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В ряде работ показано, что при перерезании клеток междоузлий нител- 
лы или хары в условиях, обеспечивающих компенсацию тургорного дав­
ления, вытекающая эндоплазма формирует капли с довольно прочной и 
эластичной поверхностью раздела (*~4). Необходимым условием формиро­
вания таких капель являлось присутствие в среде двухвалентных катио­
нов, особенно кальция и магния. Было высказано предположение, что в 
данном случае на границе между протоплазмой и средой формируется по­
верхностная мембрана. Однако в то время мы не располагали прямыми 
данными о мембранной природе пограничного слоя изолированных капель. 
Исследование осмотических свойств капель протоплазмы (5) может слу­
жить лишь косвенным указанием на мембранную природу поверхности 
изолированной протоплазмы.

Наиболее прямым методом изучения могла быть электронная микро­
скопия, но вследствие малых размеров капель и легкой их повреждаемости 
обычные методы подготовки объектов для электронной микроскопии ока­
зались непригодными.

В 1968 г. был разработан метод фиксации и заливки препаратов в агар- 
агаровые микрокапсулы (6), после <?его появилась реальная возможность 
прямого изучения капель в электронном микроскопе.

Методика работы была следующей. Капли протоплазмы получали из 
клеток нителлы, перерезаемых для компенсации тургорного давления 
в миниатюрной декомпрессионной камере. За основу созданной установки 
был взят принцип, изложенный в статье (7). Описание установки дано 
в нашей работе (8).

Сформированные капли протоплазмы улавливали в агар-агаровые 
микрокапсулы, в которых проводили фиксацию, обезвоживание и заливку 
в эпоксидные смолы. Оперировать каплей, заключенной в агар-агаровую 
микрокапсулу, очень легко: ее не уносит конвекционными потоками жид­
кости, она надежно защищена от механических повреждений. Вместе 
с тем в силу высокой проницаемости тонкого слоя агар-агарового геля 
объект хорошо фиксируется, обезвоживается и пропитывается заливочны­
ми средами. Стенки капсулы прозрачны и не мешают наблюдать за каплей 
в оптический микроскоп при разных увеличениях. На рис. 1а показан про­
цесс истечения протоплазмы из перерезанной клетки. В нижней части 
микрокапсулы видна сформированная капля изолированной протоплазмы. 
При большом увеличении видно, что капля имеет четкую поверхность 
раздела и зернистое содержимое (рис. 16).

Фиксация изолированных капель проводилась в течение 1 часа в 1,5 °/о 
глутаровом альдегиде, забуференном 0,1 М фосфатным буфером до pH 
7,2—7,4. После альдегидной фиксации материал дополнительно фиксиро­
вался 1 час в 1% четырехокиси осмия, приготовленной на том же буфере.

Заливка выполнялась по обычной методике в ЭПОН-812, и в отдельных 
случаях в бутилметакрилат. Ультратонкие срезы контрастировали по Рей­
нольдсу и изучали в электронных микроскопах У ЭВМ-100 и JEM-7A.
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В итоге было установлено, что в капле изолированной протоплазмы сохра­
няются все элементы обычной структуры: эндоплазматическая сеть, рибо­
сомы, ядра, митохондрии, пероксисомы, осмиофильные тела, но гиалоплаз­
ма выглядит несколько более разжиженной, очевидно вследствие гипото­
ничности окружающей среды. Общий вид ультратонкого строения 
внутренней части капли виден на рис. 1в.

Изучение поверхности изолированной протоплазмы показало, что она 
сформирована сплошной мембраной, толщиной 80—100 А, морфологиче­
ски близкой с мембранами внутренних структур (рис. 1г, д'). Таким обра­
зом, можно сделать вывод о том, что на поверхности изолированной про­
топлазмы в присутствии двухвалентных катионов формируется погранич­
ная мембрана.

Обработка мембраны детергентами, в частности 2% твином-20, приво­
дила к ее деструкции; следовательно, основу структурной организации 
вновь сформированной мембраны составляют гидрофобные взаимодей­
ствия, характерные для многих биологических мембран. Поэтому вероят­
нее всего мембрана имеет липопротеидную природу.

Быстрота возникновения мембраны и зависимость от присутствия 
в среде катионов свидетельствуют о спонтанном характере ее формиро­
вания. Поэтому можно высказать предположение о том, что генетическое 
детерминирование в формировании мембраны осуществляется на уровне 
синтеза липидных и белковых предшественников. Сама же мембрана воз­
никает путем самосборки, основным регулирующим фактором которой яв­
ляются физико-химические условия среды.

Сборка мембраны, очевидно, протекает в несколько этапов, подобно 
тому как это описано для мембран митохондрии (9). О том, что такой путь 
является наиболее вероятным, свидетельствуют результаты электрофизио­
логических исследований капель протоплазмы. Показано, что потенциал 
действия возникает не сразу, а лишь через некоторое время после форми­
рования капли (10, “).

Реконструированный подобным способом протопласт, лишенный кле­
точных оболочек, может быть удобной моделью для изучения формирова­
ния мембран и поведения клеточных структур.
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Рис. 1
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Рис. 1. Гетерокарионы куриный эритроцит - клетка HeLa. 
а — прижизненное окрашивание АО через 24 часа после 
гибридизации (270Х). б, в — окрашивание АО с фикса­
цией 70° этанолом через 5 час. (б) и через 24 часа (в) 
после гибридизации. г,д — радиоавтограф гетерокариона, 
меченного Н3-триптофаном через 5 час. (г) и через 
24 часа (д) после гибридизации. Стрелками указаны ядра 

эритроцитов


