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С помощью разработанного метода оптической лазерной томографии доказана возможность реги-
страции и анализа трехмерного распределения субклеточных органелл у эукариотических водорос-
лей (C. rainhardtii). Метод позволяет анализировать перераспределение субклеточных органелл (яд-
ро, хлоропласт) в последовательных срезах одной клетки в норме и при действии модификаторов ее
функционального состояния. По мнению авторов, предложенный подход позволит не только ис-
следовать динамику распределения внутриклеточных структур (ядро, тилакоиды, митохондрии и
т.д.), но и изменения отдельной структуры при функционировании клетки. 

Ключевые слова: Chlamydomonas reinhardtii, оптическая лазерная томография, морфология клеток.

DOI: 10.31857/S0006302925020ХХХ,  EDN: 

Известно, что современные оптические
методы успешно используются как для ис-
следования изменений морфологии клетки,
так и изучения распределения субклеточных
органелл. Распределение субклеточных
структур в функционирующей клетке обычно
реализуется с помощью флуоресцентной,
спектроскопии комбинационного рассеяния
или атомно-силовой микроскопии (АСМ)
[1–3]. Как мы отмечали ранее, спектроско-
пия комбинационного рассеяния и микро-
скопия позволяют сочетать анализ измене-
ний химического состава и визуализацию
клеток с высоким разрешением (до 130 нм)
без использования флуоресцентных меток,
что важно при исследовании клеток водорос-
лей, содержащих собственные пигменты.
С другой стороны, чувствительность и ско-
рость регистрации изображения клеток с по-

мощью современной инфракрасной микро-
скопии существенно выше благодаря исполь-
зованию квантово-каскадных лазеров, но
дифракция света ограничивает латеральное
разрешение объекта в микрометровом диапа-
зоне, а также исследование морфологии суб-
клеточных структур [4, 5]. В связи с этим в на-
стоящее время широкое распространение по-
лучили методы сканирующей оптической
микроскопии, которые позволяют объеди-
нить возможности АСМ (высокая разрешаю-
щая способность) и инфракрасной микро-
скопии. В данном методе латеральное разре-
шение не зависит от длины волны, но зависит
от размера кончика микроскопического зон-
да, что позволяет получать инфракрасные
изображения до 5 нм [6–8]. Важно, что все
эти методы используются как для визуализа-
ции клетки, так и для получения последова-
тельных сечений одной и той же клетки, хотя
разрешающая способность при этом состав-
ляет больше 100 нм [9].

Сокращения: АСМ – атомно-силовая микроскопия, ОЛТ –
оптическая лазерная томография, CL – клотианидин (1-(2-
хлоро-1,3-тиазол-5-илметил)-3-метил-2-нитрогуани-дин). 
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Ранее, возможности применения метода опти-
ческой лазерной томографии (ОЛТ) были проде-
монстрированы при исследовании спирогиры,
водорослей Pandorina morum, а также на диатомо-
вых водорослях [10–13]. Данные ОЛТ о морфоло-
гии клетки (длина, ширина, размеры пор и т. д.)
хорошо согласуются с результатами, полученны-
ми с помощью ряда других методов (например,
сканирующей электронной микроскопии). С по-
мощью ОЛТ водорослей Skeletonema marinoi и ди-
атомовых водорослей Thalassiosira rotula были вы-
явлены реальные формы и размеры хлоропластов
и их расположение в клетке [13]. В связи с попу-
лярностью данного подхода в биофизике клетки
ранее нами были опубликованы результаты тео-
ретических исследований и математического мо-
делирования алгоритмов ОЛТ, которые были ис-
пользованы в данной работе [14–16]. 

Цель настоящей работы заключалась в получе-
нии 3D-изображения распределения оптической
разности хода лучей света от внутриклеточных
структур водоросли с помощью локальной опти-
ческой томографии.

ОБЪЕКТ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объект исследования. Исследование проведено

на одноклеточных зеленых водорослях Chlamydomo-
nas reinhardtii, штамм cc124, выращенных на мине-
ральной среде с высоким содержанием солей [13] в
колбах (объем 300 мл) при постоянном перемеши-
вании (120 об/мин) на шейкере S-3.02M (ELMI,
Латвия) при температуре 24°C и освещенности
~80 мкмоль фотонов·м–2с–1 (10 ч света, 14 ч темно-
ты). На поздней логарифмической фазе роста (кон-
центрация клеток (4–6)·106 кл./мл) клетки осажда-
ли центрифугированием (2000 g в течение 3 мин) и
ресуспендировали в среде с пестицидом клотиани-
дином (CL, 1-(2-хлоро-1,3-тиазол-5-илметил)-3-
метил-2-нитрогуанидин) в концентрациях 2 или
4 мг/л. Контрольные (без добавления пестицида) и
обработанные CL водоросли инкубировали в колбах
объемом 100 мл при непрерывном освещении
(40 мкмоль фотонов·м–2 с–1), 24°C при постоянном
перемешивании (120 об/мин) в течение 4 суток.

Измерение содержания крахмала и хлорофилла.
Содержание хлорофилла в суспенрзии определя-
ли спектрофотометрически в 95% спирте [18]. Со-
держание крахмала определяли по методу, опи-
санному в работе [19] как эквивалент содержания
глюкозы. 

Оптическая локальная дифференциальная томо-
графия. Используемый оптический томограф
позволяет получать томограммы функционирую-
щих клеток в режиме поглощения света. Подроб-
ное описание экспериментальной установки
представлено в работе [14]. Источником света
служил низкокогерентный, коллимированный

линзой точечный светодиод с размером площад-
ки 80 мкм и длиной волны 650 нм, что позволило
снизить шумы получаемых изображений; проек-
ции (с разных углов) получали за счет освещения
через широкоапертурный объектив. Образец по-
мещали между двумя покровными стеклами и
освещали параллельным лучом света под разны-
ми углами. Наклон луча меняли за счет поворота
зеркала. Изображение клетки формировали на
светочувствительной матрице с помощью систе-
мы линз. 

Измерения проводили на томографе в режиме
«на поглощение». В данном режиме одно из плеч
томографа было перекрыто, контраст изображе-
ния достигался за счет частичного поглощения
света образцом. Измерения проводили в диапазо-
не углов от –23.4° до 23.4°. В этом диапазоне сни-
мали 20 эквидистантных по углу проекций. 

Для сопоставления проекций, полученных в
разных измерениях, была проведена нормировка
изображений по формуле

где k(x,y) – коэффициент поглощения в точке
изображения с координатами (x,y), I – яркость
изображения в данной точке, IBG – средняя яр-
кость изображения вне клетки, т. е. яркость фона.
Нормированные таким образом наборы проек-
ций затем подвергали обратному преобразова-
нию Радона. 

Для визуализации изображения водоросли ис-
пользовали программу 3D Slicer, которая позво-
ляла получать произвольно ориентированные
срезы клетки, а также изображения поверхности
из меток изображений и аппаратно-ускоренный
объемный рендеринг (3D-изображение). Для ка-
либровки томографа использовали стеклянные
сферы размером 5 мкм, что позволило определить
размер вокселя в восстановленном изображении
(0.1 мкм3). Время регистрации полного набора
проекций составляло 8–10 с.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В ходе исследования были получены томо-

граммы микроводоросли и 3D-изображения рас-
пределения оптической разности хода света от
субклеточных структур в клетке (рис. 1а). Полу-
ченные изображения, вероятно, представляют
собой трехмерное распределение хлоропластов в
клетке водоросли, что следует из сопоставления
полученных нами данных с результатами, полу-
ченными с помощью других методов на анало-
гичных клетках (электронная микроскопия,
АСМ и nanoFTIR [20, 21]. Например, с помощью
nanoFTIR (разрешение – 20 нм) на аналогичном
объекте были получены инфракрасные спектры

( ) ( )= − 10
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,
, log ,

I x y
k x y
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молекул некоторых внутриклеточных органелл
клетки водоросли, которые позволяют (в области
1800 см–1 и 1500 см–1) идентифицировать моле-
кулы белка, локализованные в центральной части
пиреноида (1655 см–1 и 1540 см–1, молекулярные
колебания связи C=O амида и моды изгиба NH- и
растяжения CN-, известные как амид I и амид II
соответственно), а также молекулы фотосинтети-
ческих комплексов – фотосистемы I и фотоси-
стемы II [20, 21]. Ранее аналогичное распределе-
ние молекул субклеточных структур в клетке
водоросли было показано с помощью флуорес-
центной спектроскопии, спектроскопии комби-
национного рассеяния и АСМ [1–3].

Для того, чтобы доказать зависимость распре-
деления величины оптической разности хода све-
та (паромеров ОЛТ) от функционального состоя-
ния клетки, водоросли инкубировали в среде с
пестицидом, который влияет как на морфологию,
состояние вязкости мембран, так и на фотосинте-
тическую активность пигментов водоросли. До-
казано, что распределение оптической разности
хода света при инкубации клеток C. reinhardtii за-
висит от концентрации пестицида в экстаклеточ-
ной среде (рис. 2 и 3). 

Впервые изменения оптической разности хода
света были выявлены в различных областях клет-
ки, что подтверждает возможность эффективного
использования ОЛТ для контроля за динамикой

Рис. 1. Трехмерное распределение коэффициента поглощения k(x,y,z) в клетке (слева); представлены три сечения:
вверху клетки k(x,y,z1) (слева), в середине k(x,y,z2) (в середине) и внизу k(x,y,z3) (справа). Расстояние между сечениями
3.1 мкм.

Рис. 2. Трехмерное распределение коэффициента поглощения k(x,y,z) в клетке водоросли в норме (а) и при
воздействии различных концентрация пестицида: 2 мг CL/л (б) и 4 мг CL/л (в).
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перераспределения субклеточных структур при
функционировании клетки. (рис. 2 и 3). Сопо-
ставление полученных нами данных и результа-
тов по распределению интенсивности полосы
1155 см–1, полученных с помощью инфракрасной
микроскопии, вероятно, позволяет говорить о
наличии изменений в структуре хлоропласта во-
круг пиреноида [20, 21]. 

Для анализа полученных результатов было
проведено сопоставление локальных изменений
ОЛТ (табл. 1, рис. 4) при действии пестицида на
эффективность преобразования энергии в фото-
системеы II (Fv/Fm), содержание хлорофилла
(а + б) и крахмала (табл. 1). Содержание хлоро-
филла в суспензии определяли спектрофотомет-
рически в 95%-м спирте [18], а содержание крах-
мала определяли как эквивалент содержания
глюкозы [19].

Итак, обработка клеток водоросли пестици-
дом приводила к нарушению функционирования
фотосинтетических процессов и структурной пе-

рестройке фотосинтетического аппарата, о чем
свидетельствуют данные, приведенные в табл. 1.
При этом негативный эффект был значительно
сильнее при действии 2 мг CL/л и 4 мг CL/л. Так,
при действии низкой концентрации параметр
Fv/Fm снижался на 15%, содержание хлорофилла
на клетку уменьшалось на 20%, а содержание
крахмала увеличивалось на 13%. Обработка кле-
ток раствором с большей концентрацией CL при-
водила к снижению Fv/Fm на 30%, хлорофилла на
40%, а содержание крахмала увеличивалось на
55%. 

Как отмечалось ранее, с помощью разработан-
ной нами программы возможна регистрация не
только величины оптической разности хода све-
та, но и содержания субклеточных органелл (на-
пример, хлоропластов) как в целой клетке
(рис. 4а), так в различных участках клетки при
действии пестицида (рис. 4б,в).

Итак, полученные нами ранее данные и новые
результаты свидетельствуют о возможности ис-

Рис. 3. Распределение коэффициента поглощения клеток C. reinhardtii в трех сечениях: верхнее сечение (слева),
среднее сечение (середина), нижнее сечение (справа). Расстояние между сечениями клетки – 3.1 мкм. Контроль
(слева), действие пестицида 2 мг CL/л (в центре) и 4 мг CL/л (справа). 

Таблица 1. Эффективность преобразования энергии в фотосистеме II, содержание хлорофилла и крахмала при
инкубации клетки с CL 

Контроль 2 мг/л CL 4 мг/л CL

Fv/Fm 0.75 ± 0.02 0.64 ± 0.04 0.52 ± 0.04

Хлорофилл, мкг/106 кл 2.73 ± 0.13 2.21 ± 0.18 1.63 ± 0.20

Крахмал, мкг глюкозы/106 кл 1.40 ± 0.14 1.58 ± 0.21 2.17 ± 0.30
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следования морфологии клеток водорослей мето-
дами АСМ, лазерной интерференционной мик-
роскопии и спектроскопии комбинационного
рассеяния, а также ОЛТ. Ранее мы доказали, что
АСМ позволяет получать информацию о поверх-
ности клетки и ее геометрических размерах, ла-
зерная интерференционная микроскопия – о по-
казателе преломления и, как следствие, о количе-
стве вещества в определенной точке клетки [1].
Использование спектроскопии комбинационно-
го рассеяния позволяет изучать химический со-
став клетки, а также конформацию и распределе-
ние молекул пигментов (хлорофилла и каротино-
идов). 

Отличительной особенностью ОЛТ является
возможность, помимо получения информации о
трехмерной геометрии клетки, исследовать дина-
мику 3D-распределения субклеточных структур

клетки водоросли. При этом существует возмож-
ность повышения эффективности контроля за
изменениями координаты перемещения отдель-
ных субклеточных структур для исследования ме-
ханизма и роли при функционировании клетки
(например, взаимное расположение хлоропла-
стов и вакуоли в цитоплазме клетки водоросли).
Важно, что в данной модификации метод ОЛТ
позволяет исследовать небольшие клетки водо-
росли и клеточные структуры, т.к. не требует
освещения (анализа) всего поля зрения.

Таким образом, как и визуализация клетки с
помощью сканирующей оптической микроско-
пии, ОЛТ обеспечивает регистрацию распределе-
ния субклеточных органелл с высоким разреше-
нием, в частности, у эукариотических водорослей
(C. rainhardtii). Кроме того, ОЛТ позволяет анали-
зировать распределение субклеточных структур

Рис. 4. Гистограммы распределения коэффициента поглощения, соответствующего концентрации хлорофилла, в
клетке водоросли общее (а) и локальное (б) и при разных концентрациях пестицида. (в) – Сплошной сферой указана
область локализации, в которой рассчитывалась гистограмма. 
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(хлоропластов) в нескольких последовательных
срезах одной клетки в норме и при действии мо-
дификаторов ее функционального состояния
(действие пестицидов). Такой подход позволяет
не только выявить морфологию распределения и
организации внутриклеточных структур (ядро,
тилакоиды, митохондрии и т. д.) но и их динами-
ку при функционировании клетки. 

В настоящее время, методы и алгоритмы
традиционной оптической компьютерной томо-
графии не распространяются на клетки более
сложной формы, такие, например, как клетки
водоросли, имеющие многочисленные внутри-
клеточные структуры (ядро, хлоропласты, вакуо-
ли и т.п.) [22, 23]. Современные методы позволя-
ют только реконструировать изображение внут-
риклеточных структур в некотором приближении
даже при неполных и неточных проекциях. Одна-
ко достоверность полученных изображений ино-
гда вызывает сомнения, а выводы о корреляции
полученного изображения и реальных структур
клетки необходимо делать с большой осторожно-
стью [10, 25–27]. 
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 Study of the Distribution of Subcellular Structures 

in Algae Cells Using Optical Laser Tomography

 A.A. Samoilenko*, G.G. Levin*, A.A. Volgusheva**, A.P. Kazakov**, and G.V. Maksimov**, ***

*All-Russian Research Institute for Optical-Physical Measurements, Ozernaya St. 46, Moscow, 119361 Russia

**Lomonosov Moscow State University, Leninskie Gory 1/12, Moscow, 119892 Russia

**National University of Science and Technology “MISIS”, Leninsky prosp. 4, Moscow, 119049 Russia

Using the developed method of optical laser tomography, the possibility of recording and analyzing the three-
dimensional distribution of subcellular organelles in eukaryotic algae (C. rainhardtii) was proved. The meth-
od allows analyzing the redistribution of subcellular organelles (nucleus, chloroplast) in consecutive slices of
one cell in norm and under the influence of modifiers of its functional state. According to the authors, the
proposed approach will allow not only to study the dynamics of distribution of intracellular structures (nu-
cleus, thylakoids, mitochondria, etc.), but also changes of a single structure during cell functioning.

Keywords: Chlamydomonas reinhardtii, optical laser tomography, cell morphology


