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Атомно-силовая микроскопия при изучении клеток бактерий 
позволяет определить такие морфологические параметры, как 
длина, ширина, толщина клетки, ее периметр, площадь сечения, 
объем, среднеквадратичную шероховатость поверхности клетки, 
которая зависит от степени укладки пептидогликана и плотно-
сти липополисахарида. Целью данной работы было изучение 
изменений морфологических параметров клетки и клеточной 
поверхности бактерий при изменении температурных условий 
среды культивирования на модели Y. pestis. Наряду с традици-
онными морфологическими параметрами были определены 
коэффициенты, характеризующие функциональное состояние 
клеток – пластичность, ригидность клеточной стенки. Измере-
ния осуществляли с использованием стандартных методов полу-
контактной атомно-силовой микроскопии и программы анализа 
АСМ-изображений. На примере возбудителя чумы Y. pestis пока-
зано, что повышение температуры культивирования бактерий с 
28 до 37 °С приводит к увеличению объема клетки, шероховато-
сти поверхности клетки, ригидности клеточной стенки. Пониже-
ние температуры культивирования in vitro с 28 до 4 °С приводит к 

потере ригидности клеточной стенки, сглаживанию поверхности 
и увеличению пластичности. Полученные результаты расширяют 
сведения о механизмах адаптации чумного микроба в различных 
температурных условиях.
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Введение

В настоящее время для изучения микро-
биологических объектов наряду со световой, 
электронной и люминесцентной микроскопией 
используются сканирующая зондовая микроско-
пия и ее вариант ‒ атомно-силовая микроскопия 
(АСМ). Атомно-силовая микроскопия прошла 
путь от простой визуализации микроорганизмов 
к изучению живой природы, структуры и роли 
отдельных клеточных элементов. Имеются досто-
верные литературные данные о применении АСМ 
для изучения морфологии клеток бактерий, суб-
клеточных структур, вирусов, способности ми-
кроорганизмов к споро- и капсулообразованию; 
исследования архитектоники биопленок; для вы-
явления специфических эпитопов; определения 
чувствительности к бактериофагам, антибакте-
риальным препаратам, факторам биотической и 
абиотической природы; оценки морфофункцио-
нального состояния клетки [1‒8]. Морфология, 
поверхностная и внутренняя ультраструктура 
клеток бактерий достаточно хорошо изучены 
методами световой и электронной микроскопии. 
В то же время морфологические исследования 
микроорганизмов микроскопическими методами 
позволяют определить только двумерные харак-
теристики: длину (L); ширину (W); периметр 
(P); площадь сечения клетки (S); коэффициент 
вытянутости клетки (L/W), характеризующий 
ее форму. Атомно-силовая микроскопия в силу 
своих физических возможностей позволяет опре-
делить трехмерные параметры: толщину (высоту) 
клетки (Н); среднеквадратичную шероховатость 
поверхности клетки, которая характеризует сте-
пень укладки пептидогликана клеточной стенки; 
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объем клетки (V); коэффициент уплощенности 
(S/H), характеризующий степень пластичности 
клетки; индекс (I) отношения ширины клетки к ее 
высоте (W/H), характеризующий степень ригид-
ности клеточной стенки (у нативных клеток I=1, у 
клеток со сниженной ригидностью индекс I повы-
шается) [9‒11]. Указанные параметры являются 
индикаторами морфофункционального состояния 
клетки и играют важную роль в формировании ее 
статуса в разных условиях и при действии раз-
личных факторов.

Одним из наиболее значимых факторов окру-
жающей среды, влияющих на структурно-функ-
циональные особенности бактерий, в том числе 
возбудителя чумы Yersinia pestis, обитающего в 
различных условиях, является температурный. 
Следует отметить, что при изучении влияния тем-
пературы культивирования на клетки бактерий в 
основном учитываются линейные размеры клеток 
и среднеквадратичная шероховатость поверхно-
сти клетки [12‒15]. В настоящей работе проведе-
на оценка влияния температуры на расширенный 
спектр морфометрических параметров.

Целью данной работы было изучение из-
менений морфологических параметров клетки и 
клеточной поверхности бактерий при изменении 
температурных условий среды культивирования 
на модели Y. pestis.

Материалы и методы

В работе использовали штаммы чумного 
микроба Государственной коллекции патоген-
ных бактерий «Микроб» (ФКУЗ РосНИПЧИ 
«Микроб») Y. pestis EV НИИЭГ (вакцинный) 
и природный штамм Y. pestis ssp. altaica 1559, 
выделенный из блох на территории Горно-Ал-
тайского высокогорного природного очага чумы 
(Республика Алтай) в 2012 г.

Бактерии выращивали на агаре Хоттингера 
(рН 7,2) при трех температурных режимах: 28 оС, 
37 оС и 4 оС. Подготовку штаммов проводили в 
соответствии с МУ 1.3.3103-13 «Организация 
работы лабораторий, использующих методы 
электронной и атомно-силовой микроскопии 
при исследовании культур микроорганизмов 
I‒IV групп патогенности». Клетки в стацио-
нарной фазе роста смывали с агара в 1 мл 2,5% 
глутаральдегидного фиксатора, приготовленного 
по D. Sabatini et al. [16] и инкубировали в течение 
2 ч при температуре 4 °С. Обеззараженные взвеси 
бактерий объемом 1 мл переносили в микроцен-
трифужные пробирки объемом 1,5 мл (Axygen, 
США) и центрифугировали при 6000 об/мин в те-
чение 20 мин для осаждения клеток. Супернатант 
отбирали в емкость для сброса отходов. Осадок 

суспендировали в 1 мл дистиллированной воды 
и повторно центрифугировали при 6000 об/мин в 
течение 20 мин. Супернатант отбирали, а осадок 
суспендировали в 1 мл дистиллированной воды. 
Взвесь микроорганизмов объемом 4 мкл нано-
сили на покровное стекло и высушивали путем 
естественного высыхания на воздухе.

Исследования проводили на сканирующем 
зондовом микроскопе Solver P47-PRO (НТ-МДТ, 
Россия) в прерывисто-контактном режиме. Ска-
нирование образцов осуществляли с применени-
ем кремниевых зондов серии NSG01 (НТ-МДТ, 
Россия) с жесткостью 5,1 Н/м, резонансной 
частотой 150 кГц, радиусом закругления иглы 
10 нм. Обработку полученных АСМ-изображений, 
измерения геометрических параметров выполня-
ли с использованием программного обеспечения 
Image Analysis (НТ-МДТ, Россия). Статистически 
рассчитывали достоверность различий между 
параметрами с уровнем значимости 0,95 с опреде-
лением критерия Стьюдента (t), коэффициент ва-
риации, коэффициент корреляции Спирмена (rs).

Результаты и их обсуждение

Проведена сравнительная оценка морфоло-
гических изменений коллекционного (вакцин-
ного) и природного (вирулентного) штаммов 
Y. pestis, выращенных в разных температурных 
условиях: при температуре 28 оС (стандартная 
температура культивирования возбудителя и 
температура тела переносчика ‒ блохи), при 
температуре 37 оС (температура, свойственная 
теплокровным хозяевам), при температуре 
4 оС (гипотермическая температура, наблюда-
ющаяся в норах и у инфицированных мелких 
млекопитающих в период зимней спячки [17]) 
(рис. 1‒3).

Рис. 1. АСМ штамма Y. pestis EV НИИЭГ, выращенного 
при температуре культивирования 28 оС
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По результатам морфометрического анализа 
установлено, что коллекционный штамм Y. pestis 
EV НИИЭГ, выращенный при стандартной тем-
пературе культивирования 28 оС, характеризуется 
наличием однородных по морфологии клеток бак-
терий с коэффициентом вариации линейных раз-
меров клеток менее 10%. Длительное хранение и 
многочисленные пассажи в условиях in vitro на 
питательных средах привели к формированию го-
могенной популяции и стабильных форм клеток.

При изменении температуры культиви-
рования с 28 до 37 оС объем клеток у данного 
штамма увеличивался в среднем в 1,7 раза за счет 
увеличения ширины (рис. 4). Изменения были 
статистически значимыми (t = 2,30). Среднеква-
дратичная шероховатость поверхности клетки 
увеличивалась с (25 ± 5) до (30 ± 5) нм, что, по-

Рис. 3. АСМ штамма Y. pestis EV НИИЭГ, выращенного 
при температуре культивирования 4 оС, стрелкой указаны 

округлые клетки

Рис. 2. АСМ штамма Y. pestis EV НИИЭГ, выращенного 
при температуре культивирования 37 оС

видимому, связано с синтезом на поверхности 
клетки капсульного антигена F1 при температуре 
37 оС [18], а также с увеличением плотности 
липополисахарида клеточной стенки [15]. Ста-
тистически значимых изменений в пластичности 
клетки и ригидности клеточной стенки не обна-
ружено, критерий Стьюдента составил t = 0,35 в 
обоих случаях (см. рис. 4).

При понижении температуры культивирова-
ния до гипотермического значения (4 оС) объем 
клетки уменьшался в 2,1 раза, что согласуется 
с литературными данными [17]. Наблюдалось 
формирование округлых клеток (см. рис. 3), свой-
ственных некультивируемым, но жизнеспособ-
ным формам чумного микроба [17], и вытянутых 
клеток, характерных для бактерий, подвергшихся 
стрессовым факторам [13]. С понижением тем-
пературы среднеквадратичная шероховатость 
поверхности клеток уменьшалась с (25 ± 5) до 
(20 ± 5) нм (см. рис. 4). Понижение температуры 
с 28 до 4 оС приводило к увеличению коэффи-
циента уплощенности с 4,2 ± 0,4 до 5,7 ± 0,4, 
к увеличению индекса I с 2,3 ± 0,2 до 3,8 ± 0,2, 
что свидетельствовало о снижении ригидности 
клеточной стенки. Изменение пластичности и 
ригидности было статистически значимым со 
значением критерия Стьюдента t = 2,65 и t = 5,30 
соответственно.

Корреляционный анализ показал прямую за-
висимость увеличения длины, ширины, объема, 
шероховатости клеток с увеличением темпера-
туры с 4 до 37 оС (rs = 0,875‒1,0) и обратную 
зависимость – для коэффициента уплощенности 
и индекса I (rs = -1,0), что свидетельствовало о 
функциональной связи снижения пластичности 
и увеличения ригидности клеточной стенки с 
повышением температуры.

Природный штамм Y. pestis 1559, в отличие 
от вакцинного штамма, обладал гетерогенностью 
популяции на клеточном уровне с коэффициентом 
вариации линейных размеров клеток (длины) бо-
лее 10%. В культуре наблюдались как типичные 
по морфологии клетки, так и вытянутые при всех 
исследуемых температурах (рис. 5‒7).

Из литературных данных следует, что 
гетерогенность природных штаммов Y. pestis 
повышает выживаемость популяции бактерий 
в изменяющихся или неоднородных условиях 
среды, в организме хозяина и переносчика и при 
воздействии стрессовых факторов [19].

В то же время закономерности изменения 
морфологии клеток бактерий штамма Y. pestis 
1559 при повышении и понижении температуры 
культивирования были аналогичны коллекцион-
ному штамму (см. рис. 4).

Д. В. Уткин и др. Исследование морфологических особенностей клеток бактерий Yersinia pestis
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Увеличение температуры культивирования 
с 28 до 37 оС приводило к увеличению объема 
клеток в 1,9 раза, повышению шероховатости 
поверхности клеток с (22 ± 5) до (48 ± 11) нм (см. 
рис. 4). В результате повышения «складчатости» 
клетки увеличивалась площадь поверхности 
клеточной стенки и плотность липополисаха-
рида [15], что, по-видимому, является одним 
из факторов адаптивной реакции бактерий 
чумного микроба на температуру, свойственную 
организму млекопитающего [14]. Кроме того, 
при температуре 37 оС во внеклеточном про-
странстве наблюдались рассеянные частицы и 
агрегаты (см. рис. 6), описанные ранее в лите-
ратуре [15].

С понижением температуры культивирования 
с 28 до 4 оС среднеквадратичная шероховатость 
поверхности клетки уменьшалась с (22 ± 5) до 
(18 ± 3) нм (см. рис. 4), клетки становились более 
гладкими, покрытыми капсульным веществом 
(см. рис. 7).

При изменении температуры культивирова-
ния с 28 до 37 оС коэффициент уплощенности, 
характеризующий степень пластичности клетки, 
практически оставался на одном уровне (4,0 ± 0,2 
и 4,2 ± 1,4 соответственно). В гипотермических ус-
ловиях при температуре 4 оС пластичность клеток 
увеличивалась, что приводило к статистически до-
стоверному увеличению коэффициента уплощен-
ности с 4,0 ± 0,2 до 8,4 ± 0,4, t = 9,84 (см. рис. 4).

Индекс I, характеризующий ригидность 
клеточной стенки, с повышением температуры 
незначительно уменьшался с 2,5 ± 0,1 до 2,3 ± 0,6, 
что указывает на небольшое повышение ригидно-
сти. Понижение температуры до 4 оС приводило 
к достоверному увеличению индекса I с 2,5 ± 0,1 
до 3,5 ± 0,1 (t = 7,07), что свидетельствовало о 
снижении ригидности клеточной стенки.

У природного штамма установлена прямая 
зависимость увеличения длины и ширины клеток 
от температуры (rs = 0,875‒1,0) и обратная – 
для индекса I (rs = -1,0).

Рис. 4. Основные морфометрические параметры клеток Y. pestis EV НИИЭГ, Y. pestis 1559, выращенных при 
температуре 4 оС, 28 оС, 37 оС

Длина клетки, мкм Ширина клетки, мкм

Объем клетки, мкм3 Шероховатость поверхности, нм

Коэффициент уплощенности, о.е. Индекс I, о.е.
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Рис. 7. АСМ штамма Y. pestis ssp. altaica 1559, выращен-
ного при температуре культивирования 4 оС

Рис. 5. АСМ штамма Y. pestis ssp. altaica 1559, выращен-
ного при температуре культивирования 28 оС

Рис. 6. АСМ штамма Y. pestis ssp. altaica 1559, выращен-
ного при температуре культивирования 37 оС

Таким образом, общими тенденциями мор-
фологических изменений при повышении темпе-
ратуры культивирования  с 28 до 37 оС являются: 
увеличение объема клетки, шероховатости по-
верхности клетки, ригидности клеточной стенки 
как у авирулентного (лишенного области пигмен-
тации – одного из ведущих факторов вирулент-
ности), так и у природного вирулентного штамма.

Понижение температуры до гипотермиче-
ских значений в обоих случаях приводит к по-
тере ригидности клеточной стенки, сглаживанию 
поверхности, увеличению пластичности, что 
свидетельствует о различных механизмах адап-
тации чумного микроба при культивировании in 
vitro при повышении и понижении температуры, 
регистрируемых с использованием АСМ. В то 
же время у природного штамма Y. pestis, вы-
деленного из Горно-Алтайского высокогорного 
природного очага, выявлена гетерогенность кле-
точной популяции, которая выражается в наличии 
в популяции клеток с типичной для чумного 
микроба морфологией и вытянутых форм. При 
низкой температуре (4 оС) в популяции появля-
ются округлые клетки, а все клетки покрыты кап-
сульным веществом. Подобные изменения могут 
свидетельствовать об адаптации клеток чумного 
микроба к низким температурам в период зим-
ней спячки носителей и требуют дальнейшего 
изучения для раскрытия механизмов выживания 
и стойкости чумного микроба в окружающей 
среде в межэпизоотический период, в том числе 
в зимнее время.

Авторы подтверждают отсутствие кон-
фликта финансовых / нефинансовых интересов, 
связанных с написанием статьи.
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Atomic force microscopy in the study of bacterial cells allows the de-
termination of such morphological parameters as: length, width, cell 
thickness, its perimeter, cross-sectional area, volume and root mean 
square roughness of the cell surface, which depends on the degree of 
laying of peptidoglycan and density of lipopolysaccharide. The aim of 
this work was to study the changes in the morphological parameters of 
the cell and the cell surface of bacteria when the temperature conditions 
of the culture medium change on the Y. pestis model. Along with the 
traditional morphological parameters the coefficients characterizing 
the functional state of cells – plasticity, rigidity of the cell wall were 
determined. The measurements were carried out using standard meth-
ods of semi-contact atomic force microscopy and software analysis of 
AFM images. On the example of Y. pestis it is shown that an increase 
in the temperature of bacteria cultivation from 28 °C to 37 °C leads to 
an increase in the volume of the cell, the surface roughness of the cell, 
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and the rigidity of the cell wall. Lowering the cultivation temperature 
in vitro from 28 °C to 4 °C leads to loss of the rigidity of the cell wall, 
smoothing of the surface and increasing plasticity. The obtained results 
extend the information about the mechanisms of adaptation of the 
plague microbe in different temperature conditions.
Keywords: Yersinia pestis, bacterial cell, atomic force microscopy, 
morphometric analysis, surface structure, cultivation temperature.
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