением 
МСВР [153]. 

Приведенные в обзоре данные показывают, 
что МСВР уже позволила существенно расширить 
наши знания о функционировании ядра на разных 
уровнях его организации. В то же время можно ви-
деть, насколько мало использован ресурс этого мощ-
ного метода к настоящему моменту. Несомненно, со-
четание МСВР с другими современными методами 
станет в ближайшем будущем основой новых откры-
тий в области биологии клеточного ядра. 
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