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Аннотация 
Цель работы: Работа посвящена исследованиям клеток кишечной палочки E.coli, сформированных в условиях су-
перпродукции белка бактериоферритина Dps. Молекулы этого белка способны формировать биогибридные струк-
туры, аккумулируя в своих внутренних полостях неорганические наночастицы системы железо-кислород с иден-
тичными свойствами, в том числе размерами в пределах единиц нанометров. Известные подходы для получения 
молекул белка бактериоферритина Dps основаны на разрушении их источника – клеток E.coli. Важным вопросом 
для изучения и последующего применения является установление возможности выделения молекул этого белка 
без разрушения клеток E.coli для формирования биогибридных структур.
Экспериментальная часть: Клетки кишечной палочки E.coli выращивались в условиях суперпродукции молекул 
белка бактериоферритина Dps, затем наносились на подложку фольги молибдена для проведения исследований 
методами электронной микроскопии и энергодисперсионного микроанализа. По данным о морфологии и элемент-
ном составе изучена возможность формирования молекул белка без разрушения клеток, с целью формирования 
биогибридных структур на их основе.
Выводы: Установлено, что в условиях суперпродукции белка молекулы бактериоферритина Dps вырабатываются 
клетками кишечной палочки E. coli с возможными выбросами заметного количества этого белка во внеклеточное 
пространство. Морфология самих клеток E. coli не претерпевает изменений в условиях суперпродукции и при выбро-
сах белка. При добавлении соли Мора в культуральную жидкость белок, выделяемый во внеклеточное пространство, 
содержит заметное количество атомов железа, что может являться результатом формирования биогибридных струк-
тур молекулами бактериоферритина Dps. Полученные результаты демонстрируют возможный, простой и доступный 
способ формирования биогибридных структур, содержащих наночастицы системы железо-кислород, для использо-
вания в технологиях, среди которых адресная доставка наночастиц или функционализация доступных поверхностей.
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1. Введение 
Природоподобные материалы и структуры 

являются перспективным объектом современ-
ных научных исследований и проработки тех-
нологических подходов с точки зрения низкой 
затратности или эффективности и гибкости в 
их практическом использовании [1–5]. Ярким 
примером такого класса объектов являются 
молекулы белка, например бактериоферрити-
на Dps (DNA-binding Protein from Starved cells – 
ДНК‑cвязывающий белок голодающих клеток) 
бактерий кишечной палочки Escherichia coli 
(E. coli) который является представителем бак-
териальных ферритинов [1, 4]. Эти природные 
объекты известны своей способностью форми-
ровать внутри пустот молекул неорганические 
наночастицы системы железо-кислород (Fe–O) 
заданного состава и заданного размера [1, 4, 6–8]. 
Более того, результатом формирования биоги-
бридного материала является тот факт, что ка-
ждая из частиц изначально, в силу своего при-
родного происхождения, является упакован-
ной в органический контейнер, собственно мо-
лекулу белка. Такие объекты могут храниться 
длительное, практически не ограниченное вре-
мя без изменения макро- и микроскопических 
свойств. Наконец учитывая, что хранение моле-
кулярной культуры или биогибридного матери-
ала происходит в жидкой среде, такие объекты 
удобно точечно и целевым образом доставлять 
в рамках используемой технологии [9]. Источни-
ком молекул бактериоферритина Dps являются 
клетки кишечной палочки E. coli. Традицион-
ным способом получения белка здесь является 
его выделение при полном разрушении клеток-
источников, с дальнейшей последовательностью 
сложных, зачастую затратных биофизических и 
биохимических процедур очистки, фильтрации 
и стабилизации молекулярной культуры [1–2, 
7, 10]. В дальнейшем, уже после того как клетки 
разрушены, а молекулярная культура бактери-
оферритина Dps выделена, для формирования 
биогибридного материала происходит взаимо-
действие с продуктами разложения соли Мора 
Fe(NH4)2(SO4)2·6H2O как источника двухвалентно-
го железа (Fe2+) в культуральном растворе. При-
родная функция молекул Dps состоит в депони-
ровании или аккумулировании оксида железа 
Fe2+, токсичного для биологической культуры, в 
наночастицу преимущественно состоящую из 

железа Fe3+, связанного с кислородом [4, 8]. От-
метим, что размеры внешних стенок молекулы 
белка, по данным полученным нами ранее, не 
превышают десяти нанометров, при этом разме-
ры наночастиц сформированных внутри моле-
кул, могут составлять несколько нанометров [4, 
6, 7]. Одна молекула белка Dps может выступать 
как однократная «установка» для контролируе-
мого получения биогибридной структуры с не-
органической наночастицей заданных свойств, 
в том числе, размеров, вплоть до единиц нано-
метров. Привлекательным развитием подходов 
для получения молекулярной культуры или би-
огибридных объектов на ее основе является по-
пытка использовать клетки кишечной палочки 
E. coli для выделения белка без их разрушения, 
то есть многократно. Тогда клетку, объект гора-
здо более массивный, по сравнению с молеку-
лой, можно рассматривать как своего рода «фа-
брику» по производству гибридных структур.

Отметим, что при такой модификации кле-
точной культуры, которая приводит к выделе-
нию белка в достаточных количествах [11] и без 
разрушения клеток, ключевым вопросом явля-
ется влияние источника атомов железа, напри-
мер, соли Мора, необходимого для образования 
биогибридных наноструктур, на свойства, в пер-
вую очередь морфологию (модифицированных) 
клеток E.  coli. Попытки использования клеток 
для многократного производства молекул могут 
привести к нарушению формы такого природно-
го источника биогибридного материала. Поэто-
му важной и нужной задачей является изучение 
морфологии и элементного состава модифици-
рованной клеточной культуры.

Метод растровой электронной микроскопии 
(РЭМ) является одним из наиболее востребо-
ванных в диагностике разнообразных объектов, 
включая наноразмерные структуры и биомате-
риалы. Возможности метода позволяют с высо-
ким латеральным разрешением изучать особен-
ности морфологии объектов самого различного 
происхождения, в том числе природного [3, 9, 12–
14]. Одним из самых востребованных дополне-
ний метода растровой электронной микроско-
пии является возможность проведения энерго-
дисперсионного рентгеновского микроанализа 
объекта, изучаемого в электронном микроско-
пе. Применение этого метода, в рамках единого 
эксперимента с изучением морфологии посред-
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ством растровой электронной микроскопии по-
зволяет получить информацию о присутствии 
того или иного элемента в составе микроскопи-
ческого участка изучаемого объекта. Исследова-
ниям модифицированных клеток E. coli как мно-
гократного источника молекулярного материа-
ла или биогибридных структур методами РЭМ 
и микроанализа посвящена настоящая работа.

2. Экспериментальная часть 
Для достижения условий суперпродукции 

белка предварительно выращенные клетки 
E. coli BL21*(DE3) до оптической плотности 0.4 
(λ  =  600  нм) отмывали буферным раствором, 
содержащим 0.1М Tris-HCl (рН 8.0) от остатков 
питательной среды и подвергали воздействию 
CaCl2 согласно методике, описанной в [15] для 
формирования перфораций в клеточной мем-
бране. Затем к клеточной суспензии добавля-
ли предварительно подготовленный водный 
раствор кольцевых молекул плазмидной ДНК 
pGEMdps (пДНК), содержащих полноразмерную 
копию гена Dps. Исходя из насыщающей кон-
центрации пДНК при трансформации равной 
10 мкг/мл, к клеткам добавляли по 0.5 мкл их 
раствора с последующей получасовой инкуба-
цией на льду, затем подвергали тепловому воз-
действию при 42 °С в течение 2 минут. Затем 
пробирки помещали в ледяную баню на 2 ми-
нуты, после чего клетки переносили в 750 мкл 
SOC‑раствора, содержащего триптон (20 г/л), 
дрожжевой экстракт (5.5 г/л), NaCl (10 мM), KСl 
(2.5 мM), MnCl2/MgSO4 (10 мM), глюкозу (20 мM) и 
инкубировали 1 час, при 37 °С в термостате при 
постоянном перемешивании при 180 об/мин. 
После этого суспензию клеток центрифугиро-
вали, а полученный осадок объемом примерно 
50 мкл высеивали на чашки Петри с LB‑агаром 
(pH 7.4), содержащим триптон (10 г/л), дрож-
жевой экстракт (5 г/л), NaCl (10 г/л), бактоагар 
(15  г/л) и ампициллин (20 мкг/мл). Рост полу-
ченных клеток осуществляли при 37 °С в при-
сутствии ампициллина (20 мкг/мл) на протя-
жении 16 часов в присутствии 0.02 мМ IPTG. 
Наличие рекомбинантного белка Dps контр-
ольно оценивали с помощью электрофореза в 
12.5%‑ном денатурирующем полиакриламид-
ном геле по модифицированному методу Дэви-
са. Далее клетки осаждали центрифугировани-
ем при 10 000 об/мин, отмывали два раза от сре-
ды холодным буфером, содержащим 0,1М Tris-
HCl (рН 8.0) и использовали для исследований. 
В качестве источника железа использовали све-

жеприготовленный раствор соли Мора, которую 
добавляли в раствор белка до достижения кон-
центрации ионов железа 0.25 мМ и инкубиро-
вали его в течение 15 минут, после чего добав-
ляли такую же порцию соли Мора и повторяли 
инкубацию, полученный образец использовали 
в исследованиях. Образцы представляли собой 
результат наслаивания клеточной культуры на 
предварительно очищенную фольгу молибдена.

Использовался растровый электронный ми-
кроскоп Carl Zeiss ULTRA 55, оснащенный при-
ставкой для энергодисперсионного микроанали-
за. Применялся режим регистрации вторичных 
электронов с малыми значениями ускоряющих 
напряжений до 5 кВ, необходимый для работы 
с биоструктурами. Для оценки площадей, зани-
маемых клетками, и оценки разброса их фор-
мы, использовался программный пакет Image J. 
Был получен энергодисперсионный (рентгенов-
ский) спектр от участка поверхности площадью 
~ 15×20 мкм, для которого было выполнено кар-
тирование распределения элементов.

3. Результаты и обсуждение 
На рис. 1 приведено изображение поверх-

ности клеточного массива, сформированного 
на поверхности фольги молибдена, полученно-
го методом РЭМ. Данные о форме и размерах 
клеток, их массивов (скоплений), представле-
ны на рис. 1а, информация о форме и размерах 
одиночной клетки дана на рис. 1б, а секция «в» 
этого же рисунка представляет результат оцен-
ки размеров клеток участка поверхности рис. 1а, 
выполненной по площадям клеток. Отметим, 
что размеры клеток кишечной палочки, выра-
щенных в условиях суперпродукции белка, со-
ставляют порядка трех микрометров в длину и 
одного микрометра в ширину, что соответству-
ет выбранному типу клеток [12], имеют в целом 
овальную форму с четкими границами, наблю-
дение которых позволяет предположить, что 
высота клетки сопоставима с ее шириной, в том 
числе после вакуумирования сформированного 
клеточного массива в камере электронного ми-
кроскопа. Также отметим, что в результате на-
слаивания удается сформировать достаточно 
плотный слой клеток, распределенных по по-
верхности фольги «островками» высотой в одну 
клетку, неполностью покрывающих несущую 
поверхность молибдена. Условия суперпродук-
ции белка при формировании клеточного мас-
сива не приводят к существенным нарушениям 
морфологии клеток. Часть клеток, однако, име-
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ют размеры меньшие (~ 1×1 мкм) или большие 
(~ 5×1 мкм), чем указано выше (рис. 1в). Это яв-
ляется результатом проходящего деления кле-
ток в момент нанесения на подложку. Помимо 
формирующихся массивов клеток и непокры-
тых клетками участков фольги молибдена вы-
деляется ряд элементов, обозначенных на рис. 
1а белым пунктиром. Размер этих элементов 
сопоставим с размером клетки, они имеют слу-
чайные контуры, неравномерную морфологию и 
примыкают непосредственно к отдельно взятым 
клеткам, либо находится в пределах клеточно-
го массива. Такие элементы не наблюдаются на 
поверхности массивов самих клеток и не нахо-
дятся на отдельно взятых участках поверхности 
подложки, не покрытых E. coli. В то же время за-
метных нарушений формы и размеров клеток, к 
которым примыкают указанные элементы мор-
фологии, не наблюдается. Следует учесть, что 
модифицированные клетки кишечной палочки 
формировались в условиях суперпродукции мо-
лекул белка бактериоферритина Dps, помеща-
лись после наслоения на поверхность подложки 
в камеру растрового электронного микроскопа и 
вакуумировались. Таким образом, происхожде-
ние этих массивов может быть связано с выбро-
сами избыточного количества белка во внекле-
точное пространство, в том числе при переходе 
в условия вакуума.

Рис. 2 содержит результаты микроанализа 
элементного состава участка поверхности, по-

крытого клеточным массивом. На рис. 2а при-
ведено электронно-микроскопическое изобра-
жение участка поверхности, от которого получе-
но картирование распределения атомов железа 
и азота (рис. 2б) и зарегистрирована спектраль-
ная информация (рис. 2в), содержащая сигнал от 
всех сортов атомов изучаемого участка образца 
размером около 15×20 мкм. Выбор атомов Fe и 
N для получения карты распределения элемен-
тов продиктован тем, что атомы азота содержат-
ся только в клетках E. coli и не находятся на по-
верхности подложки.

В то же время атомы железа, как результат 
растворения соли Мора в культуральной жидко-
сти, могут содержаться как в сами клетках, так и 
вокруг них. Кроме того, молекулы белка бактери-
оферритина Dps способны аккумулировать вну-
три своих полостей результат растворения соли 
Мора, формируя наночастицу системы железо-
кислород, состоящую из ионов атомов железа в 
различном зарядовом состоянии: Fe2+ и Fe3+ [4, 8]. 
Именно «выброс» во внеклеточное пространст-
во молекул белка бактериоферритина Dps пред-
полагался нами в результате изучения данных 
РЭМ (см. выше, рис. 1а) для клеток E. coli, сфор-
мированных в условиях суперпродукции этого 
белка. Именно сигнал от атомов железа подтвер-
ждается спектральной информацией, получен-
ной от наблюдаемого микроучастка поверхности 
(рис. 2в, пик при 700 эВ). В то же время данные 
картирования (рис. 2б) указывают на наиболь-

Рис. 1. Растровая электронная микроскопия массива клеток кишечной палочки E. coli на подложке 
фольги молибдена. а: массив клеток, белым пунктиром выделены участки выброса белка; б: изображе-
ние одиночной клетки E.coli; в: распределение клеток по площадям их поверхности
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ший вклад сигнала от атомов железа на участках, 
обозначенных на рис. 1а, рис. 2а и б пунктирной 
белой линией. Эти участки мы связываем с «вы-
бросом» белка Dps модифицированными клет-
ками E.coli во внеклеточное пространство.

4. Выводы
Таким образом, по результатам изучения 

морфологии и элементного состава представ-
ляется возможным утверждать следующее. В 
условиях суперпродукции при росте клеток ки-
шечной палочки E. coli молекулы бактериофер-
ритина Dps вырабатываются в количествах, до-
пускающих выброс этого белка во внеклеточное 
пространство без нарушения формы и размеров 
клеток кишечной палочки E.coli. Белок, выделя-
емый во внеклеточное пространство, содержит 
заметное количество атомов железа, что может 
являться результатом формирования биоги-
бридных структур молекулами бактериоферри-
тина Dps без разрушения их источника – клеток 
кишечной палочки. Такой подход к формирова-
нию биогибридных материалов на основе моле-
кул белка клеточного происхождения может рас-
сматриваться как перспективный для получения 
наночастиц системы железо-кислород заданных 
свойств, в том числе подлежащих длительному 
хранению или использованию в технологиях, на-
пример, адресной доставки наночастиц, функ-
ционализации доступных поверхностей.
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