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Проблемы экологии Южного Урала

Методы атомно
силовой микроскопии
(АСМ) находят все более широкое применение в
биологии, медицине и фармакологии. С помощью
АСМ можно осуществлять измерения не только в
вакууме и воздухе, но и в атмосфере любого газа,
и даже в капле жидкости, что позволяет приме

нить этот метод для изучения органических моле

кул и живых клеток.[1] В настоящее время  ис

пользуя АСМ осуществили визуализацию таких
бактериальных клеток как: Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Helicobacter pylori,
Lactobacillus fermentum и Bifidobacterium longum.
[2] Однако, этот список еще очень мал по сравне

нию с количеством существующих видов микро

организмов, особенно обитающих в природных
средах. Поэтому мы посчитали целесообразным
использовать атомно
силовую микроскопию для
изучения микрофлоры природных сред, а именно
для визуализации морфотипов бактериальных
клеток, заселяющих почву.

Материалы и методы исследования
В качестве объектов исследования был исполь


зован чернозем обыкновенный маломощный сред

негумусный на тяжелосуглинистых породах (паш

ня), расположенный в ботаническом саду г. Орен

бурга. Отбор образцов почвы проводили по стан

дартной методике с поверхности и глубины 20 см.

Общее количество микроорганизмов в почве
определяли с помощью метода люминесцентной
микроскопии по Д.Г. Звягинцеву (2005 г.) [3]. Пе

ред сканированием почвенную вытяжку фильтро

вали через фильтровальную бумагу, затем цент

рифугировали в режиме 13 тыс. об/мин в течение
10 минут, после чего дезинтегрировали суспензию
в ультразвуковой ванне в течение 5 мин. Получен

ная суспензия в объеме 5 мкл переносилась на под

ложку – скол слюды. После высыхания приступа

ли к сканированию. Сканирование образцов про

изводилось на атомно
силовом микроскопе
«SMM
2000» (ЗАО Протон
МИЭТ, Россия). В
процессе сканирования использовлаись стандарт

ные кантилеверы для контактной моды MSCT
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AUNM (Park Scientific, США), жесткость исполь

зуемых кантилеверов 0,03 N/m, толщина балок
0,6 мкм, ширина – 20 мкм, высота игл – 3 мкм,
радиус закругления игл – 30
60 нм. Для вычисле

ния жесткости визуализированных объектов ис

пользовалась программа Origin 7.5 Pro (MicroCAL
Origin 7.5 Pro, OriginLab Corporation ).

Результаты
Предварительные исследования почвенных

образцов показали, что общая численность мик

роорганизмов в поверхностном слое целинной
почвы превышала численность бактерий на глу

бине 20 см. (таблица 1)

В ходе исследования было проанализирова

но 16 почвенных образцов, с использованием АСМ,
было обнаружено преобладание палочковидных и
кокковидных форм бактериальных клеток. Палоч

ковидные формы клеток встречались в 56,73% слу

чаев (274), а коковидные – в 27,33% (132). Поми

мо перечисленных морфотипов встречались из

витые формы в 11,39% (55) случаев, в остальных
случаях – другие формы не отнесенные к выше

указанным морфотипам. Результаты, полученные
с помощью атомно
силовой микроскопии, не вы

явили существенных различий в количестве кле

ток и отличиях морфотипов микроорганизмов в
поверхностных слоях почвы и на глубине. Возмож

но, это объяснить особенностью распределения
клеток на слюде, а также случайным выбором по

лей зрения, увеличив количество наблюдений,
этого можно будет избежать.

Кроме типичных бактериальных клеток, раз

мер которых превышали 1мкм, были обнаружены
объекты менее 1 мкм (от 150 нм до 600 нм), кото


Таблица 1. Общая численность микроорганизмов
в исследуемых почвенных образцах
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рые были отнесены к наноразмерным, их количе

ство в 3,3 раза превышало количество типичных
бактерий (370 против 113).

Исследования с помощью АСМ таких харак

теристик клеток как жесткость позволяет разде

лять биологические и абиотические объекты в
природных средах. [4,5] Изучение подобных
свойств у обнаруженных клеток показало, что же
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Рисунок 1. Морфология палочковидных бактерий
(А, Б) и кокковидных бактерий (В, Г)

в почве

Рисунок 2. Морфология наноразмерных
палочковидных бактерий (А, Б, В) и кокковидных

бактерий (Г) бактерий в почве
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THE POSSIBILITY OF USING ATOMIC FORCE MICROSCOPY TO STUDY SOIL MICROFLORA
The possibility of using atomic force microscopy to study bacterial morphotypes found in black soil. In the soil

revealed the predominance of rod�shaped and coccoid forms. The number of bacteria exceeded the number of
nano�sized objects micron.
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сткость микроразмерных объектов (более 1мкм)
изменялась в диапазоне от 14 МПа до 25 МПа, а
жесткость наноразмерных объектов лежит в обла

сти от  50 МПа до 76 МПа. Сравнение упругих
характеристик клеток и подложки (слюды) (86 –
90 МПа) позволило отнести обнаруженные клет

ки к биологическим объектам.
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