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КРЕМНИЙСОДЕРЖАЩИЕ ВКЛЮЧЕНИЯ
В ЦИТОПЛАЗМЕ ДИАТОМЕИ Synedra acus
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С помощью просвечивающей электронной микроскопии и рентгеноспектрального анализа ультра-
тонких срезов было показано, что крупные включения (1–15 мкм) в клетках бесшовной пеннатной
диатомеи Synedra acus subsp. radians содержат кремнезем. Размер включений увеличивается со вре-
менем культивирования. Приблизительная концентрация SiO2 во включениях составляет 1–4%.
По-видимому, кремнезем находится в этих включениях в виде желатинизированного геля, студня.
Полученные результаты объясняют возможный механизм транспорта кремниевой кислоты внутрь
клетки против градиента концентрации.
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Диатомеи – одноклеточные фотосинтетиче-
ские водные организмы, принадлежащие к цар-
ству Chromista и отличающиеся наличием дву-
створчатой, богато орнаментированной отвер-
стиями и шипами клеточной стенки, состоящей
из твердого аморфного кремнезема. Форма клет-
ки и расположенные на створке орнаменты нано-
структур видоспецифичны. Диатомеи захватыва-
ют из окружающей водной среды растворенную
мономерную кремниевую кислоту – SiOH4, ино-
гда присутствующую в очень низких концентра-
циях (10 мкМ, [1]), которая полимеризуется внут-
ри клетки и, в конце концов, откладывается в
специализированной везикуле биогенного крем-
незема (silica deposition vesicle, SDV) в виде крем-
нистой створки. Химические механизмы процес-
са захвата и отложения кремнезема диатомеями,
формально протекающими против градиента
концентрации кремниевой кислоты, пока изуче-
ны в недостаточной степени. Известно, что в ци-
топлазме диатомей вещество, которое формально
называется кремниевой кислотой, поскольку в
виде таковой оно экстрагируется кипящей водой
[2], может накапливаться в очень больших кон-
центрациях, достигающих 340 мМ (2%, [1]), что
значительно выше той концентрации, при кото-
рой SiOH4 самопроизвольно полимеризуется и

дает плотный желатинизированный гель. Харак-
терной особенностью этого геля SiOH4 является
его поведение при покачивании того сосуда, в ко-
торый он налит: до желатинизации при наклоне
сосуда мениск геля остается в горизонтальном по-
ложении, после застывания мениск наклоняется
относительно горизонта [3]. Если бы желатинизи-
рованный гель, представляющий собой олигомер
или полимер SiOH4, был равномерно распределен
по цитоплазме диатомеи, то внутриклеточные ча-
стицы не могли бы в ней передвигаться, и клетка
должна была бы погибнуть. Отсюда напрашива-
ется предположение о том, что желатинизирован-
ный гель находится в цитоплазме в неких специ-
альных компартментах или частицах.

В рамках настоящей работы с использованием
методов просвечивающей электронной микро-
скопии (ПЭМ) и энергодисперсионного рентге-
носпектрального анализа (РСА) нам удалось об-
наружить в цитоплазме диатомеи Synedra acus
subsp. radians (Kütz.) Skabitsch содержащие крем-
ний включения. В одной из работ Лимнологиче-
ского института [4] с помощью световой эпифлу-
оресцентной микроскопии в цитоплазме S. acus
были обнаружены крупные включения, окраши-
ваемые специфичным к кремнезему прижизнен-
ным красителем, но прямым методом наличие
кремния в этих включениях показано не было.

В настоящей работе использовали аксеничную
моноклональную культуру S. acus, видовое опреде-
ление которой при отборе пробы из природной по-
пуляции проводили с помощью световой и скани-
рующей электронной микроскопии (рис. 1а–д).
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Рис. 1. Клетки Synedra acus subsp. radians по данным микроскопии и графики роста клеток в культуре. (а) – живая
клетка из культуры S. acus subsp. radians (данные СМ). (б–д) – фрагменты очищенных панцирей (СЭМ). (е) – гра-
фик роста культуры и график изменения площади электронно-плотных включений на срезах клеток в течение
8 нед., M ± m, n = 9 (рост культуры), n = 40 (площадь включений). (ж–к) – продольные срезы клеток S. acus subsp.
radians из 4-недельной (ж) и 8-недельной (з) культур. (и) – увеличенный фрагмент (ж). (к) – увеличенный фрагмент
(з). Масштаб: (а, ж, з) – 10, (б) – 3, (в) – 4, (г) – 5, (д) – 2, (и, к) – 1 мкм.
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Рост клеток и наработку материала для микро-
скопических и физических исследований осу-
ществляли на среде ДМ [5] в колбах при темпера-
туре 10°С. Кривая роста численности диатомей
показана на рис. 1е. Здесь же показана динамика
роста проективного покрытия среза кремнисты-
ми включениями, о которых речь пойдет ниже.

Для ПЭМ клетки фиксировали глутаровым
альдегидом и четырехокисью осмия, промывали
фосфатным буфером, заключали в агар, проводи-
ли через спирты и ацетон и заливали в эпоксид-
ную смолу (SPI-Chem Araldite 502 Kit, “Structure
Probe, Inc.”, США). Далее с помощью алмазного
ножа готовили ультратонкие срезы толщиной
40 нм, наносили срезы на сетки, покрытые форм-
варовой пленкой. Для ПЭМ использовали транс-
миссионный электронный микроскоп TEM LEO
906 E (“Carl Zeiss”, Германия). Эти же срезы ис-
следовали в элементном анализе на дисперсион-
ном спектрометре Phoenix energy (“EDAX”,
США) после напыления углерода.

Как видно из рис. 1ж–к, в клетках диатомеи
присутствуют крупные, микрометровых размеров
включения, величина и число которых увеличи-
ваются по мере роста и старения культуры. Мож-
но видеть, что по сравнению с цитоплазмой обна-
руженные включения являются более электрон-
но-плотными (серыми), а по сравнению со
зрелыми створками существенно менее электрон-
но-плотными. На большом увеличении видно, что
эти включения не окружены липидным бислоем
(рис. 1к).

Были сняты РСА-спектры образцов в несколь-
ких точках: за пределами клетки, в цитоплазме,
на створке и в цитоплазматических включениях.
За пределами клетки мы обнаружили только один
элемент C (рис. 2в). В пределах цитоплазмы заре-
гистрировали большой пик C. Кроме того, обна-
ружили небольшие пики O, Si и малый пик Os
(рис. 2г). В зрелой створке присутствовали пики
C, O, Si и небольшой пик Os (рис. 2д). В пределах
серого включения обнаружили пики C и более
высокие, чем в цитоплазме, пики O и Si (рис. 2е).

Метод РСА позволяет полуколичественно
определять содержание элементов относительно
содержания C в процентах. По данным 116 изме-

рений на срезах 40 клеток содержание Si в районе
включений в 2 раза превышало его содержание в
цитоплазме. Некоторые данные показаны в
табл. 1. Содержание Si в створке, как и следовало
ожидать, было высоким. Для того чтобы оценить
концентрацию Si во включениях, мы вычитали из
сигнала Si, полученного в районе включения,
сигнал, полученный в районе цитоплазмы. Так
же поступали с сигналом, полученным в районе
зрелой створки. Поскольку зрелая створка состо-
ит практически из чистого SiO2, мы принимали
положение, что концентрация Si в ней составляет
28/32, т.е. около 50%. Сравнивая полученную по-
сле вычитания фона интенсивность сигнала Si в
процентах от содержания C с аналогичной вели-
чиной для зрелой створки, мы определили при-
близительную концентрацию SiO2 во включениях
по формуле 0.5 × Si включения/Si зрелой створ-
ки. В разных включениях полученные значения
концентрации кремнезема варьировались в пре-
делах 1.1–3.7% (табл. 1). Раствор силиката натрия
при концентрации входящего в его состав SiO2,
равной 3 мкМ (2%), при подкислении HCl до
нейтрального рН через короткое время дает про-
зрачный желатинизированный гель. Проведя
экстракцию желатинизированного геля в кипя-
щей воде [2], мы получили прозрачный невязкий
раствор, очевидно, раствор SiOH4, который и
проявил цветную реакцию с молибденовым реак-
тивом [2]. Таким образом, можно предположить,
что обнаруженные нами включения состояли
именно из желатинизированного геля.

Поиск внутриклеточных частиц, содержащих
кремнезем (помимо везикул отложения кремне-
зема, silica deposition vesicles, SDV) предприни-
мался давно. Schmid и Schultz [6] исследовали ци-
топлазму диатомей методом электронной микро-
скопии и обнаружили чрезвычайно мелкие (до
40 нм) электронно-плотные частицы. Цитируе-
мые авторы предположили, что эти частицы яв-
ляются везикулами, осуществляющими транс-
порт Si внутри цитоплазмы (silicon transport vesicles,
STV). В составе STV кремний мог бы перемещаться
по цитоплазме к месту назначения – к SDV, транс-
портироваться через мембрану SDV (силикалем-
му) и откладываться в нужном месте внутри SDV

Таблица 1. Оценочные концентрации кремния во включениях клеток S. acus

*Весовое отношение кремния и углерода в районе зонда.

SiK* во включении SiK* на пустом срезе SiK* на створке Концентрация кремния
во включениях, %

1.53 0.45 58.88 1.7
2.55 0.77 47.52 3.7
1.04 0.44 39.59 1.7
0.89 0.38 34.29 1.3
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при синтезе створки. Предположение Schmid и
Schultz [6] было впоследствии оспорено. Авторы
работы [7] обратили внимание на то, что общее
количество содержащегося в везикулах кремнезе-

ма недостаточно для синтеза зрелой створки.
В 1989 г. Rogerson и соавт. [8] предприняли поиск
мелких Si-содержащих частиц в цитоплазме од-
ной из диатомей. В местах высокой концентра-

Рис. 2. Рентгеноспектральный анализ разных участков продольного среза S. acus. (а, б) – ПЭМ. Масштаб – 10 мкм.
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ции рибосом они обнаружили мелкие электрон-
но-плотные частицы, содержащие Si и P. Круп-
ных частиц, содержащих включения Si, авторы
работы [8] не искали и потому не обнаружили.

Хорошо известно, что в захвате SiOH4 из окру-
жающей водной среды и в ее транспорте через
клеточную мембрану участвует белок SIT –
транспортер кремниевой кислоты [9]. Это мем-
бранный белок обычно состоит из десятка транс-
мембранных доменов. Считается, что он пред-
ставляет собой пору, сквозь которую SiOH4 про-
никает внутрь клетки. При этом остается не
вполне понятно, каким образом SiOH4 передви-
гается против градиента ее концентрации. Ранее
мы предположили [10], что белок SIT в действи-
тельности является ферментом, который не толь-
ко захватывает SiOH4 из окружающей среды, но и
выполняет функцию полимеразы SiOH4, которая
синтезирует ее олигомеры и направляет их сквозь
пору внутрь клетки. Эта гипотеза о ферментативной
природе белка SIT недавно нашла косвенное под-
тверждение в результате исследования зависимости
от концентрации SiOH4 в питательной среде на-
чальной скорости поглощения SiOH4 живыми диа-
томеями [11]. Эта зависимость имеет сигмоидную
форму и позволяет предположить, что при работе
SIT в составе активного центра оказывается не
одна, а две молекулы SiOH4: так называемый ко-
эффициент Хилла равен приблизительно 2, что
не противоречит этому предположению.

Имея достаточно высокую концентрацию, по-
кидающий SIT полимерный кремнезем продол-
жает накапливаться в цитоплазме. Это предполо-
жение может объяснять возможность транспорта
SiOH4 против градиента концентрации. Ведь
внутри клетки накапливается не SiOH4, а совер-
шенно другое вещество, ее сравнительно устой-
чивый полимер, поэтому никакого транспорта
навстречу градиенту концентрации SiOH4 в дей-

ствительности нет. При попадании в клетку по-
ликремниевая кислота вполне могла бы уклады-
ваться в спираль или в другую вторичную струк-
туру и благодаря этому в конечном итоге придать
образовавшемуся желатинизированному включе-
нию определенную, например, цилиндрическую,
устойчивую форму. Для поддержания этой фор-
мы не требовалось бы наличия упругой оболочки
в виде липидного бислоя. Эти предположения
вполне соответствуют полученным в настоящей
работе данным о Si-содержащих включениях в
клетках S. acus.
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