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Вместо предисловия

До недавнего времени исследования биологи�
ческих свойств белка были ограничены анализом
свойств белковых молекул в комплексах. Рассмот�
рим в качестве примера методы кристаллографии
или электронной микроскопии используемые для
исследовании поведения молекул в кристаллах и
растворах или после фиксации биологического
материала. Они незаменимы для изучения деталей
структуры белковых молекул в статическом состо�
янии. Что же касается кинетических или динами�
ческих свойств молекул живой материи, то в силу
фиксации молекул в определенной конформации
эти свойства приносятся в жертву высокой степе�
ни разрешения достигаемой при исследовании
структуры молекулы в статическом состоянии
(Сердюк, 2002). И все же недавний прогресс в раз�
работке новых методов исследования одиночных
молекул (МИОМ) позволяет изучать свойства от�
дельных молекул с достаточно высоким разреше�
нием в пространстве и времени. В биологии исход�
но МИОМ использовали для исследования клеток
in vitro. Что же касается применения МИОМ in vivo
то такие попытки были предприняты совсем не�
давно.

Но прежде чем начать обсуждение преиму�
ществ и недостатков МИОМ, надо установить что
подразумевается под условиями in vitro или in vivo.
Некая путаница в эти понятия внесена как узкой
специализацией биологов в разных областях ис�
следования так и сравнительно недавней массовой
миграцией в биологию специалистов небиологи�
ческих профессий – химиков, физиков, математи�
ков. Именно поэтому исследование клеток в куль�
туре, что для биолога развития происходит in vitro,
для кристаллографа происходит in vivo в широком
смысле этого определения, т.е. в живом веществе, в
то время как для биолога развития in vitro означает

содержание клеток в культуре. В этом контексте
in vivo, в его узком понимании в биологии разви�
тия, предполагает исследование непосредственно
в целостном живом организме. Поскольку в этом
обзоре речь пойдет в основном о исследованиях на
стыке оптики и биологии развития, эти термины
будут применяться в их узком значении, а именно
как это принято в биологии развития.

В данный момент полный потенциал МИОМ
для исследований в живых организмах остается да�
леко не востребован. Одна из причин тому – меж�
дисциплинарная пропасть все еще разделяющая
физиков и биологов. Ведь именно физики разра�
батывают методы и инструменты для исследова�
ния одиночных молекул, но в силу специализации
им, как правило, недостает понимания биологиче�
ских процессов. В свою очередь биологи накопили
значительный опыт в поддержании клеток в куль�
туре и знают как правильно расположить клетки и
животных под микроскопом. Однако большин�
ство биологов не знакомы со сложными инстру�
ментами и тем более с моделями на стадии их раз�
работки. А уж что касается эффективной эксплуа�
тации этого оборудования или обработки
результатов предполагающей отсутствие страха
перед математическими формулами это, как гово�
рится в Одессе, “две большие разницы”. Но по�
скольку с развитием биоинформатики и внедрени�
ем коммерчески доступных специализированных
микроскопов с хорошо знакомыми наклейками
“Zeiss” и “Leica” междисциплинарная пропасть
начала сужаться, появились реальные возможно�
сти измерять свойства и поведение биологических
молекул in vivo. И также как “на всякую рыбину
свой едок есть” так для разных потребностей раз�
работаны различные МИОМ. А поскольку многие
из этих методов основаны на флуоресценции, это
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делает их особенно привлекательными для иссле�
дования живых организмов. 

Подобно миру Птолемея, что покоился на трех
китах, МИОМ покоятся на достижениях в не�
скольких областях исследования. Начало было по�
ложено фундаментальными исследованиями в ки�
нетике релаксации и динамическом светорассея�
нии, а более позднее распространение МИОМ
произошло благодаря внедрению конфокальной
микроскопии и высокочувствительных светоде�
текторов. Еще в 1970е годы детекция одиночной
флуоресцентной молекулы в растворе показала ре�
альную возможность этих методов (Hirschfeld,
1976). Тем же из читателей кого интересует исто�
рия развития МИОМ, следует обратиться к специ�
альным обзорам (Rigler, 1995; Elson, 2004). По мере
развития МИОМ происходило осознание их воз�
можностей и появлялись все более новые прило�
жения этих методов. В частности, флуоресцентная
корреляционная спектроскопия (ФКС), которую
разрабатывали исходно для измерения кинетики
химических реакций, в настоящее время успешно
используется для измерения молекулярной аггре�
гации, динамики фотофизических процессов, из�
менения конформации молекул и т.д.

Параллельно происходило изучение природ�
ных флуоресцентных белков (ФБ) открытие кото�
рых предвосхитило первые разработки в области
МИОМ (Shimomura et al., 1962). В течение дли�
тельного времени ФБ не находили широкого при�
менения пожалуй только за исключением аквори�
на (aequorin), которым пользовались в качестве де�
тектора внутриклеточного Са2+ (Shimomura et al.,
1990; Webb and Miller, 2003). И только клонирова�
ние гена кодирующего зеленый флуоресцентный
белок (ЗФБ) в 1994 году (Chalfie et al., 1994; Ormo
et al., 1996) инициировало лавину статей с приме�
нением этого маркера и навсегда изменило мето�
дологию исследований в нейробиологии, биоло�
гии клетки, биологии развития и многих других
разделах биологии. Вскоре стала ясна полезность
флуоресцентных белков для МИОМ и прежде все�
го для ФКС (Terry et al., 1995). И поэтому клониро�
вание новых генов ФБ (прежде всего из кораллов)
и их модификация явились двигателем прогресса в
этой области исследований (Campbell et al., 2002;
Labas et al., 2002; Shaner et al., 2004). Здесь уместно
отметить, что в этом процессе важную роль сыгра�
ло сотрудничество ученых Института биооргани�
ческой химии и Московского Университета, кото�
рые и в настоящее время продолжают диктовать
моду в разработке новых типов ФБ и их примене�
ния (Shcherbo et al., 2007, 2010).

Принято считать, что даже генетически иден�
тичные клетки в культуре тем не менее существен�
но отличаются между собой. В этой связи кажется
очевидным то обстоятельство, что биологическая
активность клеток различных органов и тканей

многоклеточного организма существенно отлича�
ется и меняется в зависимости от окружающей
среды. Однако остается неясным отличаются ли
основные свойства биологических макромолекул
in vitro и in vivo в той же степени, что и биологиче�
ская активность клеток в культуре и в живом орга�
низме. Такое сравнительное исследование можно
провести используя МИОМ основанные на флуо�
ресценции для анализа биологических процессов в
клетках в культуре или в прозрачных животных,
таких как например круглые черви C. elegans или
прозрачные эмбрионы модельных позвоночных –
данио (Danio rerio) и медаки (Oryzeas latipes). Как и
ожидалось, первые исследования такого рода в ос�
новном имели целью доказать их практическую
возможность in vivo и потому лишь приоткрыли за�
весу скрывающую сложность биологических про�
цессов на уровне отдельных молекул в клетках
многоклеточных животных.

Применение МИОМ для анализа процессе 
развития in vivo

Введение в флуоресцентную корреляционную 
спектроскопию (ФКС)

Будучи разработан почти 40 лет тому назад
(Magde et al., 1972) ФКС представляет собой очень
чувствительный метод основанный на статистиче�
ском анализе колебаний флуоресценции измеряе�
мых в ограниченном наблюдаемом объеме (pис. 1).
Такие колебания содержат информацию о дина�
мическом поведении флуоресцирующих моле�
кул. Любой молекулярный процесс изменяю�
щий флуоресценцию в наблюдаемом объеме мо�
жет быть зарегистрирован и анализирован
посредством коррелляционной функции. Нор�
мализованная автокорреляционная функция
(АКФ) определяется как: 

где 〈…〉 определяет среднее время и and F(t) пред�
ставляет собой интенсивность флуоресценции за
время t. По выполнении автокорреляционного
анализа экспериментальные кривые АКФ сравни�
вают с соответствующей моделью исследуемого
процесса. Таким образом можно регистрировать и
оценивать любое влияние на коэффициент диф�
фузии за счет изменений среды окружающей флу�
оресцирующую частицу или ее взаимодействие с
компонентами среды.

Измерение изменения флуоресценции позво�
ляет описать динамическое поведение флуоресци�
рующих молекул и таким образом измерить их
концентрацию и коэффициент диффузии. Эти па�
раметры содержат достаточно информации для
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вычисления констант диссоциации и стохиомет�
рии связывания (Rauer et al., 1996; Van Craenenbro�
eck and Engelborghs, 1999; Wohland et al., 1999), агг�
регации и периода временного связывания
(Starchev et al., 1998; Eggeling et al., 2009), взаимо�
действия белков с компонентами мембраны и в
частности с ее липидами (Перевощикова, 2009;
Перевощикова и др., 2009; Pramanik and Rigler,
2001; Kahya et al., 2004; Bacia et al., 2004; Briddon
and Hill, 2007) и т.д.

Введение в флуоресценцию полного внутреннего 
отражения (ФПВО)

В микроскопах основанных на принципе пол�
ного внутреннего отражения (ПВО) свет покидает
объектив микроскопа в виде параллельного пучка
световых лучей (pис. 2). Когда луч достигает пред�
метное стекло, а с ним и границу раздела стекла и
воды весь луч может быть отражен при условии,
если угол падения превышает критический угол qc,
который зависит от коэффициентов рефракции
воды и стекла (sinqc = nводы/nстекла). При этом на
границе воды и стекла освещается тонкий слой
среды прилежащий к стеклу. ФПВО применяется
для освещения и возбуждения флуоресцентных ве�
ществ находящихся на или вблизи границы разде�
ла стекла и воды. В применении к биологическим
образцам это выражается в освещении погранич�
ного слоя среды толщиной менее 100 нм над по�
верхностью стекла в котором и располагают био�
логический образец, который может быть пред�
ставлен клеточной мембраной и прилежащий к
ней тонким слоем цитоплазмы. Это позволяет изу�
чать перемещение в клеточной мембране или
вблизи ее отдельных флоресцирующих молекул и
их взаимодействие с другими молекулами (www.in�
auka.ru/science/article85409.html). 

Введение в резонансный перенос энергии 
флуоресценции (РПЭФ) одиночными молекулам

РПЭФ происходит при взаимодействии дипо�
лей представленных двумя флуорофорами – доно�
ром и акцептором возбуждаемых светом разной
длины волны (pис. 3). Если донор и акцептор рас�
положены на расстоянии не более 10 нм, то воз�
буждение донора приводит не только к свечению
донора, но и к переносу энергии на акцептор и его
возбуждению, что вызывает появление сигнала
флуоресценции с характерным для акцептора
спектром. При этом даже небольшие изменения
расстояния между этими молекулами существенно
влияют на эффективность переноса энергии. Это
позволяет регистрировать динамические измене�
ния поведения молекул, как то изменение рассто�
яния между молекулами либо их конформации. В
биологии широкое применение нашли РПЭФ
биосенсоры представляющие собой как правило
одну из пар ФБ соответствующих требованиям

РПЭФ (ECFP и EYFP или EGFP и mRFP) соеди�
ненных с доменом детектора. При изменении кон�
формация этого домена в зависимости от измене�
ния определенных клеточных свойств происходят
изменения сигнала РПЭФ.

Введение в микроскопию при освещении
выбранной плоскости (МОВП)

Этот новый метод микроскопии был разрабо�
тан и применен для прижизненного трехмерного
анализа распределения специфического сигнала
каковым является экспрессия флуоресцентного
белка в относительно прозрачных и довольно тол�
стых объектах какими являются эмбрионы кости�
стых рыб (данио или медаки, Huisken et al., 2004;
Keller et al., 2008, 2010; http://www.scientific.ru/jour�
nal/news/0904/n130904.html). При традиционной
микроскопии такие попытки часто заканчиваются
нарастанием фона до уровня специфического сиг�
нала что делает невозможным точные измерения
или наблюдение специфического сигнала в тол�
стых или не полностью прозрачных образцах.

При МОВП возбуждение и регистрация флуо�
ресценции разделены и осуществляются независи�
мо друг от друга посредством разнесения оптиче�
ских осей освещения и детекции сигнала. Здесь
для освещения образца используется отдельный
щелевой источник света освещающий фокальную
плоскость микроскопа. Этот источник светит пер�
пендикулярно оси детекции флуоресценции для
чего используется оптика микроскопа. Одно из
преимуществ МОВП состоит в том, что поскольку
наблюдаются все освещенные участки образца до�
за света необходимая для наблюдения всего образ�
ца снижается. Это приводит к повышению скоро�
сти измерения флуоресценции в каждом образце и
снижению их выгорания. Наличие быстродейству�
ющей камеры в микроскопической системе осно�
ванной на МООП делает возможным ее примене�
ние для ФКС и других МИОМ (рис. 4; Wohland
et al., 2010).

Применение МИОМ для исследования in vivo

Недавно ФКС нашла применение in vivo для
анализа различных проблем в области биологии
развития. Первая публикация на эту тему была
“вынужденной”. Исходный вариант статьи опи�
сывал исследование потока жидкости в искус�
ственных капиллярах с помощью ФКС в режиме
линейного сканирования в пределах 3 мкм. И как
частенько бывает этот первый вариант особого эн�
тузиазма у рецензентов не вызвал. Однако к тому
времени авторы уже освоили использование кон�
фокальной микроскопии в комбинация с ФКС и
проводили наблюдение развивающихся эмбрио�
нов данио (zebrafish, Danio rerio) параллельно с из�
мерениями динамического поведения отдельных
молекул. Поэтому в качестве дополнительного ар�
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гумента в новый вариант статьи были введены ре�
зультаты полученные при исследования динамики
поведения молекул на ранних стадиях развития
кровеносных сосудов у данио и в том числе при
анализе направления кровотока и его скорости. К
счастью этого оказалось более чем достаточно,
чтобы убедить рецензентов и одновременно под�
твердить старую истину, которая гласит что “ма�
ленькая рыбка лучше большого таракана”. А ведь в
то время возможность применения ФКС для ис�
следований in vivo далеко не всем казалась очевид�
ной. Но после первой статьи описавшей примене�
ние ФКС in vivo и доказавшей перспективность
этого направления (Pan et al., 2007) эти споры были
забыты.

Вскоре ФКС и РПЭФ использовали для изуче�
ния динамических свойств белков в характерном
для первичных половых клеток образовании “nu�
age” (франц. “облако”). При этом эмбрионы меда�
ки (medakafish, Oryzeas latipes) были препарирова�
ны для максимального приближения образца к
объективу, так что исследование производили в
условиях хоть и приближенных к in vivo, но опреде�
ляемых строго как “ex vivo”, т.е. “вне живого” (Na�

gao et al., 2008). Примерно в это же время МИОМ
использовали для изучения локализации и распре�
деления ЗФП�меченных белков NMY�2 and PAR�2
при первом асимметричном делении дробления
эмбрионов C. elegans (Petrasek et al., 2008) и для ис�
следования динамики белков хроматина в разви�
тии дрозофилы (Bhattacharya et al., 2009). 

Параллельно с этим конфокальная микроско�
пия в комбинация с ФКС была использована для
измерения появления кровотока и его скорости
при формировании капилляров печени у данио
(Korzh et al., 2008; Pan et al., 2009). Позже был до�
стигнут еще более высокий уровень разрешения и
этот подход был использован для изучения коэф�
фициента диффузии белков цитозоля и белков
связанных с клеточной мембраной в мышцах и
нейронах живых эмбрионов данио (Shi et al.,
2009a). 

И наконец ФКС использовали для исследова�
ния взаимодействия белков в двух различных экс�
периментах. В первом эксперименте одноволно�
вая ФКС была применена для измерения взаимо�
действия малой ГТФазы Cdc42 и актин�
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Рис. 1. Флуоресцентная корреляционная спектроскопия (ФКС).
А – фокус лазера конфокального микроскопа расположен в определенном участке образца. При однофотонном возбуж�
дении глубина проникновения света не превышает 50–100 мкм. 
В – при перемещении флуоресцирующих молекул в конфокальном объеме возникают флуктуации интенсивности флу�
оресценции. В идеале сигнал флуоресценции содержит информацию о количестве молекул и их движении.
С – автокорреляционная функция (АКФ) интенсивности сигнала передставляет собой статистически усредненное зна�
чение выражающее поведение молекул. Ширина АКФ представляет информацию о движении молекул, а ее амплитуда –
о их концентрации. При сравнении полученной кривой автокорреляции с соответствующей модельной функцией могут
быть рассчитаны характерная временная шкала и концентрация молекул. 
D–F – типичные изменения АКФ при изменении различных параметров. D – различные варианты движения молекул,
в том числе различные варианты диффузии или потока молекул приводят к характерным изменениям формы АКФ. E –
изменение концентрации приводит к измению амплитуды АКФ; чем выше концентрация, тем ниже амплитуда. F – из�
менение скорости движения молекул меняет ширину АКФ; чем медленнее скорость движения, тем шире АКФ.
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связывающего белка IQGAP1 в клетках в культуре
и в эмбрионах данио. Результаты исследования од�
ного и того же процесса в клетках и эмбрионах су�
щественно отличались подтвердив старую истину
о том, что молекулярные взаимодействия зависят
от того в какой из систем (in vitro или in vivo) прово�
дятся измерения. Следовательно, для получения
результатов отражающих ситуацию в живом орга�
низме такие измерения должны проводиться в
нормальных физиологических условиях, т.е. in vivo.

Во втором эксперименте проведенном благода�
ря сотрудничеству двух лабораторий в Дрездене, в
одной из которых изучали биологию развития да�
нио (Михaэл Бранд), а во второй разрабатывали
новые применения МИОМ (Петра Швилле), дву�
хволновая ФКС в статическом объеме былa ис�
пользована для анализа взаимодействия подвиж�
ности рецепторов Fgfr1 и Fgfr4 в клеточной мем�
бране живых эмбрионов данио и определения
констант их связывания. Было показано, что в пе�

Time

M
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D
Рис. 2. Микроскопия с использованием флуоресценции полного внутреннего отражения (ФПВО).
А – используется для наблюдения молекул на границе раздела стекла и образца благодаря освещенности тонкого (не бо�
лее 100 мкм) слоя прилегающего к стеклу. При этом происходит возбуждение молекул только в пределах этого слоя в ре�
зультате чего наблюдение проводится при очень выгодном соотношении сигнал–шум. 
В – Schaaf et al. (2008) наблюдали апикальную мембрану клеток поверхностного слоя в живом эмбрионе. 
С – таким образом можно наблюдать траекторию движения одиночных флуоресцентных молекул в живом эмбрионе.
D – анализ последовательных изображений позволяет определить направление и скорость движения молекул, а следо�
вательно оценить их подвижность и изменение этого параметра в различных субклеточных доменах или в зависимости
от функционального состояния клеток, например, их дифференцировки.
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Рис. 3. Биосенсор основанный на резонансном переносе энергии флуоресценции (РПЭФ).
РПЭФ основан на переносе неизлучаемой энергии с флуорофора�донора на флуорофор�акцептор посредством диполь�
ного взаимодействия. При этом необходимо чтобы спектр излучения донора перекрывался со спектром поглощения
флуорофора�акцептора. Дипольное взаимодействие строго зависит от расстояния между молекулами и их ориентации и
поэтому взаимодействие пар флуорофоров используемых для РПЭФ позволяет выявлять изменение конформации мо�
лекул с высокой (до ангстрема) чувствительностью. Эта чувствительность может быть использована для выявления вза�
имодействия флуоресцентно�меченых белков. В биосенсорах основанных на принципе РПЭФ взаимодействие с лиган�
дом меняет конформацию рецептора или же ориентацию или расстояние между двумя белками меченными флуорофо�
рами (донор и акцептор) связанных с сенсорным доменом. Часто в качестве пары донор�акцептор используют пару
флуоресцентных белков, например голубой и желтый белки (CFP and YFP), которые преобразуют события происходя�
щие на молекулярном уровне в изменение эффективности РПЭФ, которые и детектируются.
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риод эпиболии (гаструляции) свободно диффун�
дирующий морфоген FGF8 распределяется в
сложной многоклеточной среде по градиенту кон�
центрации кривизна которого определяется как
скоростью секрецией белка так и скоростью его
поглощения клетками�мишенями (Ries et al., 2009;
Yu et al., 2009). Подобные идеи о механизмах рас�
пределения морфогенов были развиты при наблю�
дении и анализе с использованием более традици�
онных методов при изучениии миграции зачатка
латеральной линии у данио, где клетки мигрирую�
щие на переднем краю зачатка экспрессируют ре�
цептор Cxcr4 связывающий лиганд Sdf1 (Cxcl12)
представленный на горизонтальной миосепте со�
митов. Сам зачаток относительно невелик (около
100 клеток) и для увеличения крутизны градиента
концентрации и повышения таким образом степе�
ни надежности направленной миграции клетки
расположенные в задней части зачатка экспресси�
руют второй рецептор – Cxcr7, обеспечивающий
поглощение лиганда (Chong et al., 2001; Lecaudey
et al., 2008; Valentin et al., 2008).

Измерения с помощью ФКС проведенные в
Дрездене показали, что лиганд (FGF8) распро�
страняется от секретирующих клеток на расстоя�
ние не более 50 мкм. Параллельно с этими измере�
ниями РПЭФ был использован учеными Гарвард�
ского университета (лаборатория Алекса Шира)
для изучения распределения двух лигандов (Squint
и Cyclops) предствляющих Nodal данио (Schier
et al., unpublished). Было показано, что Squint хоть
и распространяется значительно дальше чем Cy�
clops, но не столь далеко по сравнению с FGF8. В
настоящее время более эффективное по сравне�
нию со Squint перемещение FGF8 в биологиче�
ской ткани является предметом дискуссии имею�

щей целью определить преимущества и недо�
статки различных МИОМ для исследования
биологических процессов in vivo. Но даже не дожи�
даясь завершения этой дискуссии можно заклю�
чить, что поскольку статьи Брандта и Швилле бы�
ли опубликованы в Nature и одном из ее клонов,
применение МИОМ in vivo станет более популяр�
ным в самое ближайшее время.

Метод ФПВО был недавно использован при
изучении распределение белка Ras меченного флу�
оресцентным белком на мембране клеток данио в
культуре, в первичных эмбриональных стволовых
клетках и в клетках эпителия двухдневного эмбри�
она данио для определения размеров микродоме�
нов (липидных плотиков) (Schaaf et al., 2009). Этим
была показана принципиальная возможность ис�
пользования ФПВО для in vivo исследования са�
мых различных мембранных белков. Один из ва�
риантов ФПВО основанный на использовании
еще большего угла отражения (Tokunaga et al.,
2008) вероятно позволит увеличить толщину при�
граничного слоя в пределах которого могут прово�
диться измерения. Таким образом для анализа с
помощью ФПВО станут доступны как более глу�
бокии слои цитоплазмы так и ядерная оболочка, а
может даже и белки клеточного ядра.

Этот подход также использовался для изучения
in vivo и ex vivo биологических процессов с участи�
ем различных сигнальных молекул, например,
цАМФ (Lissandron et al., 2007; Shafer et al., 2008),
определения места и времени активации каспаз у
дрозофилы (Takemoto et al., 2007), наблюдения ди�
намических изменения внутриклеточного Ca2+ в
процессе гаструляции данио (Tsuruwaka et al.,
2007), наблюдения активации катионных каналов
у данио (Richler et al., 2008) и анализа активности
ГТФаз у ксенопуса (Matthews et al., 2008). РПЭФ
также использовали для изучения взаимодействия
белков in vivo в C. elegans (Wagner et al., 2009) и на�
блюдения конформационных изменений
Na+/Ca2+ канала у данио (Xie et al., 2008).

В качестве метода исследования РПЭФ приме�
ним для анализа изменения конформации биоло�
гических молекул. Но данные полученные с помо�
щью РПЭФ усреднены поскольку конформацион�
ные изменения измеряются одновременно во
многих молекулах. В принципе модификация это�
го метода для измерения событий на уровне от�
дельных молекул может предоставить более разно�
образную и, следовательно, более полную инфор�
мацию о поведении смешанной популяции таких
молекул или выявить скрытые промежуточные со�
стояния. Недавний прогресс в развитии новых ис�
точников облучения и средств детекции позволяет
наблюдение этих процессов на уровне отдельных
молекул (РПЭФом). Этот подход позволяет изу�
чать внутримолекулярные взвимодействия, как то
динамические конформационные изменения

Camera

Рис. 4. Микроскопия при освещении выбранной плос�
кости (МОВП).
При этом подходе возбуждение и регистрация флуо�
ресценции разобщены и происходят в независимых
оптических путях, где ось освещения (образца с помо�
щью отдельного щелевого источника света в фокаль�
ной плоскости микроскопа) перпендикулярна оси де�
текции флуоресценции с помощью линз и оптики
микроскопа. 
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ДНК, РНК и белка и внутриклеточные взаимодей�
ствия белков с нуклеиновыми кислотами и т.д. Но
большая часть этих исследований проводится на
очищенных биологических молекулах в растворе и
поэтому они вероятно не отражают реальной ситу�
ации. Применение РПЭФом in vivo является реше�
нием проблемы, но такой универсальный подход
был достигнут впервые только недавно. Для этого
РПЭФом объединили со слежением за одиночной
частицей в живой клетке с целью изучения кон�
формационных изменений в молекуле пользуясь
ФПВО с разрешением по спектру (Sakon and
Weninger, 2010). Этот подход позволил продемон�
стрировать как отдельные молекулы белков, при�
нимающие участие в транспорте внутриклеточных
белков, меченные флуоресцентной парой марке�
ров (донор–акцептор) для РПЭФ, которые быстро
встраиваются в складчатые комплексы на клеточ�
ной мембране. Подобный подход был также про�
демонстрирован для наблюдения стабильности
укладки белка и его конформационных изменений
в культуре клеток в реальных условиях взаимодей�
ствия со многими молекулами ближайшего кле�
точного окружения (Ebbinghaus et al., 2010). Логи�
чески следующим шагом стало использование это�
го подхода для исследования прозрачных
эмбрионов данио, что и было сделано в лаборато�
рии Алекса Шира в Гарварде.

Quo vadis?

Некоторые из методов относящихся к МИОМ
(электронная микроскопия или микроскопия
атомных взаимодействий) предполагают фикса�
цию биологических образцов и по сему в принци�
пе не применимы для исследований in vivo. Что же
касается иных неоптических методов как напри�
мер сканирующая микроскопия ионной проводи�
мости (СМИП) то эти методы вероятно еще долгое
время будут применяться для исследования в клет�
ках в культуре прежде всего из�за пространствен�
ных ограничений налагаемых анализом в условиях
in vivo (Korchev et al., 2000; Novak et al., 2009). 

Что же касается других методов основанных на
флуоресценции и в том числе флуресцентной мик�
роскопии с точностью до одного нанометра, опти�
ческих ножниц, движения связанных частиц и т.д.,
то адаптация этих методов для исcледований в об�
ласти биологии развития не должна представлять
непреодолимых трудностей. 

Модельные животные и МИОМ 

До сих пор выбор животных для исследований с
применением МИОМ был довольно ограничен�
ным. В основном использовались представители
беспозвоночных – свободно живущие нематоды
C. elegans и представители позвоночных костистые
рыбы Danio rerio. И если C. elegans остаются про�

зрачными в течение всей жизни, то личинки данио
по мере развития, роста тканей, повышения их
плотности и появления костей становятся все ме�
нее и менее прозрачными. И все же поверхностные
ткани взрослых животных и в том числе эпителий
и его производные (плавники и чешуя) могут быть
использованы для исследований основанных на
МИОМ. Более того некоторые из внутренних ор�
ганов прилежащих к поверхности тела взрослых
рыб и в том числе клетки поверхностных слоев пе�
чени и поджелудочной железы расположенные
вблизи поверхности тела тоже вероятно могут быть
использованы для анализа с помощью МИОМ.
Хотя наблюдение этих органов у взрослых транс�
генных данио под флуоресцентным микроскопом
делает это предположение весьма правдоподоб�
ным (Korzh et al., 2008) оно до сих пор не подвер�
ждено в эксперименте. Однако значительная часть
органов взрослых данио и в том числе головной и
спинной мозг заключенные в непрозрачные кост�
ные и иные оболочки останутся недостижимыми
для МИОМ.

МИОМ уже применяли для исследования еще
одного из видов костистых рыб, а именно медаки.
Вдобавок наличие мутантов данио и медаки со
сниженной пигментацией (каспер, альбинос)
предоставляют еще один козырь сторонникам
использования этих видов в качестве модельных
позвоночных в исследованиях основанных на
МИОМ (White et al., 2008). 

Какие виды позвоночных животных могут быть 
идеальной моделью для МИОМ? 

Идеальным видом беспозвоночных для МИОМ
является C.elegans. Поэтому исходя из свойств это�
го вида несложно представить идельный с точки
зрения МИОМ вид позвоночных. Только будучи
сравнительно небольшим по размерам и прозрач�
ным на стадии взрослого организма этот вид по�
звоночных животных может сравниться с C. ele�
gans. Такой вид животных должен быть применим
в генетике и биологии развития, отличаться легко�
стью содержания в лаборатории и приносить в
этих условиях значительное количество потомства
посредством внешнего отлодотворения яйцекле�
ток в естественных условиях. Выше уже упомина�
лось что в качестве модели исследования с помо�
щью МИОМ даже данио имеет ряд ограничений в
частности еще и потому, что как известно “без ко�
стей рыбы не бывает”. Эта ситуация несколько
улучшилась ввиду внедрения в лабораторную
практику сложных мутантов данио не имеющих
пигментации. Казалось бы этим достигнут предел
прозрачности позвоночных животных. Но это не
так… С учетом большого разнообразия костистых
рыб некоторые из которых меньше данио можно
предположить, что на взрослых стадиях развития
эти животные могут быть еще более прозрачны
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чем мутанты данио. Они и могут соответствовать
критериям позвоночного животного идеального
для МИОМ.

Например, самое миниатюрное позвоночное
животное найденное в болотах Суматры, как и да�
нио, принадлежит к семейству Cyprinidae. Во
взрослом состоянии эти рыбешки вида Paedocypris
progenetica достигают в длину всего 7.9 мм. У этого
вида формируется рудиментарный череп оставля�
ющий большую часть мозга за его пределами (Kot�
telat et al., 2006). Это связано со значительной ре�
дукцией и даже потерей элементов скелета возни�
кающих у данио на поздних стадиях развития. А
потому скелет Paedocypris напоминает скелет да�
нио на личиночных и ювенильных стадиях разви�
тия (Britz and Conway, 2009). Эти свойства делают
этот вид рыб весьма привлекательным объектом
нейробиологических исследований. В настоящее
время существенным недостатком Paedocypris яв�
ляется отсутствие опыта содержания этого вида в
лаборатории и как следствие отсутствие понима�
ния генетики и биологии развития. Можно пред�
положить, что с учетом глубины понимания био�
логии данио задача внедрения Paedocypris в прак�
тику может существенно упроститься. Тем не
менее несколько исходных публикаций ограниче�
ны только описанием морфологии этого вида.

В водоемах Бирмы водятся три вида Danio�
nella – D. mirifica, D. translucida, and D. dracula, ко�
торые до описания Paedocypris считались самыми
маленькими видами позвоночных. Эти виды также
представляют семейство Cyprinidae. Длина взрос�
лых Danionella около 10 мм (Britz et al., 2009). Эво�
люционно этот вид также близок данио и есть со�
общения аквариумистов об успешном размноже�
нии этих видов в аквариумах. Самка мечет
несколько яйцеклеток примерно того же размера,
что и у данио (Roberts, 1986). К сожалению эти ви�
ды пока не внедрены в лабораторную практику. 

В списке перспективных кандидатов на роль
идеального объекта исследований с применением
МИОМ несколько видов так называемых стеклян�
ных рыб и в том числе представитель тетра – Pris�
tella maxillaries, несколько видов из семейства Am�
bassidae, и в том числе индийская стеклянная рыба
Parambassis ranga и стеклянный сом Kryptopterus
bicirrhis, использование которого в лаборатории
маловероятно из�за его агрессивности (http://
www.fishbase.org/home.htm).

Вместо заключения ….. 
или потенциальные проблемы

Как любая новая область исследования иссле�
дования основанные на МИОМ in vivo в биологии
развития и физиологии клетки натыкаются на ряд
проблем. Некоторые из них связаны с созреванием
флуоресцентных белков, их накопления до необ�

ходимого минимума, нахождения части молекул в
нефлуоресцентном состоянии и выгорании флуо�
рофоров. Эти проблемы подробно исследовались в
специальных обзорах (например, Verkhusha and
Lukyanov, 2004; Giepmans et al., 2006; Remington,
2006).

Кроме этого имеются проблемы некоторые из
которых характерны для МИОМ. Первая из них
это проблема роста. Союз физиков и биологов от
которого прежде всего зависит развитие этой обла�
сти все еще довольно хрупок. Этим в частности и
объясняется то обстоятельство что большинство
опубликованных статей представляют собой дока�
зательство применения того или иного метода в
принципе и поэтому по необходимости выполне�
ны на хорошо опробованных системах микроско�
пов и осуществляются в рамках изученных биоло�
гических проблем. Большая часть использованных
методов все еще экспериментальны в своей сути и
до сих не внесли существенного вклада в коррек�
цию или ниспровержение царящих догм покоя�
щихся на данных полученных с помощью исследо�
ваний выполненных in vitro. Эта ситуация должна
измениться по мере того как новое поколение
“биофизиков развития” почувствуют себя ком�
фортно как в “мокрых” биологических так и в пе�
реполненных “железом” физических лаборатори�
ях и начнут интегрировать знания полученные на
стыке биологии и физики. 

При мечении исследуемых белков флуорес�
центными белками сложную проблему представ�
ляет существенное увеличение молекулярной мас�
сы белка после мечения. Без сомнения такие весо�
мые добавки не могут не менять биологические
свойства меченных ими молекул добавляя тем са�
мым фактический материал в качестве иллюстра�
ции применения принципа неопределенности
Гейзенберга в биологии. Эта проблема может веро�
ятно быть решена в будущем посредством введе�
ния соответствующих поправок при моделирова�
нии биологических процессов на основе измере�
ний полученных на различных версиях флуо�
ресцентно меченного белка отличающихся по сво�
ей молекулярной массе и используемых в качестве
стандартов для вычисления калибровочной кри�
вой по которой поведение молекул нормальной
массы и конформации может быть рассчитано.
Это вероятно потребует создания палитры флуо�
ресцентных белков гораздо большего разнообра�
зия не только по спектру но и по молекулярной
массе. К счастью этот процесс уже идет.

Необходимо также решить проблему доставки в
клетку строго определенного количества стабиль�
но флуресцирующих молекул, которое не нарушит
нормального клеточного метаболизма. С точки
зрения клеточной экономики и в отсутствие на�
дежной количественной информации можно пре�
доложить, что в норме внутриклеточные системы
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работают почти на полную мощность. И если ка�
кой�то резерв и существует, он по всей вероятно�
сти довольно ограничен. Ведь даже в эмбрионах
анамниот обеспеченных значительным исходно
запасом различных молекул и даже органелл толь�
ко часть этого материала готова к немедленному
использованию. Например, если при инъекции в
эмбрион ДНК ее количество может возрасти до�
вольно быстро, то на уровне белка существует иная
ситуация. Например, количественная оценка на�
личия участков связывания белков “домашнего
хозяйства” присутствующих в эмбрионах кости�
стых рыб в момент оплодотворения показала на�
личие 20% запаса таких участков связывания (Kly�
achko et al., 1982). Это означает что существуют
ограничения физиологического распределения, а
следовательно и использования введенных ве�
ществ. По сему необходимо помнить что введение
биологического материала в эмбрион или клетку
посредством микроинъекции создает искусствен�
ную ситуацию характеризуемую превышением
физиологической концентрации данного матери�
ала и сдвигом стохиометрического соотношения
различных молекул в клетке. Таким образом в иде�
але когда целью исследования является измерение
соотношения молекул (например лиганда и рецеп�
тора), необходимо позаботиться о сохранении их
нормального соотношения при их введении в
клетку. Например, перед введением меченных мо�
лекул в попытке сохранить общий уровень этих
молекул можно искусственно понизить внутри�
клеточный уровень природных веществ. В эмбри�
онах анамниот это можно сделать путем ингиби�
рования синтеза природных молекул за счет введе�
ния антисмысловых олигонуклеотидов на основе
морфолино (Nasevicius and Ekker, 2000). Поддер�
жание нормального фенотипа эмбриона после та�
кой экспериментальной процедуры может слу�
жить в качестве мерила того насколько успешной
оказалась попытка спасения нормальной функции
исследуемых молекул. К сожалению тaкой подход
применим к анализу не всех белков. Вместе с тем
эти предосторожности могут оказаться излишни�
ми в силу того что благодаря высокой чувствитель�
ности МИОМ значительный избыток меченных
молекул могут и не понадобиться, а кроме того не�
которые измерения могут быть основаны на эф�
фекте автофлуоресценции (Korzh et al., 2008).
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