
1548

БИОХИМИЯ,  2007,  том  72,  вып.  11,  с.  1548  –  1558

УДК 577.22

Лимнологический институт CO РАН, 664033 Иркутск, 
ул. Улан"Баторская, 3; факс: (3952)425"405, 

электронная почта: info@lin.irk.ru

Поступила в редакцию 10.05.07
После доработки 02.07.07

Установлено, что добавка германиевой кислоты в среду культивирования диатомеи Synedra acus subsp. radi"
ans (Kutz.) Skabitsch. почти не замедляет рост культуры при мольном отношении Ge/Si 0,01, но полностью
останавливает его при отношениях Ge/Si 0,05 и более. По данным масс�спектрометрии установлено, что
при Ge/Si 0,01 германий включается и в цитоплазму клетки, и в кремнистые створки; при Ge/Si 0,05 герма�
ний включается в цитоплазму, но почти не включается в створки; при Ge/Si 0,1 германий только накапли�
вается в цитоплазме, но включение его в створки прекращается. С помощью рзультатов исследования мор�
фологии клеток методами световой, эпифлуоресцентной и трансмиссионной электронной микроскопии
показано, что высокие концентрации германиевой кислоты вызывают нарушения морфогенеза кремнис�
тых панцирей и накопление крупных окрашиваемых родамином и содержащих электронно�плотный мате�
риал включений. С помощью модельных химических экспериментов с пересыщенным раствором кремни�
евой кислоты в присутствии полиаллиламина обнаружено, что при добавлении 5%�ной германиевой кис�
лоты коагуляция кремнезема существенно ускоряется. Полученные данные свидетельствуют в пользу пред�
положения о том, что токсическое воздействие германиевой кислоты на диатомей является следствием из�
менения процесса коагуляции кремнезема.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: диатомеи, кремнезем, германий, полиаллиламин, морфогенез, эпифлуоресцентная
и трансмиссионная электронная микроскопия.

Диатомеи – одноклеточные эукариотическе
водоросли, обеспечивающие до 40% всей пер�
вичной продукции органического вещества на
Земле. Строя свои клеточные стенки из кремне�
зема, они ежегодно дегидратируют и удаляют из
океана 1010 т растворенной кремниевой кислоты
[1]. Наиболее загадочной является способность
диатомей строить кремнистые панцири с генети�
чески запрограммированными сложными узора�
ми наноструктур [2]. В последнее десятилетие
отмечен прогресс в понимании молекулярных
механизмов поглощения кремниевой кислоты
диатомеями и ее переноса из окружающей вод�
ной среды в цитоплазму. В переносе участвуют
специальные мембранные белки транспорта
кремния (SIT – silicon transporter) [3–6]. Однако,
каким образом происходит перенос кремниевой

кислоты из цитоплазмы в везикулы отложения
кремнезема (SDV – silica deposition vesicles), где
происходит синтез кремнистых створок и каким
образом из кремниевой кислоты «отливаются»
эти сложно устроенные кремнистые клеточные
стенки, пока известно очень мало [7].

Германий – химический аналог кремния –
обладает химическими свойствами, близкими к
свойствам кремния, и усваивается всеми крем�
нийаккумулирующими организмами. Установ�
лено, что в малых дозах (~1% содержания крем�
ния в культуральной среде) германиевая кисло�
та усваивается диатомеями аналогично кремни�
евой и не влияет на их рост и морфологию [8].
Повышение концентрации германиевой кисло�
ты оказывает токсическое действие на развитие
диатомей [9, 10]. Механизм токсического
действия германиевой кислоты на диатомей не
установлен, но известные факты [10, 11] позво�
ляют предположить, что она подавляет не
трансмембранный перенос кремниевой кисло�
ты, а ее внутриклеточную трансформацию.
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НАРУШЕНИЕ МОРФОГЕНЕЗА ЭЛЕМЕНТОВ КРЕМНИСТОГО ПАНЦИРЯ

Цель работы – изучение влияния германие�
вой кислоты на динамику роста и механизм син�
теза кремнистых структур у пресноводной диа�
томеи Synedra acus subsp. radians (Kutz.) Skabitsch.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Выделение культур. Выделены две культуры
клеток диатомовых водорослей S. acus subsp.
radians из проб фитопланктона озера Байкал: К1 –
из залива Лиственничного в июне 2003 г., К2 –
из залива Чивыркуйского в июле 2005 г. Выделе�
ние, учет численности и культивирование кле�
ток диатомовых водорослей проводили на жид�
кой среде DM [12], приготовленной на дистил�
лированной воде и содержащей (мг/л): Ca(NO3)2

· 4H2O – 20, KH2PO4 – 12,4, MgSO4 · 7H2O – 25,
NaHCO3 – 16, Na2 · ЭДТА – 2,25, H3BO3 – 2,48,
MnCl2 · 4H20 – 1,39, (NH4)6Mo7O24 · 4H2O – 1,
Na2SiO3 · 5H2O – 42,6, FeCl3 – 1,6, цианокобала�
мина (витамина В12), тиамин гидрохлорида (ви�
тамина В1) и биотина – по 0,04. Накопительные
культуры очищенных клеток выращивали в
стеклянных колбах объемом 100–1000 мл. Так
культуру К1 выращивали при комнатной темпе�
ратуре в условиях периодического перемешива�
ния при естественной смене дня и ночи. Культуру
К2 выращивали в инкубаторе («New Brunswick
G25», США) при постоянном перемешивании
при 7–8° и освещенности 13–16 мкмоль/м2 · с и
при чередовании 12�ч темновой и световой фаз.

Кремниевое голодание. Клетки, находившие�
ся в логарифмической фазе роста, осаждали пу�
тем отстаивания в стеклянных пробирках в сте�
рильных условиях и трижды отмывали средой
DM без кремния. Отмытые клетки помещали в
пластиковые чашки Петри со средой DM без
кремния и оставляли на 2 сут при тех же услови�
ях культивирования, что и до синхронизации.
Затем клетки помещали на 1 ч в темноту, после
чего добавляли силикат и германат натрия.

Рост клеток. Опыты по воздействию герма�
ния на динамику роста диатомовых водорослей
проводили в пластиковых планшетах для мик�
рокультивирования клеток («Linbro Biomedicals,
INC», Дания) с плоскодонными лунками объе�
мом 400 мкл. Клетки выращивали в микроинку�
баторе при 13° и освещении 16 мкмоль/м2 · с с
чередованием дня и ночи (по12 ч) [13]. Культуру
клеток суспендировали в среде DM без кремния
до конечной концентрации 1000–3000 кл/мл, и
в каждую лунку помещали по 90 мкл суспензии,
к которой затем добавляли по 10 мкл смеси
растворов силиката и германата натрия (20 мМ)
в мольных отношениях 0, 0,01, 0,05, 0,1 и 1. В сум�
ме концентрации силиката и германата были

равны содержанию кремния в среде DM (0,2 мМ).
Эксперименты для каждой концентрации про�
водили в 5–6 повторностях. За ростом культуры
наблюдали в течение 11 сут, клетки подсчитыва�
ли автоматически с помощью инвертируемого
микроскопа Axiovert 200 («Zeiss», Германия) и
специального программного обеспечения [13].

Для трансмиссионной электронной микрос�
копии (ТЭМ) и масс�спектрометрии клетки вы�
ращивали в стеклянных колбах. К 30 мл суспен�
зии клеток в среде DM без кремния добавляли
300 мкл смеси растворов кремневой и германие�
вой кислот. Клетки культивировали при 20–25°
и естественном освещении.

Световая и эпифлуоресцентная микроскопия.
К клеткам S. acus subsp. radians, растущим при
различных соотношениях Ge/Si, на третьи сут�
ки после добавления кремневой и германиевой
кислот добавляли родамин 6G (Березниковский
химический завод, Россия) в конечной конце�
нтрации 0,5 мкг/мл. Через 3 сут клетки исследо�
вали методом флуоресцентной микроскопии с
использованием инвертированного микроскопа
Axiovert 200 с помощью ультрафиолетовой лам�
пы HBO 50W/AC ASRAM c зеленым фильтром
(длина волны 546 нм).

Трансмиссионная электронная микроскопия.
Для приготовления ультратонких срезов клетки
фиксировали 2,5%�ным глутаровым альдегидом
(ГА) в течение 2 ч. Клетки концентрировали пу�
тем последовательного центрифугирования
(4000 g) в течение 5 мин. После трехкратного от�
мывания фосфатным буфером (pH 7,4) клетки
постфиксировали 1%�ным раствором оксида
осмия 2 ч при комнатной температуре. После
этого клетки отмывали буфером и заключали в
1,5%�ный агар («Wako», Япония). Образец обез�
воживали в серии растворов этанола (10, 30, 50,
70, 80, 96, 100%�ном этаноле по 10 мин в каж�
дом). Затем образцы промывали дважды по 30
мин в обезвоженном над сульфатом меди ацето�
не («Реахимкомплект», Ангарск). Эпоксидные
смолы Epon 812, DDSA и MNA («Fluka», Швей�
цария) смешивали в количестве 4,5, 2,2 и 2,2 мл
соответственно. После пропитки материал пе�
реносили в полипропиленовые капсулы BeemTM,
а затем в свежую смесь эпоксидных смол с ката�
лизатором (5 капель DMP�30 на 10 мл смол) и
полимеризовали в термостате с открытыми
крышками последовательно при 37° (12 ч), 45°
(12 ч) и 60° (48 ч).

Срезы, полученные на микротоме Ultracut R
(«Leica», Австрия) алмазным ножом ULTRA 35°
(«Diatom», Австрия), монтировали на палладие�
вые сетки. Препарат контрастировали цитратом
свинца методом Рейнольдса [14] и отмывали
сначала в 0,02 М NaOH, а затем в дистиллиро�
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САФОНОВА и  др.

ванной воде. Исследование срезов проводили с
помощью ТЭМ Leo 906E («Zeiss») при ускоряю�
щем напряжении 80 кВ.

Масс>спектрометрия с индуктивно связанной
плазмой (ICP>MS). Подготовка проб. Аликвоты
среды, в которой росли диатомеи, после центри�
фугирования (4000 g) разбавляли в 7–8 раз (по
весу) 2%�ным раствором азотной кислоты
(70,4%, ОСЧ 27�5 ГОСТ 11125�84, ЗАО «Мосре�
актив», Россия), содержавшим 10 мкг/л индия
(«Fluka», 1000 мкг/л, 0,5 М HNO3) в качестве
внутреннего стандарта. В качестве холостой
пробы использовали среду без Si и Ge. Образцы
отбирали на 0, 1, 3, 5 и 7�е сут культивирования.

По окончании эксперимента (седьмой день)
створки центрифугировали, пятикратно промы�
вали средой без Si и Ge (по 1,5 мл), после чего
нагревали на кипящей водяной бане в дистил�
лированной воде (0,5 мл, 2 раза по 15 мин). По�
лученные экстракты разбавляли в 2 раза раство�
ром 2%�ной HNO3 с 10 мкг/л индия.

После экстракции водой створки водорос�
лей дважды по 30 мин выдерживали при 100° в
2%�ном растворе Ds�Na (0,2 мл), затем обраба�
тывали концентрированной HNO3 (0,5 мл, 80°,
2 ч), и оставляли на ночь при комнатной темпе�
ратуре. Створки промывали пятикратно дистил�
лированной водой (по 1,5 мл) и переносили в
полипропиленовые 15�мл пробирки. В пробирки
добавили 0,2 г 50%�ной HF (ОСч 27�5 ТУ 6�09�
3401�88 ОАО «Галоген», Россия) и подвергали
пятикратному микроволновому облучению по
10 с (бытовая микроволновая печь LG MS 1902H,
700 Вт). Объем растворов доводили до 15 мл 2%�
ным раствором HNO3 с 10 мкг/л индия (по массе).

ICP"MS"измерение. Подготовленные раство�
ры измеряли методом ICP�MS на квадруполь�
ном масс�спектрометре Agilent 7500ce (центр
коллективного пользования «Ультрамикроана�
лиз» при Лимнологическом институте СО РАН,
Иркутск). Подача проб осуществлялась с по�
мощью микропоточного небулайзера (0,1 мл/мин)
и системы ввода агрессивных растворов. При�
бор калибровался по стандартному раствору
Tune (Li, Co, Y, Tl и U – 10 мкг/л) («Agilent»,
США). Дрейф прибора отслеживался по внут�
реннему стандарту индия.

Изучение влияния германиевой кислоты на
конденсацию кремниевой в присутствии полиалли>
ламина (ПАА). В качестве источников кремние�
вой и германиевой кислот использовали Na2SiO3 ·
· 9H2O и Na2GeO3 соответственно в виде 0,1 М
растворов. Гидрохлорид ПАА («Aldrich», США) с
молекулярной массой 15 кДа также предвари�
тельно растворяли в воде в концентрации 0,1 М.
Эксперименты проводили в присутствии 0,1 М
ацетатного буфера. При добавлении к буферно�

му раствору растворов ПАА и силиката натрия
(или его смеси с германатом) рН среды повы�
шался до 6. В этой связи в конечных экспери�
ментах перед добавлением силиката натрия в
раствор вводили 1 М HCl, объем которой опре�
деляли в предварительных экспериментах. Та�
ким образом, рН растворов перед началом кон�
денсации кремниевой кислоты составлял 5,5.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Выделенные культуры S. acus subsp. radians
отличались размером клеток (рис. 1). Клетки
культуры К1 были в среднем длиной 150 мкм и
шириной 3 мкм (рис. 1, а), а в К2 – 360 и 5 мкм
соответственно (рис. 1, б). Створки S. acus subsp.
radians вытянутые, испещренные узорами пор
ареол корытца (рис. 1, в).

В зрелой живой клетке ее створки – эпитека
и гипотека – соединены одна с другой системой
кремнистых поясковых ободков (рис. 1, г и 2
(см. вклейку), стадии 4–8 (по данным Бедошви�
ли [15]); см. цветную вклейку). С обоих концов
створки имеются двугубые выросты и краевое
поле пор (рис. 1, д). Отверстия в кремнистом
панцире обеспечивают взаимодействие клетки с
окружающей средой, выделение полисахарид�
ной слизи и других органических веществ.

Исследования влияния Ge на рост диатомо�
вой водоросли S. acus subsp. radians показали,
что при мольном отношении Ge/Si 0,01 рост
культур незначительно замедляется по сравне�
нию с контролем, а при Ge/Si 0,05 и выше пол�
ностью прекращается (рис. 3).

В следующей серии опытов изучали кинети�
ку убыли Si и Ge из питательной среды в ходе
роста культур (К1 и К2) и динамику накопления
элементов в цитоплазме и в створках. При Ge/Si
0,01 наблюдалось уменьшение концентраций
указанных элементов в среде (рис. 4). При более
высоких значениях Ge/Si потребление элемен�
тов прекращалось, их концентрации оставались
равными исходным в течение всего времени
эксперимента (7 сут).

Исследовано включение Si и Ge при различ�
ном отношении Ge/Si в цитоплазму клеток двух
культур, отличающихся соответственно разме�
рами и объемами (рис. 5). Объемы рассчитыва�
ли исходя из геометрической фигуры, соответ�
ствующей изучаемому виду водоросли (два ко�
нуса) [16]. При всех исследованных соотноше�
ниях Ge/Si уровень включения в клетки культу�
ры К1 (рис. 5, а) (средняя длина клеток 150 мкм,
объем 0,35 · 10–12 л) был в несколько раз ниже,
чем у К2 (рис. 5, б) (360 мкм и 2,36 · 10–12 л соот�
ветственно).
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Пересчет полученных значений показал, что
концентрации «цитоплазматического» кремния
во много раз превышают предел растворимости
кремниевой кислоты в воде (2–3 мМ) [17]. В
контроле (без добавления Ge) для культуры кле�
ток К1 (рис. 5, а) 2,2 мкг кремния на 106 клеток
соответствует концентрации ~220 мМ, а для К2
(рис. 5, а) 7,7 мкг на 106 клеток ~120 мМ. Одна�
ко это не значит, что кремний присутствует в
цитоплазме в виде свободной кремниевой кис�
лоты. Методика экстракции диатомей горячей
водой [11] дает сведения о содержании в цитоп�
лазме не свободной кремниевой кислоты, а не�
ких веществ пока не установленной природы,
возможно, олигосиликатов [18], которые во вре�
мя экстракции переходят в водный раствор.
Концентрация Si, в том числе в составе этих ве�
ществ, в цитоплазме диатомей согласно опубли�
кованным данным может достигать еще боль�
ших значений (например, 340 мМ для вида
Stephanopyxis turris Greville et Arnott) [11, 19].

Удивителен тот факт, что при добавлении в
среду Ge увеличивается внутриклеточная кон�
центрация не только самого Ge, но и Si. В среде
при Ge/Si 0,01, в клетках культуры К1 концент�
рация Si возрастала до 500, а в К2 – до 320 мМ.
При Ge/Si 0,05 в культуре К2 концентрация Si
возрастала до 720 мМ (рис. 5, б). При Ge/Si 0,1
при полном ингибировании роста обеих культур
(рис. 3) наблюдалось некоторое увеличение

внутриклеточного содержания как Ge, так и Si
по сравнению с контролем (рис. 5, а, б).

Для исследования включения Ge в створки
диатомей в зависимости от отношения Ge/Si
брали культивированные клетки, промытые
сначала детергентом, а затем горячей азотной
кислотой. При такой обработке зрелые створки
диатомей не разрушались. Отмытые створки
растворяли в плавиковой кислоте. Затем опре�
деляли содержание Ge в растворе методом ICP�
MS. Включение Ge при увеличении Ge/Si в сре�
де от 0,01 до 0,1 уменьшалось (рис. 5, в, г).

Исследования клеток S. acus subsp. radians
методом световой и эпифлуоресцентной мик�
роскопии (рис. 6, см. вклейку) показали, что
при Ge/Si 0,01 клетки имели такие же, как в
контроле (рис. 6, а–г), четко выраженные ав�
тофлуоресцирующие красным светом хлороп�
ласты (рис. 6, д–з). Как и в контроле, дочерние
створки давали ярко�зеленую флуоресценцию
при окраске родамином 6G – прижизненным
красителем, который, связываясь с кремниевой
кислотой, откладывается в SDV и окрашивает
только растущие, но не сформировавшиеся к
моменту добавления красителя зрелые створки
[20–22]. В контроле окраска наблюдалась в той
узкой области, где происходит рост дочерних
створок (рис. 6, а–г). При Ge/Si 0,05 (рис. 6,
и–м) и Ge/Si 0,1 (рис. 6, н–р) клетки погибали,
хлоропласты разрушались, и дочерние створки
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Рис. 1. Сканирующая электронная микроскопия. Клетки S. acus subsp. radians: а –культура К1, б – культура К2, в – ряды
ареол, г – поясковые ободки между двумя створками (черная стрелка), д – концы створок, двугубый вырост на внутрен�
ней стороне створки и его наружное отверстие (белые стрелки), краевое поле пор (черные стрелки). Масштаб: а, б – 50,
в–д – 5 мкм 

а

б

в г д
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не формировались. Зеленая флуоресценция при
добавлении родамина 6G наблюдалась не в той
области, где у нормальных клеток синтезируют�
ся створки, была рассеяна по цитоплазме (флуо�
ресцировали большие округлые включения).

Исследования ультратонких срезов клеток S.
acus subsp. radians в ТЭМ (рис. 7, а–р) показали,
что при Ge/Si 0,01 (рис. 7, е) в среде строение
клеток практически не отличалось от морфоло�
гии клеток в контроле (рис. 7, а, д). При Ge/Si
0,05 (рис. 7, б, ж, з) и выше (рис. 7, в, г, и–м)
формирование нормальных кремнистых струк�
тур нарушалось, что видно также и на продоль�
ном (рис. 7, н), и на диагональном срезах (рис. 7, о).

При закладке первых поясковых ободков
наблюдалось отклонение от нормы. Они выгля�
дели на срезе как электронно�плотные круги
(рис. 7, б–г). На месте закладки дочерних ство�
рок видны либо чрезмерно набухшие створки
(рис. 7, ж–и), либо разнообразные по форме ок�
руглые вакуоли, заполненные электронно�плот�
ным материалом и находящиеся в одной сили�
калемме (рис. 7, к, л). При большом увеличении
вакуоли, образующиеся как на месте поясковых
ободков, так и в месте закладки дочерних ство�
рок, выглядели как концентрические окружнос�
ти с разной электронной плотностью (рис. 7, м).
Отметим, что сопоставление поперечных (рис. 7,
б–г, з–м) и продольных (рис. 7, н) срезов указы�
вает на цилиндрическую организацию слоев в

этих структурах, ориентированную продольно к
концам клетки (рис. 1, д). При ингибирующих
отношениях Ge/Si 0,05 и выше в клетках образу�
ется несколько дочерних створок, но клетки не
расходятся (рис. 7, п, р).

Полученные данные позволили предполо�
жить, что в присутствии Ge нарушается меха�
низм внутриклеточного образования кремнезе�
ма. Мы провели эксперимент по определению
конденсации кремниевой кислоты в присут�
ствии ПАА [–СН2�СН(CH2NH2)–]n – известно�
го ускорителя этой реакции, используемого для
моделирования синтеза кремнистых структур in
vitro [23]. Реакционная смесь содержала 36 мМ
кремниевую кислоту (или ее смеси с германие�
вой) и 18 мМ ПАА (рН 5,5). Можно видеть (рис.
8), что добавление германиевой кислоты до
Ge/Si 0,05 приводило к существенному ускоре�
нию выпадения осадка, который наблюдался
уже через 10 мин, в то время как без нее смесь
оставалась гомогенной в течение 1 ч.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Использование германиевой кислоты как
аналога кремниевой рассматривалось ранее в ка�
честве перспективного методического подхода в
исследовании морфогенеза кремнистых створок
диатомей, позволявшего использовать радиоак�
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Рис. 3. Динамика роста клеток Synedra acus subsp. radians при различных мольных отношениях Ge/Si. а – Культура К1,
б – культура К2. 1 – Без Ge, 2– 4 – Ge/Si 0,01, 0,05, 0,1 соответственно
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тивные изотопы Ge, более доступные и имеющие
приемлемые для биологических экспериментов
периоды полураспада по сравнению с радиоак�
тивным изотопом Si. Из ранее известных [3, 10,
11] и приведенных в настоящей работе данных
(рис. 4) следует, что германиевая кислота в кон�
центрации 1% кремниевой может использовать�
ся в качестве субстрата SIT и не менее эффектив�
но, чем кремневая кислота, поглощается клетка�
ми диатомей. Токсическое действие германиевой
кислоты реализуется при бьльших концентраци�
ях на последующих стадиях после поглощения.

Ранее было показано, что в малых дозах, при
Ge/Si 0,01, морфогенез створок диатомовых во�
дорослей не нарушается [8]. В наших экспери�
ментах на двух культурах одного и того же вида,
но имеющих разные размеры клеток, показано,
что мелкие клетки (К1) более чувствительны к
этой «подмене» (рис. 3, а).

Как видно из представленных результатов, в
обеих культурах добавление в среду культивиро�
вания германиевой кислоты приводит к резкому
увеличению содержания в цитоплазме клеток
как Ge, так и Si по сравнению с контролем, где
клетки выращивали на обычной среде (рис. 5).

Почему возникает этот «лишний» пул внутрик>
леточной кремниевой кислоты? Обычная методи�
ка экстракции «свободной» кремниевой кисло�
ты из диатомей путем выдерживания их в горя�
чей воде приводит к вымыванию Si(OH)4, со�
держащегося в клетках не только в виде мономе�
ра, но и в форме растворенных олигомеров, а
также наночастиц кремнезема, не перешедших в
состояние кварцевого стекла. Окрашивание ро�
дамином 6G клеток, культивированных в среде
с добавлением германиевой кислоты, наряду с
клетками, в которых морфогенез завершился
нормально (рис. 6, е), выявляет при малом со�
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Рис. 4. Поглощение элементов Ge и Si из среды клетками диатомей S. acus subsp. radians (по результатам ISP�MS�анали�
за). Культура К1: а – контроль, б – Ge/Si 0,01. Культура К2: в – контроль, г – Ge/Si 0,01. 1 – Концентрация Si, 2 – число
клеток в 1 мл, 3 – концентрация Ge
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держании германия незначительные нарушения
морфогенеза (рис. 6, з). При увеличении доли
германия клетка не формирует новые дочерние
створки. Вместо этого в ней образуются круп�
ные цитоплазматические включения округлой
формы, которые окрашиваются родамином
(рис. 6, к, м, о, р). На ультратонких срезах видно,
что эти включения электронно�плотные, распо�
ложены на месте формирования поясковых
ободков (рис. 7, б–г) и дочерних створок (рис. 7,
ж–л) или разбросаны в цитоплазме (рис. 7, н, о).
Они окружены мембранами, т.е. являются вези�
кулами отложения кремнезема. По�видимому,
эти включения с «недозревшим» кремнеземом

разрушаются при экстракции горячей водой и
обогащают цитоплазматическую фракцию
кремнием (и германием).

Почему в присутствии Ge формируются «раз>
дутые» объемные структуры? Как указано ранее,
механизмы транспорта и компактизации крем�
ниевой кислоты в клетках диатомовых водорос�
лей после ее переноса через клеточную мембра�
ну пока не расшифрованы. Предполагается, что
кремниевая кислота в цитоплазме перемещает�
ся в специальных везикулах транспорта кремне�
зема (silica transport vesicles) размером 30–40 нм
[24], которые переносят ее от плазмалеммы к
SDV, либо в неких полимерно�стабилизирован�
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Рис. 5. Содержание элементов в цитоплазме (а, б) и в створках (в, г) клеток S. acus subsp. radians, выращенных в среде с
различным соотношением Ge/Si (по результатам ISP�MS�анализа). а, в – Культура К1; б, г – культура К2. 1 – Содержа�
ние Si, 2 – содержание Ge
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ных формах [25]. В любом случае Si(OH)4 не мо�
жет переноситься по клетке и накапливаться в
мономерной форме, поскольку измеряемые ее
внутриклеточные концентрации (19–340 мМ
[11, 19]) во много раз выше равновесной раство�

римости кремнезема (2–3 мМ [17]). Кроме того,
прямое определение кремниевой кислоты в жи�
вых диатомеях методом ЯМР [26] указывает на
ее нахождение только в полимерной форме.
Очевидно, что внутриклеточные механизмы

БИОХИМИЯ  том  72  вып.  11  2007

1555

Рис. 7. Нарушение морфогенеза кремнистых структур по данным ТЭМ ультратонких срезов клеток S. acus subsp. radians
(К1), выращенных при различных соотношениях Ge/Si. а–г – Влияние на закладку поясковых ободков, д–л – влияние
на закладку дочерних створок. а, д – Контроль; е – Ge/Si 0,01; б, ж, з, п – Ge/Si 0,05; в, г, и, к, о, р – Ge/Si 0,1; л–н – Ge/Si 1;
м – увеличенная электронно�плотная вакуоль дочерней створки; н – продольный срез клетки; о – срез по косой. Э – Эпи�
тека, Г – гипотека, ДС – образующиеся дочерние створки, ПО – поясковый ободок, Хл – хлоропласт, АГ – аппарат
Гольджи, Я – ядро, М – митохондрия. Черные и белые крупные стрелки – нарушения структур пояскового ободка и до�
черних створок соответственно. Черные головки стрелок – слоистые включения. Масштаб: а–л, o–p – 1 мкм, м – 500 нм 
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транспорта Si(OH)4 и ее полной полимеризации
в кварцевое стекло с удельной плотностью 2,0
должны быть хорошо согласованы, чтобы не до�
пускать преждевременного образования твер�
дых частиц в «неправильных» местах.

Германий по сравнению с кремнием облада�
ет более сильными металлическими свойствами
и, неся частичный положительный заряд, легче
атакуется электронной парой кислорода вступа�
ющего в реакцию силикатного остатка: 

Этим можно объяснить наблюдаемую в экс�
перименте повышенную скорость коагуляции
кремнезема в присутствии германиевой кисло�
ты (рис. 8). По�видимому, высокая электро�
фильность Ge и обусловливает ускорение про�
цесса выпадения силикагеля, которое происхо�
дит внутри SDV. Это приводит к преждевремен�
ному образованию геля кремнезема, нарушает
нормальный процесс его дегидратации и лиша�
ет клетку возможности контролировать пра�
вильную форму дочерних створок и поясковых
ободков.

Почему отложения кремнезема, образующиеся
в присутствии германиевой кислоты, имеют сло>

истую структуру? Отмеченные аномальные от�
ложения кремнезема имеют слоистое строение
(рис. 7, б–г, ж–о) – области плотного кремнезе�
ма, близкого к материалу нормальных створок,
чередуются с более электронно�прозрачными.
Обычно на ультратонких срезах SDV видна
электронно�плотная часть уже отложившегося
кремнезема, разреженные края которого в нап�
равлении к силикалемме переходят в «пустое»
пространство [27, рис. 13, d], SDV постепенно
расширяется до размеров зрелой структуры
(створки или пояскового ободка) [27]. Рассмот�
рение ранних стадий синтеза створок диатомей
в ТЭМ [2, 22, рис. 14, 15] показывает, что крем�
незем откладывается в виде плоских структур с
округлыми краями, внутри которых встречают�
ся полые «пузырьки» (их наличие может свиде�
тельствовать о том, что в ходе синтеза застывает
жидкость [18]). Формирование створок и пояс�
ковых ободков в SDV проиисходит путем после�
довательного отложения новых порций кремне�
зема [22, 28], но образующийся при этом мате�
риал имеет цельную электронно�плотную
структуру. Несмотря на высокую (до 340 мМ)
концентрацию растворимых форм кремниевой
кислоты в диатомеях, очевидно, что образова�
ние твердых кремнеземных частиц должно соп�
ровождаться освобождением большого количе�
ства воды, поскольку 340 мМ соответствует 2%
SiO2 и 98% H2O. В случае нормального функци�
онирования SDV должен существовать некий
механизм удаления этой воды (возможно, пос�
редством аквапоринов [18]). Преждевременное
осаждение кремнезема под действием германи�
евой кислоты, видимо, нарушает этот механизм,
вода не успевает удаляться и остается в составе
более прозрачного слоя.

Таким образом, германиевая кислота при
попадании в клетки диатомей нарушает нор�
мальный механизм формирования новых ство�
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Рис. 8. Конденсация кремниевой кислоты в присутствии ПАА (центральная кювета). В правой кювете 5%�ная кремние�
вая кислота заменена на германиевую, левая кювета – контроль (вода). Числа на фотографиях – время от начала опыта в
минутах
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рок, а при больших концентрациях вызывает ги�
бель клеток, воздействуя, вероятно, на стадию
коагуляции кремнезема. По нашему мнению,
дегидратация кремнезема, происходящая внут�
ри SDV, является ключевым моментом в опреде�
лении «правильной» морфологии формирую�
щихся элементов.
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Addition of germanic acid to a medium supporting cultures of a freshwater diatom Synedra acus subsp. radians (Kutz.)
Skabitsch. does not significantly inhibit its growth at a mole ratio Ge/Si 0.01, but arrests the growth at Ge/Si 0.05 and
more. ICP�MS analysis has shown that at Ge/Si 0.01, germanium accumulates both in the cytoplasm and in siliceous
frustules, whereas at Ge/Si 0.05 it is mostly incorporated in the cytoplasm rather than in siliceous frustules. At Ge/Si
0.1, uptake of germanium by frustules ceases. Studies of the morphology of cells by means of light and epifluorescence
microscopy, as well as by transmission electron microscopy, revealed that high concentrations of germanic acid induce
aberrations of morphogenesis of siliceous frustules and accumulation of large rhodamine�stained inclusions contain�
ing electron�dense material. Model chemical experiments with over�saturated solutions of silicic acid revealed that
addition of 5% of germanic acid accelerates coagulation of silica. Hence, the toxic effect of germanic acid upon
diatoms can be a consequence of irregular coagulation of silica. 

Key words: diatoms, silica, germanium, polyallylamine, morphogenesis, epifluorescence, transmission electron
microscopy


