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Проведено сравнение микроморфологической структуры и получено статистически 

значимое распределение по размерам микрофибрилл растительной и бактериальной 

целлюлозы. Морфологические особенности структуры микрофибрилл определяли с 

применением сканирующего электронного микроскопа Sigma VP ZEISS и атомно-

силового микроскопа Multimod 8 Bruker. Информативность снимков с наименьшей 

степенью деформации микрофибрилл была достигнута за счет скалывания образца 

древесины, что позволило визуализировать отдельные фибриллы или их пучки. Для 

раскрытия лигногемицеллюлозной матрицы, искажающей изображение микрофиб-

рилл древесины на снимках, применен гидролиз гемицеллюлоз путем кратковремен-

ного нагрева древесины в воде до температуры 235 °С. Снимки бактериальной цел-

люлозы получены без предварительной пробоподготовки образцов. Показано, что 

поперечные размеры микрофибрилл не зависят от слоя клеточной стенки, в котором 

они локализованы, и практически одинаковы для древесных и травянистых однолет-

них растений (при среднем значении 27 нм для можжевельника). Поперечный размер 

микрофибрилл бактериальной целлюлозы в среднем составил 34 нм при  отсутствии 

строгой ориентации элементов надмолекулярной структуры, что характерно и для 

одной из основных структурных частей клеточной стенки растений – первичной стен-

ки. Бимодальный характер кривой распределения размеров микрофибрилл бактери-

альной целлюлозы показывает способность микрофибрилл к параллельной укладке. 

Учитывая статистически близкое распределение размеров микрофибрилл целлюлозы 

растительного и бактериального происхождений, а также аналогичное кристалличе-

ское строение образцов, можно предположить наличие идентичных этапов биосинтеза 

слоя S2 в растениях и бактериальной целлюлозе. 
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Введение 

 

Формирование целлюлозного волокна древесины является одним из 

фундаментальных биологических процессов, представляющих существенный 

экономический и коммерческий интерес. В процессе формирования древеси-

ны большая часть глюкозы из углеводного обмена направлена на образование 

целлюлозы в структуре клеточной стенки [8].  

Надмолекулярная структура относится к основным факторам, опреде-

ляющим свойства полимеров. Целлюлоза в растительных клеточных стенках 

находится в виде фибрилл (нитевидных частиц), состоящих из микрофибрилл, 

которые представляют собой пачки молекул. Таким образом, микрофибриллы,  

являясь первичными элементами в надмолекулярной структуре целлюлозы, 

могут собираться в более крупные агрегаты – фибриллы (макрофибриллы), и 

распадаться на более тонкие элементы (элементарные фибриллы) [3]. 

Кроме растений, способность к образованию целлюлозы также обнару-

жена у простейших, животных (оболочники) и некоторых родов бактерий 

(Acetobacter, Agrobacterium, Aerobacter, Achromobacter, Azotobacter, Rhizo-

bium, цианобактерии и т. д.) [20]. Несмотря на интерес к процессу биосинтеза 

целлюлозы, остается актуальным вопрос о распределении размеров микро-

фибрилл, формируемых разными видами организмов.  

Растения – основные источники целлюлозы. В структуре растительной 

целлюлозы, соответствующей полиморфной модификации целлюлозы I, глю-

кановые цепи формируют микрофибриллу размером в среднем около 3 нм 

(для большинства растений), но для ряда видов, в частности красных водо-

рослей Erythroc1adia subintegra, размер микрофибрилл может варьироваться 

от 10 до 68 нм [19].  

Процесс биосинтеза катализируется целлюлозосинтазой, которая сов-

местно с другими ферментами обеспечивает формирование гомополимеров 

β-1,4-глюкана в микрофибриллы из 36 глюкановых цепей. Синтез целлюло-

зы обеспечивается большим комплексом ферментов, ассоциированных с 

плазматической мембраной [10]. Размеры микрофибрилл в зависимости от 

вида организма могут варьировать от элементарной фибриллы из 36 цепей 

до очень крупных фибрилл целлюлозы водорослей, которые содержат более 

200 цепей [18].  

Фибриллы растительной целлюлозы – неотъемлемая часть комплекса 

полисахаридов клеточной стенки. Формирование клеточной стенки остается 

актуальной темой многих исследований в связи со сложностью такой надмо-

лекулярной структуры. В ее состав входят полимеры, имеющие свои особен-

ности строения и неравномерную локализацию. Синтез полимеров клеточной 

стенки локализован в нескольких компартментах клетки. При этом полисаха-

риды не синтезируются в самой клеточной стенке. Ферменты синтеза целлю-
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лозы встроены в плазмалемму. Матриксные полисахариды синтезируются в 

аппарате Гольджи, везикулы которого доставляют их к плазматической мем-

бране, затем сливаются с ней, выбрасывая содержимое в апопласт [6]. 

Традиционным представлением о строении клеточной стенки расти-

тельной клетки является выделение двух основных структурных частей –  

первичной  Р и вторичной S стенок. Первичная стенка – тонкий слой, состоя-

щий из целлюлозы, гемицеллюлоз, пектиновых веществ, белков и лигнина, 

откладывающегося в период одревеснения. В период утолщения клеточной 

стенки образуется вторичная стенка, состоящая из трех слоев: наружного S1, 

среднего S2 и внутреннего S3. Слой S2, образующий основную часть клеточ-

ной стенки с наиболее высокой степенью ориентации, состоит из тонких ла-

мелл. Микрофибриллы в этих ламеллах идут по крутым спиралям (право 

направленным) под углом к оси волокна [1]. 

Непосредственный предшественник биосинтеза целлюлозы – уридин-

дифосфоглюкоза, продукт метаболизма многих организмов, в том числе и  

растений. Метаболизм включает фосфорилирование глюкозы до глюкозы-6-

фосфата, катализируемое глюкокиназой, с последующей изомеризацией про-

межуточного продукта до глюкозы-1-фосфата, катализируемой фосфоглюко-

мутазой, и конверсию метаболита до уридиндифосфоглюкозы соответствую-

щей пирофосфорилазой. Под действием целлюлозосинтазы уридиндифосфо-

глюкоза полимеризуется до целлюлозы [18]. Сходные клеточные механизмы 

биосинтеза целлюлозы отмечают у разных видов организмов. 

Несмотря на широкое практическое применение растительной целлюло-

зы в хозяйственной деятельности человека, при изучении механизма биосин-

теза целлюлозы часто используемым модельным организмом служат бактерии 

вида Acetobacter xylinum. Бактериальная целлюлоза является новым наномате-

риалом для изучения, который наравне с растительной целлюлозой нашел 

широкое применение в медицине, производстве косметики и пищевой про-

мышленности. Ее получают в виде пленки, синтезируемой бактериями A. 

xylinum, которые производят внеклеточный материал (или пелликулу), вклю-

чающий структурированные случайным образом целлюлозные пучки, состо-

ящие из микрофибрилл. Полагают [15], что бактерии A. xylinum способны по-

лимеризовать посредством целлюлозосинтазы – комплекса, расположенного в 

мембране клетки, до 200 тыс. молекул глюкозы в секунду. На поверхности 

клетки обнаружено порядка 50–80 таких сайтов биосинтеза. Выделение фер-

ментов в среду приводит к образованию пучков глюкановых цепей длиной 

1…9 мкм, которые объединяются по 10–15 цепей в фибриллы толщиной око-

ло 1,5 нм. Такие фибриллы затем собираются в микрофибриллы, которые аг-

регируют в пучки размером 50…80 нм. Пучки удлиняются при непосред-

ственном контакте с клеточной оболочкой и остаются ассоциированными с 

клеткой при ее делении [18].  

Новыми направлениями исследований в этой области можно считать 

получение новых данных по геномике и протеомике, позволивших значитель-
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но обогатить понимание метаболизма клеточной стенки, а также биосинтез 

целлюлозы in vitro. На основании гомологии растительных и бактериальных 

консервативных мотивов в растениях были идентифицированы гены, кодиру-

ющие целлюлозосинтазу [17, 20]. С помощью трансмиссионной электронной 

микроскопии и рентгеновского анализа исследован механизм образования 

целлюлозных микрофибрилл с использованием нерастворимых дисперсных 

ферментных препаратов, выделенных из клеток A. xylinum, и уридиндифосфо-

глюкозы в бесклеточной системе при отсутствии в среде «затравок» целлюло-

зы [12].  

По мере разработки методических подходов особенности строения 

микрофибрилл рассматривались более детально. Однако длину цепочки цел-

люлозных микрофибрилл достаточно трудно измерить. Длина была опреде-

лена путем взвешивания выделенных разными методами целлюлозных мо-

лекул и составила около 35…50 тыс. Å в зависимости от степени полимери-

зации. Результаты рентгеновского анализа показали, что в зависимости от 

образца размеры кристаллита составляют 20… 200 Å в ширину и  20…170 Å 

в толщину [3]. 

Несмотря на актуальность исследований в области химии и физиологии 

древесины, вопросы биосинтеза и формирования надмолекулярной структуры 

целлюлозы, в частности микрофибрилл, остаются дискуссионными.  

Цель данной работы – сравнение микроморфологической структуры и 

получение статистически значимого распределения по размерам микрофиб-

рилл растительной и бактериальной видов целлюлозы.  

 

Объект и методы исследований 

 

Исследования ультраструктуры клеточной стенки слоя S2 проводили на 

образце древесины можжевельника обыкновенного (Juniperus communis L.f. 

typica), отобранного в Приморском районе Архангельской области. Образцы 

предварительно были подвергнуты автогидролизу путем кратковременного (3 

мин) нагревания в воде до температуры 235 °С [9]. 

Снимки микрофибрилл целлюлозных образцов получали на сканирую-

щем электронном микроскопе (SEM) Sigma VP ZEISS (ускоряющее напряже-

ние 10 кВ, детектор InLens). Для повышения контрастности снимков на по-

верхность сколов древесины наносили золото-палладиевое покрытие, исполь-

зуя для этого устройство для напыления Q150TES (компания QUORUM). 

Бактериальную целлюлозу получали, культивируя симбиоз бактерий 

рода Acetobacter и дрожжей на синтетической глюкозной среде в статических 

условиях при температуре 25 °С в течение 5 сут, микроскопирование снимков 

бактериальной целлюлозы проведено на SEM Sigma VP ZEISS и атомно-

силовом микроскопе (ACM) Multimod 8 Bruker без предварительной пробо-

подготовки образцов и отделения массы клеток.  
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Экспериментальная часть 

 

Растительная клеточная стенка была первой субклеточной структурой, 

увиденной исследователями [6]. Только у растительных клеток матрикс, в ко-

торый они погружены, высоко структурирован, его называют стенкой. Расти-

тельная клеточная стенка отличается разнообразием компонентов, у которых 

детерминированы детали строения и локализации.  

Электронная микроскопия позволила выявить, что основным элементом 

надмолекулярной структуры целлюлозы является микрофибрилла. Целлюлоз-

ные микрофибриллы в клеточной стенке образуют каркас, заключенный в 

лигноуглеводной (лигнин-гемицеллюлозной) матрице. 

Для получения максимально информативных снимков с наименьшей 

степенью деформации поперечных размеров микрофибрилл целесообразно 

проводить не срезание, а скалывание образца. В отличие от традиционно 

применяемого метода, когда нож микротома деформирует микрофибриллы в 

плоскости среза, на сколе наблюдаются отдельные вытянутые фибриллы или 

их пучки. Основная масса микрофибрилл древесины «утоплена» в лигноге-

мицеллюлозной матрице, что при традиционном методе пробоподготовки 

приводит к получению нечеткого изображения отдельных микрофибрилл 

(рис. 1, а). 

 

  
 

Рис. 1. Микрофибриллы целлюлозы на поперечном сколе клеточной стенки (слой S2) 

древесины можжевельника до (а) и после (б) автогидролиза (масштабная линейка:  

                                                      а – 500 нм, б – 50 нм) 

 

Для определения статистически значимого распределения размеров 

древесных микрофибрилл перспективным методом дальнейшего раскрытия 

структуры является гидролиз гемицеллюлоз. Кратковременный (3 мин) нагрев 

древесины в воде до температуры 235 °С [9] приводит к деструкции гемицел-

люлоз по месту их нахождения в клеточной стенке и не осложняется топохи-

мическими факторами. В результате чего обеспечивается визуализация мик-

рофибрилл на сколах клеточной стенки (рис. 1, б). 
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Слои клеточной стенки и отдельные ламеллы отличаются ориентацией 

целлюлозных микрофибрилл и хорошо различимы на микрофотографиях.  

У трахеид и волокон либриформа характер ориентации микрофибрилл при-

мерно одинаков (рис. 2). 

В соответствии с ранее полученными результатами [4] при исследова-

нии надмолекулярной структуры древесины можжевельника на торцовом 

сколе показано (рис. 2, а), что ориентация микрофибрилл определяется слоем 

вторичной стенки, в которой они локализованы. Несмотря на различную ори-

ентацию, поперечные размеры микрофибрилл во всех слоях вторичной стенки 

практически одинаковы. 

Аналогичная ситуация отмечена и для лиственных пород дерева. На фо-

тографии тангенциального скола древесины березы (рис. 2, б) изображен 

наружный слой S1, в котором наблюдается спиральная ориентация микрофиб-

рилл. Угол наклона микрофибрилл к оси волокна составляет для волокон либ-

риформа и трахеид 50…70° [1]. 

 

 

  

  
 

Рис. 2. Микрофибриллы целлюлозы растительного происхождения: а – скол клеточ-

ной стенки можжевельника; б – скол слоя S1 клеточной стенки березы; в – микрофиб-

риллы слоя Р клеточной стенки ели; г – скол слоя S2 клеточной стенки соломы  

                    пшеницы (масштабная линейка: а, б, г – 200 нм, в – 100 нм) 
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В первичной стенке Р доля целлюлозы мала, и ее микрофибриллы обра-

зуют беспорядочную сетку. На радиальном сколе образца древесины ели  

(рис. 2, в) показаны микрофибриллы в местах образования пор (в первичной 

стенке Р) при формировании структуры волокна. Укладка микрофибрилл не 

имеет четкой ориентации, их поперечный размер составляет в среднем  

30 нм. Существует мнение [14], что размеры микрофибрилл в первичной 

стенке растений несколько меньше, чем во вторичной, а результаты определе-

ния существенно зависят от вида организма и методики определения.  

В сравнении с древесными породами травянистые однолетние растения 

(в качестве примера на микрофотографиях (рис. 2, г) показан слой S2 на ради-

альном сколе в структуре соломы пшеницы), также имеют аналогичную лока-

лизацию слоев вторичной стенки, при которой внутренний слой S2 отличается 

высокой степенью ориентации микрофибрилл. Поперечный размер микро-

фибрилл травянистых растений идентичен размеру микрофибрилл древесных 

пород.  

В отличие от растительной бактериальная целлюлоза имеет уникальный 

механизм синтеза цепей с последующей самосборкой. Авторы [15, 16] отме-

чают, что отдельная клетка A. xylinum обеспечивает биосинтез целлюлозы за 

счет 50–80 сайтов терминального комплекса целлюлозосинтазы, расположен-

ных в цитоплазматической мембране клетки. Такие структуры липополисаха-

ридного слоя предположительно являются сайтами выделения целлюлозных 

полимеров из примерно 10–15 цепей, которые при ассоциации друг с другом 

формируют фибриллы толщиной 1,5 нм. Последующая агрегация приводит к 

образованию фибриллярной структуры толщиной примерно 50…80 нм, что в 

200 раз тоньше хлопкового волокна.  

Микроскопирование пленки, образовавшейся в 5-суточной культуре ук-

суснокислых бактерий A. xylinum в симбиотическом комплексе с дрожжевыми 

микроорганизмами, проведенное на электронном растровом микроскопе Zeiss 

SIGMA VP, показало наличие однородных микрофибрилл целлюлозы с клет-

ками микроорганизмов. На микрофотографии (рис. 3, а и б) хорошо видна 

рыхлая сетчатая структура бактериальной целлюлозы, которую составляют 

микрофибриллы и бактериальные клетки-продуценты. 

Биосинтез целлюлозы в бактериальных клетках протекает с участием 

ферментных систем, интегрированных в липопротеиновый слой цитоплазма-

тической мембраны клетки. На снимке (рис. 3, в и г) показана поверхность 

слоя бактериальной целлюлозы, синтезируемой клеткой-продуцентом. В ре-

зультате каталитического процесса, инициируемого интегральными белками-

ферментами в мембране клетки, микрофибриллы синтезируются и формируют 

внеклеточную целлюлозную структуру. 

С использованием полуавтоматического метода измерения, предостав-

ляемого программой SmartTiff («Zeiss»), на снимках были определены попе-

речные размеры около 2 тыс. микрофибрилл слоя S2 клеточной стенки древе-

сины можжевельника обыкновенного и бактериальной целлюлозы [5]. 
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Рис. 3. Микрофибриллы бактериальной целлюлозы, полученные с помощью SEM 

Sigma VP ZEISS (а, б) и АСМ Multimod 8 Bruker (в, г) 

(масштабная линейка: а, б – 200 нм; в, г – 2 мкм) 

 
При построении гистограммы распределения микрофибрилл слоя S2 

древесины можжевельника обыкновенного обнаружено, что размер микро-
фибрилл варьирует от 10 до 63 нм, средний размер – 27 нм (рис. 4). 

Исследование частоты встречаемости микрофибрилл бактериальной 
целлюлозы в исследуемом образце показало, что среднее значение их размера 
составляет 34 нм (рис. 4). Полученное значение близко к среднему размеру 
микрофибрилл 35…40 нм, установленному для бактериальной целлюлозы, 
синтезированной на гидролизатах растительного сырья [11]. 

В отличие от древесной, распределение микрофибрилл бактериальной 
целлюлозы имеет два пика на гистограмме в диапазонах 35…40 и 45…50 нм. 
Кривая целлюлозы распределения размеров микрофибрилл бактериальной 
целлюлозы носит бимодальный характер. Пик в диапазоне размеров  
45…50 нм отвечает поперечным размерам «сдвоенных» микрофибрилл, кото-
рые были определены при статистическом анализе. Бимодальный характер 
кривой показывает способность микрофибрилл к параллельной укладке и 
парной самоорганизации. 
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Рис. 4. Распределение по размеру микрофибрилл целлюлозы слоя S2 древесины  

              можжевельника обыкновенного (РЦ) и бактериальной целлюлозы (БЦ)  

 

Учитывая статистически близкое распределение размеров микрофиб-

рилл целлюлозы растительного и бактериального происхождения, а также 

аналогичное кристаллическое строение образцов [7, 13], можно предположить 

наличие идентичных этапов биосинтеза слоя S2 в растениях и бактериальной 

целлюлозе. 

Заключение 

 

Ориентация целлюлозных микрофибрилл играет важную роль в опреде-

лении формы и других морфологических особенностей растительных клеток. 

На ориентацию и укладку микрофибрилл растительных организмов суще-

ственное влияние оказывают такие факторы, как сложный компонентный со-

став клеточной стенки (наличие лигнина и гемицеллюлоз); наличие подвиж-

ных розетт, интегрированных в липопротеиновую мембрану и ферментативно 

регулирующих биосинтез целлюлозы; положение микротрубочек, так как 

большинство микротрубочек в кортикальном (околомембранном) слое цито-

плазмы ориентировано подобно целлюлозным микрофибриллам [2, 6]. 

Поперечные размеры микрофибрилл древесных растений не зависят от 

слоя клеточной стенки, в котором они локализованы, и практически одинако-

вы. Травянистые однолетние растения имеют аналогичную локализацию сло-

ев вторичной стенки, поперечный размер их микрофибрилл идентичен разме-

ру микрофибрилл древесных пород. Размер микрофибрилл целлюлозы расти-

тельного происхождения, измеренный для слоя S2 древесины можжевельника, 

варьирует от 10 до 63 нм при среднем значении 27 нм. 

Бактериальные клетки при глубинном способе культивирования также 

синтезируют целлюлозу в виде микрофибрилл, однако в этом случае структу-

рирования целлюлозной матрицы и параллельной укладки микрофибрилл не 
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происходит. Отсутствие пространственных ограничений для передвижения 

бактериальной клетки-продуцента в объеме культуральной среды приводит к 

формированию сетчатой целлюлозной матрицы, у которой отсутствует стро-

гая ориентация элементов надмолекулярной структуры, что характерно и для 

слоя Р клеточной стенки растений. Микрофибриллы располагаются хаотично 

и выполняют защитные функции по отношению к клеткам. Поперечный раз-

мер микрофибрилл бактериальной целлюлозы в среднем составляет 34 нм. 

Бимодальный характер кривой распределения размеров микрофибрилл бакте-

риальной целлюлозы показывает способность микрофибрилл к параллельной 

укладке, при этом наиболее распространенным случаем такой ориентации яв-

ляется образование «сдвоенных» микрофибрилл.  
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The authors made a comparison of the micromorphological structure and obtained a statisti-

cally significant size distribution of plant and bacterial cellulose microfibrils. Morphological 

features of the microfibrils structure were studied using a SEM Sigma VP ZEISS scanning 

electron microscope and an ACM Multimod 8 Bruker atomic-force microscope. The image 

informativity of the least degree of the microfibrils deformation was achieved by cleaving of 

the timber sample, which detected the individual fibrils or their bundles. We applied the 

hemicellulose hydrolysis by briefly heating the wood in the water up to temperature  
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of 235 °C to disclose the ligno-hemicellulosic matrix, distorting the image of wood microfi-

brils in the pictures. Bacterial cellulose images were obtained without a prior sample prepa-

ration. The cross-sectional dimensions of microfibrils did not depend on the cell wall layer, 

where they were localized, and were virtually the same for woody and herbaceous annual 

plants (with a mean of 27 nm for juniper). The cross-sectional size of microfibrils of bacte-

rial cellulose was 34 nm at an average without a strict orientation of elements of the supra-

molecular structure. It was also typical for one of the main structural parts of the plant cell 

wall – a primary wall. The bimodal nature of the size distribution curve of bacterial cellu-

lose microfibrils demonstrated the microfibrils ability to the parallel placing. Taking into 

consideration the statistically close size distribution of cellulose microfibrils of plant and 

bacterial origin, and a similar crystal structure of the samples, we can assume the presence 

of identical stages of biosynthesis of the S2 layer in plants and bacterial cellulose. 

 

Keywords: microfibril, bacterial cellulose, Acetobacter xylinum, scanning electron micro-

scope, atomic-force microscope. 
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