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ВВЕДЕНИЕ

Микровезикулы (МВ) и экзосомы – это вне-
клеточные везикулы (ВВ), которые выделяются
как прокариотическими, так и эукариотически-
ми клетками. Они играют важную роль в комму-
никации между клетками и поддержании клеточ-
ного гомеостаза. ВВ доставляют биомолекулы не
только к соседним клеткам, но и по всему организ-
му [1]. ВВ состоят из липидного бислоя, мРНК,
miРНК, белков, липидов, простагландинов и лей-
котриенов [2]. Экзосомы генерируются в мультиве-
зикулярных тельцах внутри клетки и секретиру-
ются во внеклеточное пространство, когда мульти-
везикулярные тельца сливаются с плазматической
мембраной клетки. Микровезикулы же отпочко-
вываются участка плазматической мембраны [3,
4]. ВВ не доступны для попадания ферментов
клеток [5], что важно для сохранности биомоле-
кул, вводимых для доставки в клетку-адресат.
Введение в состав мембраны ВВ молекул-векто-
ров, узнаваемых рецепторами клетки-адресата, в
совокупности с сохранностью содержимого дела-
ет ВВ перспективными средствами доставки при
таргетной терапии. BВ имеют ряд преимуществ
перед макромолекулами, так как они стабильны и
не разлагаются при циркуляции внутри органов и
тканей, в отличие от деградирующих в этих усло-
виях антител и РНК, а также легко проникают че-

рез гематоэнцефалический барьер и через слизи-
стую оболочку кишечника [6].

В настоящее время существует проблема по-
нимания взаимодействия МВ с клеткой-адреса-
том. Необходимо идентифицировать точное ме-
сторасположение и время доставки МВ до клеток, а
также понять, какие механизмы управляют этим
взаимодействием. Существуют исследования, в ко-
торых применялся метод флуоресцентой мик-
роспектроскопии для изучения различных био-
логических объектов. В работе [7] исследовалось
взаимодействие наночастиц на основе пористого
кремния с клетками рака толстой кишки и кардио-
миобластовыми клетками методом флуоресцент-
ной микроскопии. Актиновые нити цитоскелета
и исследуемые наночастицы имели разные пики
флуоресценции, что позволило различать их ме-
стоположение. Результаты показали, что погло-
щение наночастиц может быть легко обнаружено
с помощью флуоресцентной микроспектроскопии.
До настоящего времени не было проведено иссле-
дования, использующее данный метод для изуче-
ния взаимодействия микровезикул с адресными
клетками.

В данной работе была разработана методика, ко-
торая позволяет визуализировать происходящие
процессы взаимодействия микровезикул и кле-
ток, основываясь на явлении флуоресценции. При
перемещении фокальной плоскости по оси аппли-
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кат можно увидеть распределение окрашенных
микровезикул во всем объеме адресной клетке.

Флуоресцентная микроскопия – метод получе-
ния изображения, при котором используется лю-
минесценция возбужденных атомов и молекул
образца [8]. Флуоресценцией обладают разнообраз-
ные молекулы и на спектральные свойства флуоро-
форов влияет целый ряд факторов и процессов,
делающий флуоресцентную микроскопию полез-
ным методом для изучения биологических объек-
тов позволяющим получить информацию о струк-
туре организованных молекулярных систем [9].

В молекулярной биофизике конфокальный
режим флуоресцентного спектрометра использу-
ется для изучения трехмерной структуры биоло-
гических объектов, таких как клетки, ткани и ор-
ганы. Сканирующая флуоресцентная конфокаль-
ная микроспектроскопия при правильном выборе
длины волны возбуждения и соответствующих
флуоресцентных красителей для МВ и гликока-
ликса клеток позволит селективно получать ин-
формацию о размерах и форме этих клеток, а также
о механизмах прохождения МВ через слой глико-
каликса адресных клеток [10]. Наличие в кон-
струкции используемого спектрометра широкого
диапазона длин волн возбуждения позволяет ра-
ботать с различными флуоресцентными метками,
что даст возможность визуализировать простран-
ственное распределение нескольких окрашенных
объектов [11].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использовался конфокальный флуо-

ресцентный спектрометр Renishaw Raman InVia
Qontor microscope, который позволяет получать
спектры флуоресценции с высокой пространствен-
ной разрешающей способностью, так как лазерное
излучение фокусируется только на очень малень-
кую область поверхности образца. Это дает воз-
можность исследовать микроскопические детали
структуры образца.

Микровезикулы (МВ) выделены из суперна-
танта нативных клеток EA.hy 926 ультраценnри-
фугированием при 14000 g в течение 40 мин при
4°С. Далее МВ отмывали дважды PBS встраивали
sulfo-Су3-CMG2-DOPE (рис. 1) [12] (конечная
концентрация 5 мМ). МВ инкубировали с клетка-

ми EA.hy 926 в течение 40 мин при 37°С в PBS, по-
сле чего клетки отмывали дважды PBS центрифу-
гированием при 300 g в течение 3 мин. Подготов-
ленные образцы МВ и клеток после инкубации с
МВ были проанализированы на спектрометре
Renishaw Raman InVia Qontor microscope Режим
сканирования позволяет визуализировать данные
по полученным спектрам флуоресценции и сопо-
ставлять распределение интенсивности флуорес-
ценции с оптическим изображением исследуе-
мых клеток чтобы реконструировать процесс вза-
имодействия МВ с клетками-адресатами

РЕЗУЛЬТАТЫ ЭКСПЕРИМЕНТОВ 
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Измерение спектров флуоресценции было про-
изведено при длине волны возбуждения 532 нм,
мощность возбуждающего излучения на образце
составила 2.3 мВт. Измерение проводилось с пе-
ремещением фокальной плоскости по высоте, рас-
стояние между двумя соседними точками, в кото-
рых проводилось измерение, составило 3.125 мкм.
Всего было взято 100 точек (время накопления
для каждого измерения составляло 1 с).

Согласно полученным данным, был построен
профиль интенсивности максимума пика флуо-
ресценции (на длине волны 569 нм).

На полученном графике было обнаружено два
максимума на расстоянии 12.5 мкм друг от друга.
Так как размер исследуемых клеток составляет
15–20 мкм, то с учетом деформации в вертикаль-
ном направлении можно утверждать, что МВ со
встроенным липидом, локализуются, в основ-
ном, на поверхности клеточной мембраны.

Измерение флуоресценции образца также про-
водилось в режиме картирования в конфокальном
режиме. На рис. 5а показана схема расположения
исследуемой клетки и фокальная плоскость, на ко-
торой производились измерения. Фокальная плос-
кость находилась на полувысоте клетки. Длина
волны возбуждения – 532 нм, шаг – 1.5 мкм, раз-
мер карты – 16 × 16 точек. Карта строилась по ин-
тенсивности пика флуоресценции красителя Cy3 на
569 нм. Всего было построено 6 карт. Расстояние
между двумя соседними картами – 5 мкм.

Рис. 1. Структурная формула синтетического конструкта sulfo-Cy3-CMG2-DOPE.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенного исследования были

получены спектры флуоресценции клеток-ад-
ресатов, инкубированных с везикулами, содер-
жащими встроенное липидное производное
sulfo-Cy3-CMG2-DOPE. Данные спектры сви-
детельствуют о том, что спектр флуоресценции
отдельного красителя Cy3 соответствует спектру
флуоресценции везикул в клетках.

Применение метода сканирующей флуорес-
центной конфокальной микроспектроскопии поз-
воляет визуализировать взаимодействие микрове-

зикул с адресными клетками. Согласно полученно-
му графику профиля флуоресценции клетки можно
утверждать, что эти микровезикулы со встроенным
липидом локализуются на поверхности клеточной
мембраны. Были получены также карты сканирую-
щей флуоресцентной конфокальной микроспек-
троскопии, которые подтвердили, что микровези-
кулы не проникают внутрь клеток и, предположи-
тельно, связываются с некоторыми рецепторами
на поверхности клеток. Тип этих рецепторов не-
обходимо будет определить в дальнейших иссле-
дованиях. Полученные данные могут быть исполь-

Рис. 2. Оптическое изображение исследуемых клеток.
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Рис. 3. Спектр флуоресценции при фокусировке на клетке.
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зованы для более глубокого изучения механизмов
взаимодействия микровезикул с клетками.
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Abstract—The paper presents the first results of a series of experiments to study the mechanism of binding of
microvesicles to an addressable cell using the method of scanning f luorescent confocal microscopy. A new
approach has been developed to visualize the penetration of microvesicles into the cell.
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