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РЕФЕРАТ Развитие микроскопии обеспечило серьезный прорыв в биологических исследованиях на ру-
беже 20–21 вв. Световая флуоресцентная микроскопия с суперразрешением позволила визуализировать 
субклеточные структуры вплоть до локализации в них отдельных молекул и их взаимного располо-
жения на масштабах десятков нанометров, а современная электронная микроскопия дала возможность 
изучать строение белковых комплексов с разрешением, приближающимся к атомному, в их нативном 
внутриклеточном окружении. Однако и флуоресцентная, и электронная микроскопия не преодолели 
своих естественных ограничений – зависимости от меток и жестких требований к объему образца со-
ответственно. На роль метода, компенсирующего эти ограничения, претендует микроскопия в мягком 
рентгеновском диапазоне. Этот метод позволяет наблюдать всю совокупность субклеточных структур 
в состоянии, близком к нативному, без химической фиксации и применения меток, с изотропным раз-
решением порядка 40–70 нм, перекрывая пусть и сокращающийся, но все еще существующий зазор 
в разрешающей способности между световой и электронной микроскопией, при этом сочетаясь с пер-
вой и, потенциально, со второй. Настоящий обзор ставит своей целью рассмотреть вклад и вычленить 
принципиально новые возможности, которые уже дала биологическая микроскопия в мягком рентге-
новском диапазоне, проанализировать особенности этого метода и оценить потенциальные направле-
ния его дальнейшего развития применительно к клеточно-биологическим исследованиям.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА рентгеновская микроскопия, клеточная биология, мягкое рентгеновское излучение, 
окно прозрачности воды, криотомография.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ктМРД – криотомография в мягком рентгеновском диапазоне; МРМ – мяг-
кая рентгеновская микроскопия; ЭМ – электронная микроскопия (микроскоп); SMLM (Single 
Molecule Localization Microscopy) – локализационная микроскопия; STED (STimulated Emission 
Depletion) – микроскопия с гашением за счет вынужденного излучения; SIM/3D-SIM (Structured 
Illumination Microscopy) – микроскопия структурированного освещения; ЭПР – эндоплазматический 
ретикулум.
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ПРИНЦИПЫ МРМ И ЕЕ СРАВНЕНИЕ С ДРУГИМИ 
ВИДАМИ МИКРОСКОПИИ
Совокупность современных методов микроскопиче-
ского исследования в биологии позволяет решать 
самые разнообразные задачи: от наблюдения за раз-
витием эмбрионов через локализацию единичных 
молекул в клетке до прямой визуализации струк-
туры макромолекул в их нативном состоянии [1–3]. 
Развитие как световой, так и электронной микро-
скопии постоянно расширяет спектр возможностей 

для исследователей, однако при всех достигнутых 
успехах и тот, и другой подходы сохраняют свои 
принципиальные ограничения. 

Световая микроскопия развивается в направле-
нии совершенствования флуоресцентных методов, 
главным достоинством которых является высо-
кий контраст получаемого изображения в сочета-
нии с высочайшей избирательностью и чувстви-
тельностью методов флуоресцентного мечения [4]. 
Эксплуатация этих особенностей дала возможность 
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обойти дифракционное ограничение разрешающей 
способности световых микроскопов. В вошедших 
в широкое употребление методах световой микро-
скопии с суперразрешением рутинно реализуется 
разрешение порядка 30 нм [1]. Но достоинства флу-
оресцентной микроскопии являются одновременно 
и ее ограничениями. Позволяя наблюдать меченые 
молекулы и структуры, ими формируемые, флуо-
ресцентный микроскоп не показывает компоненты, 
не несущие метки (рис. 1А,Г). Использование более 
трех-четырех флуоресцентных меток в одном экс-
перименте затруднительно, а методы «оптического» 
контрастирования – фазовый и дифференциально-
интерференционный контраст – существенно про-
игрывают флуоресценции по разрешающей силе 
(рис. 1А,Г). Немаловажным ограничением боль-
шинства флуоресцентных методов, направленных 
на максимальное увеличение разрешающей силы, 
является анизотропия разрешения – в аксиальном 
направлении предельное разрешение улучшается 
обратно пропорционально удвоенному квадрату чис-
ловой апертуры, в то время как латеральное разре-
шение обратно пропорционально ее первой степени.

Фундаментальным ограничением для просвечи-
вающей электронной микроскопии является длина 
свободного пробега электрона в веществе, в макси-
муме не превышающая 300–500 нм, поэтому иссле-
дование с помощью ПЭМ требует приготовления 
ультратонких срезов исследуемого объекта, толщи-
на которых сопоставима с длиной свободного пробе-
га электронов [5]. Выполнение этого требования тре-
бует химической фиксации, изменяющей структуру 
и состав образца [5, 6]. Необходимость исследования 
серии срезов, иногда до сотен штук, затрудняет из-
учение трехмерной организации клетки, размеры 
которой на два порядка превосходят допустимую 
толщину срезов. Для преодоления этого ограниче-
ния используют разнообразные подходы, каждый 
из которых является компромиссом между вели-
чиной исследуемого объема, разрешающей силой 
и трудозатратами [7]. 

Методы криоэлектронной томографии, главным 
преимуществом которых является сохранение на-
тивного строения и состава клетки, ограничены еще 
сильнее. Особенности пробоподготовки заставля-
ют исследователей фокусироваться на той части 
клетки, где ее толщина мала, или необходимо из-
готовить из клетки методами травления ионным 
лучом единичную пластинку-ламель толщиной 
100–500 нм. Поэтому главное применение крио-ЭМ-
томографии – именно анализ макромолекулярных 
комплексов в их нативном окружении [8].

На роль метода, который в какой-то мере по-
зволяет преодолеть описанные ограничения, пре-

тендует наиболее развитое на сегодняшний день 
направление биологической мягкой рентгеновской 
микроскопии (МРМ) – криотомография в мягком 
рентгеновском диапазоне (ктМРД, cryo-SXT) [9]. 
Этот метод обладает следующим набором характе-
ристик: 1) обеспечивает разрешение порядка 50 нм 
и 2) возможность исследовать объекты толщиной 
около 10 мкм без приготовления срезов 3) в близ-
ком к нативному витрифицированном состоянии 
и 4) без применения дополнительного контрастиро-
вания и селективных меток для выявления многих 
субклеточных структур. 

В данном обзоре рассмотрены принципы метода, 
инструментальная база и вклад микроскопии мягко-
го рентгеновского диапазона в клеточную биологию. 
Выделены направления исследований, в которых 
особенности МРМ являются наиболее выигрышны-
ми, оценены перспективы дальнейшего развития 
и внедрения МРМ в клеточной биологии.

В методе МРМ используется рентгеновское из-
лучение с энергией квантов порядка 500 эВ (длины 
волн от 2.3 до 4.4 нм), соответствующей так называ-
емому «окну прозрачности воды». В этом диапазоне 
энергий атомы кислорода, а стало быть, и молекулы 
воды слабо поглощают рентгеновские фотоны (в за-
висимости от длины волны поглощение составляет 
от 10 до 40% в слое воды толщиной 1 мкм). Таким 
образом, для исследования оказывается доступным 
образец толщиной до 15 мкм [10–12]. Атомы угле-
рода и других легких элементов становятся в этих 
условиях эффективными генераторами абсорбцион-
ного контраста. Современные синхротроны в боль-
шинстве своем имеют возможность генерировать 
излучение с такой энергией и с высокой интенсив-
ностью светового потока [13].

Станция, предназначенная для проведения иссле-
дований с применением МРМ, состоит из синхро-
тронного источника рентгеновских фотонов, моно-
хроматора, фокусирующей системы, освещающей 
выходную апертуру (осветитель для микроскопа), 
и самого микроскопа, где в качестве конденсора 
используется или зонная пластинка или так назы-
ваемый «капиллярный конденсор». Конденсор про-
ецирует на образец уменьшенное изображение вы-
ходной апертуры синхротрона. Образец размещен 
на охлаждаемом поворотном столике с механизмом 
точного позиционирования. В качестве объекти-
ва используется зонная пластинка, формирующая 
увеличенное изображение образца на светочувстви-
тельной матрице цифрового детектора. Оптические 
пути таких станций позволяют формировать изо-
бражения с глубиной фокуса 1.5–10 мкм, а разреше-
ние подобных установок составляет от 30 до 70 нм 
[10, 13, 14]. Сменные зонные пластинки-объективы 
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позволяют выбирать между глубиной фокуса и раз-
решающей силой [15].

При таком сочетании параметров оптического 
пути и толщины объекта изображение неизбеж-
но будет представлять собой почти недоступную 
для визуальной расшифровки сумму проекций всех 
внутриклеточных структур, поэтому угловая томо-
графия становится наиболее продуктивным спосо-
бом извлечения морфологических данных из такого 
изображения [16]. Высокая яркость синхротронного 
источника излучения позволяет получать необхо-
димый объем данных для томографической рекон-
струкции за разумное время.

В то же время МРД-фотоны не распространяются 
в воздухе, что требует помещения всех оптических 
элементов установки и исследуемого образца в глу-
бокий вакуум [17]. Преодолению этого технического 
затруднения способствовало развитие инструмен-
тальной базы криоэлектронной микроскопии – по-
явление автоматизированных устройств для крио-
фиксации биологических объектов сверхбыстрым 
замораживанием путем погружения в жидкий этан, 
при котором вода не кристаллизуется, а становит-
ся аморфным твердым телом – витрифицируется 
(vitrum – лат. стекло) [18]. Такой образец, при под-
держании его температуры на уровне -180–100°C, 
стабилен в вакууме и устойчив к облучению за счет 
постоянного отведения тепла. 

Вторым вкладом ЭМ в развитие ктМРД ста-
ло создание гониометрических держателей образ-
цов с охлаждением для оснащения ими крио-ЭМ-
инструментов. Эти устройства были адаптированы 
к применению на некоторых МРМ-станциях, пред-
назначенных для проведения биологических ис-
следований, что унифицировало пробоподготов-
ку вплоть до использования стандартных «сеток» 
для ЭМ в МРМ-инструментах, но и внесло ограни-
чения, свойственные ЭМ-томографии, – увеличение 
эффективной толщины образца и его затенение кон-
струкциями держателя при высоких углах поворота 
[10–13]. Особенностью МРМ-станции на синхротро-
не ALS (США) является полноповоротный капил-
лярный держатель образца, изготовленный специ-
ально для этой установки и позволяющий получать 
изотропное разрешение без искажений, вызванных 
ограничениями угла наклона [10, 19]. Витрификация 
образца погружением с использованием автомати-
ческого устройства – быстрый, хотя и требующий 
определенных навыков, процесс; подготовка образца 
к ктМРД-исследованию занимает порядка 4 ч, даже 
если конструкция держателя образца отличается 
особой сложностью [19].

Изображение клетки, получаемое с помощью 
ктМРД, весьма сходно с электронной микрофото-

графией малого увеличения [9, 16, 20] (рис. 1), 
поэтому для реконструкции объема по сериям 
угловых проекций, сегментации и последующего 
анализа пригодны программные пакеты для ра-
боты с ЭМ-данными [12, 13, 20]. Разрабатываются 
и специализированные средства для работы с дан-
ными ктМРД, осуществляющие восстановление 
изображений и повышение их информативности 
[21], облегчающие самый оператор-зависимый 
этап – сегментацию трехмерных данных, вычле-
нение из массива «вокселей» контуров и поверх-
ностей органоидов [22, 23].

Несколько менее приняты биологами просвечи-
вающие сканирующие рентгеновские микроскопы 
(STXM, Scanning Transmission X-ray Microscope), 
работающие в МРД. В этих приборах образец раз-
мещен на сканирующем столике, который смеща-
ет его относительно тонко сфокусированного луча, 
а изображение строится на основе измеряемого то-
чечным однопиксельным детектором изменения яр-
кости проходящего луча от точки к точке [24, 25].

Можно заключить, что МРМ, особенно в реализа-
ции ктМРД, – это зрелый, в смысле развития техни-
ческой базы, метод, ориентированный на биологиче-
ские задачи, работающий на клеточных масштабах 
и занимающий особое место на стыке возможностей 
световой и электронной микроскопии (рис. 1).

ПРИМЕНЕНИЕ МИКРОСКОПИИ МРД В КЛЕТОЧНОЙ 
БИОЛОГИИ
В работе [9] представлен каталог изображений вну-
триклеточных структур, полученных с помощью 
ктМРД, таких, как ядерная оболочка, ядрышко, ми-
тохондрии, лизосомы, ЭПР и другие эндомембра-
ны. Объектом служили криофиксированные транс-
формированные клетки мыши толщиной 6–12 мкм. 
Контролем служили электронно-микроскопические 
изображения тех же структур. Авторы указыва-
ли, что мембранные структуры хорошо различи-
мы и узнаваемы, поскольку визуально восприни-
маются так же, как и с применением ЭМ, однако 
такие белковые компоненты, как субдомены хрома-
тина и ядерные тельца, различимы гораздо хуже 
(что может быть связано с выбором длины волны 
для регистрации изображения), не говоря уже о ри-
босомах и элементах цитоскелета, находящихся 
вблизи границы разрешающей способности инстру-
мента. Какой прогресс был достигнут в применении 
МРМ в клеточной биологии со времени публикации 
этой работы и какие результаты были получены?

Значительная часть работ посвящена примене-
нию метода к различным типам клеток: клеткам 
человека и животных, нормальным, опухолевым, 
зараженным вирусом, контактирующим с нано-



ОБЗОРЫ

 ТОМ 15 № 4 (59) 2023 | ACTA NATURAE | 35

Рис. 1. Микроскопия мягкого рентгеновского диапазона в сравнении со световой флуоресцентной и электронной 
микроскопией. А–В – клетки млекопитающих (фибробласты мыши). А – широкопольная флуоресцентная ми-
кроскопия, фиксированные клетки in vitro: голубой – микротрубочки, флуоресцентно меченные антитела против 
альфа-тубулина; зеленый – новореплицированная ДНК, click-реакция с этинилдезоксиуридином; красный – ядра, 
ДНК-связывающий флуорохром DAPI. Б – виртуальный срез криофиксированной клетки, ктМРД: N – ядро, nu – 
ядрышки; he – гетерохроматин, nmc – впячивание ядерной оболочки внутрь ядра (nuclear membrane channel), 
указатель – ядерная оболочка, черные стрелки – выпячивания внешней мембраны ядерной оболочки (адапти-
ровано с модификациями из [11] CC 4.0 BY). В – электронная микрофотография ультратонкого среза клетки, 
фиксированной альдегидами и контрастированной тяжелыми металлами: стрелка – митохондрия; * – липидные 
капли. Г–Е – дрожжи S. cerevisiae. Г – живая клетка (зигота), целиком широкопольная флуоресцентная микро-
скопия: зеленый – митохондрии, химерный митохондриальный белок Idh1-GFP; красный – мембрана вакуоли, 
флуорохром FM4-64; контуры клетки – дифференциальный интерференционный контраст (фотография лю-
безно предоставлена Кнорре Д.А.). Д – виртуальный срез криофиксированной клетки, полученный методом 
ктМРД: V – вакуоль; CW – клеточная стенка; черный указатель – структура, использованная для корреляции, 
возможно, мелкая липидная капля (адаптировано c модификациями из [15], CC0 1.0). Е – электронная микрофо-
тография ультратонкого среза клетки, фиксированной альдегидами и контрастированной тяжелыми металлами. 
Расположение МРМ, световой и электронной микроскопии в «пространстве разрешающей способности» (Ж). 
Интенсивность цвета соответствует тем масштабам, на которых метод наиболее востребован в исследовании 
структур и функционирования клетки. NA – числовая апертура, геометрическое описание светособирающей 
способности объектива в сочетании с длиной волны излучения (λ) является главным фактором, определяющим 
предельное разрешение объектива: d

xy
 = 0.61 × λ/NA [4]. Фотографии А, В, Е сделаны авторами обзора
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частицами и др. [22, 26–31], дрожжей [16, 26, 32] 
и бактерий [12] для проверки пригодности метода 
или конкретного МРМ-инструмента для решения 
задач визуализации субклеточных структур и срав-
нения МРМ со световой и электронной микроско-
пией. В этих работах вместе с «проверкой концеп-
ции» предлагаются различные усовершенствования 
или комбинации методов, например, корреляция 
флуоресцентной метки с МРМ-изображением [20, 
28] или сочетание ктМРД с маркированием белков 
плазмалеммы антителами, меченными коллоидным 
золотом [29]. 

Параллельно с разработкой методики корреля-
ционного флуоресцентного и МРМ-анализа изуча-
ли также систему эндосом (везикул, вовлеченных 
во внутриклеточное переваривание вещества, погло-
щенного извне) и аутофагосом, инкапсулирующих 
компоненты клетки, подлежащие рециркуляции 
[20]. Для идентификации аутофагосом примени-
ли две флуоресцентные генетически кодируемые 
метки, а весь эндоцитозный компартмент был in 
vivo помечен антителами с меткой коллоидного зо-
лота, захватываемыми клеткой путем эндоцитоза. 
На МРМ-изображении эндосомы идентифицируют-
ся по золотым частицам внутри и имеют прозрач-
ное содержимое. Везикулы, попадающие в зоны 
колокализации флуоресцентных меток, отличают-
ся плотным содержимым и прозрачным гало, соот-
несены с аутофагосомами. С помощью корреляции 
флуоресцентных и МРМ-изображений впервые ви-
зуализированы специализированные зоны генера-
ции многочисленных предшественников аутофаго-
сом (омегасом) в ЭПР. Параллельно подтверждено, 
что при голодании, используемом для инициации 
аутофагии, в системе митохондрий появляются тон-
кие и длинные трубчатые связи между отдельными 
митохондриями. Этот пример анализа системных 
изменений в клетке не только демонстрирует воз-
можности ктМРД в сочетании со световой микро-
скопией, но и представляет новые данные и прямо 
подтверждает результаты, ранее полученные дру-
гими методами.

Возможность ктМРД визуализировать весь объ-
ем клетки, выявлять многие субклеточные системы 
и измерять размеры органелл без применения кон-
трастирования/мечения использовали для исследо-
вания динамики перераспределения секреторных 
гранул тучных клеток при стимуляции антигеном 
[33], опустошения инсулиновых везикул в секре-
торных клетках поджелудочной железы в ответ 
на стимуляцию глюкозой [34], для визуализации 
и количественной оценки предапоптотических из-
менений под действием противоопухолевого агента 
цисплатина в сочетании с адъювантами для сни-

жения его эффективной концентрации [35], оценки 
среднего объема фрагментов митохондрий в рако-
вых клетках после воздействия свободных радика-
лов, генерируемых фотосенсибилизатором на основе 
ионов иридия [36]; для измерения объема мито-
хондрий, радиуса липидных капель и цитоплазма-
тических везикул при заражении клеток вирусом 
SАRS-CoV-2 [37], при анализе перераспределения 
цитоплазматических везикул и изменения морфо-
логии митохондрий под воздействием вируса про-
стого герпеса [22], для извлечения количественных 
параметров ответа эндотелиоцитов на стимуляцию 
глюкозой (in vitro модель процессов повреждения 
сосудов при диабете) [38].

Помимо возможности проводить морфометрию 
на уровне целой клетки, применение ктМРД по-
зволяет обнаруживать новые и, зачастую, неожи-
данные структурные аспекты изучаемых явлений, 
например, формирование тонких, на пределе раз-
решающей силы ктМРД, нитевидных выростов ци-
стерн ЭПР, формирующихся в зонах контактов ЭПР 
с митохондриями [39], маркируемых скоплением 
белков-участников деления митохондрий, выявля-
емых с помощью флуоресцентных химерных кон-
струкций. 

С применением ктМРД визуализировали фраг-
ментацию митохондрий, увеличение числа липидных 
капель и вакуолизацию цитоплазмы в клетках мле-
копитающих и дрожжей при воздействии золотых 
наночастиц и ионов золота [40, 41]. Также показано, 
что небольшая доля золотых наночастиц, поглощен-
ных клеткой, оказывается в цитоплазме, а не в эн-
досомно-лизосомном компартменте. Их количество 
слишком мало для обнаружения по флуоресцентно-
му сигналу и на ультратонких срезах методами ЭМ. 
Кроме того, некоторое количество частиц выявлено 
в липидных каплях, что необычно [40]. 

Биогенные наночастицы золота, формируемые 
клетками дрожжей для последующего их выведе-
ния в периплазматическое пространство, обнаруже-
ны и идентифицированы также при помощи ктМРД. 
Идентификация этих частиц потребовала привлече-
ния дополнительных физических методов измере-
ния, а локализация частиц, в том числе (и впервые) 
в митохондриях, дополнительно подтверждена с по-
мощью ЭМ [41].

Предполагать существование подобных структур 
и явлений a priori невозможно, в световой микро-
скоп они не разрешаются, а случайное их обнару-
жение методами электронной микроскопии крайне 
маловероятно, а если и произошло, то может быть 
проигнорировано. 

Иногда изменения физиологии клетки, например, 
развитие патологии на клеточном уровне, приводят 
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к формированию новых структур, размеры кото-
рых сопоставимы с самой клеткой, что затрудняет 
их детальный анализ и установление топологии 
методами ЭМ, а их тонкая организация находится 
за пределами разрешающей способности светового 
микроскопа. Пример – трансформация ЭПР при за-
ражении вирусом гепатита С, когда эндоплазма-
тическая сеть преобразуется в губчатый лабиринт 
мембранных каналов, занимающий почти всю цито-
плазму [42, 43]. Детальный анализ геометрии мем-
бранных каналов при этой трансформации в мас-
штабе всей клетки проведен с помощью ктМРД [30]. 
Параллельно были исследованы изменения кон-
тактов ЭПР с митохондриями, источниками энер-
гии клетки и важными участниками метаболизма 
липидов, которые также изменяются при вирусной 
инфекции. Производительность ктМРД позволила 
проанализировать динамику процесса преобразо-
вания ЭПР и показать, что преобразование начи-
нается локально, но сразу вовлекает в себя и ЭПР, 
и митохондрии [30].

В работе [44] с применением ктМРД показа-
но, что клетки дрожжей дикого типа и мутанты, 
продуцирующие только триацилглицериды, фор-
мируют гомогенные, эффективно поглощающие 
МРД-фотоны, липидные капли, а в клетках, произ-
водящих только стериды, липидные капли имеют 
прозрачное ядро, окруженное поглощающей оболоч-
кой. Комбинируя данные ктМРД с другими неинва-
зивными методиками, авторы подтвердили предпо-
ложение о слоистой структуре липидных капель c 
ядром из триацилглицеридов и оболочкой из стери-
дов. Эта двухслойная модель предложена на основе 
изучения выделенных липидных капель, но проце-
дура выделения может вызвать перераспределение 
липидов, что не делало результат абсолютно убеди-
тельным.

Показателем состава органелл может быть 
не только плотность органического вещества в них. 
Варьируя длину волны МРД-фотонов, можно иден-
тифицировать элементы, которые имеют пики по-
глощения в диапазоне прозрачности воды, оцени-
вать их концентрацию, определять их состояние 
в кристаллических частицах и зоны их специфи-
ческой концентрации. Это позволяет использовать 
МРМ для изучения таких процессов, как минерали-
зация тканей, формирование скелетов беспозвоноч-
ных, поглощение и выведение из клетки наночастиц 
и других наноконструкций, используя особенности 
их состава в качестве дополнительного критерия 
для их идентификации.

Например, используя излучение с энергией боль-
ше и меньше скачка поглощения азота (410 эВ), ви-
зуализировали распределение азота и отношение 

концентраций азота и углерода в клетках Anabena 
sp. [45]. Эти синезеленые водоросли в условиях го-
лодания по азоту формируют специализированные 
клетки (гетероцисты), фиксирующие атмосферный 
азот. Используя разрешающую силу МРМ, смогли 
идентифицировать вегетативные клетки и гетеро-
цисты и проанализировать исследуемый параметр 
в привязке к клеточному типу, чего ранее не дела-
ли. В клетках обоих типов элементы распределе-
ны неравномерно, отношение концентраций углеро-
да к азоту растет от периферии к центру клетки, 
но периферическая зона гетероцист маркирована 
слоем, обогащенным азотом, чего нет в вегетатив-
ных клетках.

Исследование путей концентрации кальция (края 
поглощения 352.6 и 338.3 эВ) в клетках однокле-
точных водорослей, накапливающих кальцитовые 
включения, и в мезенхимальных клетках личинки 
морского ежа, формирующих спикулы из карбона-
та кальция, показало, что и у водорослей, и у личи-
нок иглокожих есть специализированные везикулы, 
концентрирующие ионы кальция из морской воды 
и служащие промежуточным депо для этого иона 
[46, 47]. У водоросли это одна крупная «вакуолепо-
добная» цистерна [46], а клетки личинок морского 
ежа содержат популяцию везикул диаметром около 
100 нм с концентрацией иона кальция от 1 М (ниж-
ний предел обнаружения) до концентрации, соответ-
ствующей безводному аморфному карбонату каль-
ция, из которого состоит спикула. Использование 
МРМ позволило точно посчитать количество каль-
цийсодержащих везикул [47].

При поглощении клетками млекопитающих на-
ночастиц гидроксиапатита, стимулирующих ре-
генерацию костной ткани, флуоресцентные сен-
соры кальция показывают появление популяции 
кальцийсодержащих везикул, однако применение 
электронной микроскопии не позволяет идентифи-
цировать их на фоне общей совокупности везикул 
в клетках [48]. Применение ктМРД и анализ линей-
ных коэффициентов поглощения органелл позво-
лили вычленить интернализованные наночастицы, 
идентифицировать жировые капли и отдельную 
популяцию везикул с промежуточной эффективно-
стью поглощения, которую соотнесли с мультивези-
кулярными тельцами, а их коэффициент поглоще-
ния увязали с возможностью депонирования в них 
ионов кальция, высвободившихся при растворении 
наночастиц [48].

Большая плотность и, как следствие, повышен-
ный контраст на ктМРД-изображениях, является 
отличительной чертой некоторых внутриклеточных 
патогенов и симбионтов, чем эффективно пользу-
ются исследователи, изучающие жизненные циклы 
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этих организмов и их взаимодействие с клетками. 
При изучении формирования вирионов коровьей 
оспы (Vaccinia) и структур, появляющихся в ин-
фицированных клетках, удалось различить зрелую 
и незрелую форму вирионов и обнаружить «вирус-
ные фабрики», в которых происходит репликация 
вирусных геномов [49]. 

В работе [50] изучен перенос вещества от клетки-
хозяина к вирусу в ходе развития неидентифициро-
ванного гигантского ДНК-вируса (предположитель-
ное Cedratvirus), заражающего амебу Acanthamoeba 
castellanii. Изучена динамика развития инфекции, 
уточнены данные по количеству вирионов, фор-
мирующихся в ходе размножения вируса. На ос-
нове измерения коэффициентов поглощения скор-
ректированы ранние оценки переноса материала, 
полученные более грубыми методами. Показано, 
что в вирионы преобразуется 6–12% вещества клет-
ки-хозяина. Обнаружена структура, возможно, яв-
ляющаяся фабрикой репликации вируса. Показано, 
что изменения затрагивают сократимую ваку-
оль и фагосомы, но не ядро, что позволяет клетке 
функционировать вплоть до лизиса, увеличивая эф-
фективность продукции вируса [50]. Линейная за-
висимость коэффициентов поглощения от концен-
трации органического вещества, визуализируемая 
на ктМРД-изображениях, плюс возможность обра-
ботки всего объема клетки делают ктМРД предпо-
чтительным инструментом для проведения такого 
рода исследований по сравнению с ЭМ, которая по-
зволяет обнаруживать вирионы куда меньшего раз-
мера, но ставит ограничения на объемы выборки. 
Тем не менее, в такого рода работах ЭМ является 
необходимым дополнительным методом, что прямо 
отмечают авторы цитируемых работ.

Полуавтоматическая сегментация изображений 
с последующим измерением объемов бактериаль-
ных клеток показали, что каждая внутриклеточная 
«инклюзия» – вакуоль, в которой размножаются 
патогенные бактерии Chlamydia trachomatis, содер-
жит гораздо более широкий спектр форм клеток, 
чем считалось ранее [51], когда основным инстру-
ментом анализа была реконструкция по серийным 
ЭМ-изображениям (диаметр инклюзии 10–15 мкм). 
Подсчет количества хламидий в инклюзиях по-
казал, что объем индивидуальных бактериальных 
клеток, являющийся главным критерием для раз-
деления инфекционной и пролиферирующей форм 
хламидий, зависит не от абсолютного их количества 
в инклюзии, а от их концентрации. Чем плотнее за-
селена вакуоль, тем реже в ней встречаются круп-
ные и аномально крупные клетки, а значит, концен-
трация клеток может быть сигналом для перехода 
от крупной размножающейся формы к малой ин-

фекционной, что сопровождается лизисом клетки-
хозяина и следующим раундом распространения 
инфекции.

Используя ингибиторный анализ и останавливая 
выход зрелых бесполых клеток (мерозоитов) маля-
рийного плазмодия из эритроцитов на различных 
стадиях этого процесса, ктМРД применили вспо-
могательно, для комплементации и свето-, и элек-
тронно-микроскопических данных [52]. Показано, 
что выход мерозоитов в кровяное русло с разруше-
нием эритроцитов, вызывающий приступ лихорад-
ки при малярии, строго координирован во времени. 
Перед разрушением эритроцита происходит распад 
мембраны вакуоли, в которой продуцируются ме-
розоиты и выход зрелых мерозоитов в цитоплазму 
эритроцита, затем наблюдается коллапс цитоскеле-
та эритроцитов, ведущий к утрате ими их харак-
терной формы и формированию тесных контактов 
между плазмолеммами эритроцита и мерозоитов, 
только после этого происходит выход нового поко-
ления мерозоитов в кровь. ктМРД здесь является 
своеобразной контрольной процедурой, подкрепляю-
щей свето-микроскопические данные структурными 
с лучшим разрешением и позволяющей избежать 
ошибок интерпретации, связанных с особенностями 
подготовки образцов для ЭМ. 

Изучение изменений на уровне отдельных орга-
нелл, происходящих в клетках при инфекции Shigella 
flexneri, с использованием комбинации флуоресцент-
ной микроскопии и ктМРД показало, что при инфек-
ции в клетках происходит фрагментация митохон-
дрий [53]. Корреляция данных световой микроскопии 
и ктМРД позволила визуализировать «ловушку» 
из септинов (белков, участвующих в ремоделирова-
нии мембран, цитоскелета и в инкапсуляции внутри-
клеточных патогенов [54]) вокруг клеток шигеллы, 
а также ее тесную связь с аутофагосомой. 

Крайне любопытным выглядит исследование ме-
ханизмов координации деления хозяина и симбион-
та у Braarudosphaera bigelowii, одноклеточной во-
доросли, в клетках которой облигатно присутствует 
эндосимбионт – цианобактерия с сильно редуциро-
ванным геномом, не способная к самостоятельному 
существованию, но имеющая механизм фиксации 
азота. Этот симбиоз может быть промежуточной 
эволюционной фазой симбиогенетического форми-
рования новой органеллы («нитропласта»), как это 
когда-то произошло с митохондриями. Применение 
ктМРД в качестве основного инструмента в этом 
исследовании представляется вполне оправданным, 
принимая во внимание размеры организма и симби-
онта – порядка 10х5 мкм и 4х2 мкм соответственно, 
и высокий контраст между симбионтом и хлоропла-
стами и митохондриями клетки-хозяина [55].
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Обращает на себя внимание то, что в большин-
стве работ, рассмотренных выше, внимание фоку-
сируется на органеллах, обогащенных липидами, – 
липидных каплях, митохондриях, цистернах ЭПР 
и т.п. При этом почти не представлено одно важ-
ное направление – исследование ультраструктуры 
и функционирования клеточного ядра и генетиче-
ского аппарата. Это связано с тем, что эффектив-
ность поглощения МРД-фотонов липидами высокая, 
что выделяет их на фоне цитоплазмы [9, 11], а вари-
ации коэффициента поглощения внутри клеточного 
ядра слабые, что позволяет различать только та-
кие крупные и плотные образования, как ядрышко 
и гетерохроматиновые блоки на фоне эухроматина 
[28, 56]. При этом разрешающая сила метода пока 
недостаточна для визуализации хроматиновых суб-
структур размером 100 нм и меньше [57]. Попытки 
спектрального разделения ДНК, РНК и белков 
на МРМ-изображениях ядер и хромосом [25] позво-
ляют надеяться на существенное улучшение кон-
траста нуклеиновых кислот, что откроет новые воз-
можности в изучении ядерных структур методами 
МРМ. На текущий момент наиболее подходящими 
для исследования с применением ктМРД видятся 
поздние стадии компактизации индивидуальных 
хромосом в ходе подготовки эукариотической клет-
ки к делению, сегрегация хроматид перед их рас-
пределением по дочерним клеткам и начальные 
этапы деконденсации хромосом при формировании 
дочерних ядер.

МРМ и флуоресцентная микроскопия 
с суперразрешением
Корреляционная световая и электронная микро-
скопия, в том числе в криоформате, являются уже 
хорошо зарекомендовавшим себя сочетанием мето-
дов [58–60]. Поскольку ктМРД заимствует многие 
аспекты пробоподготовки из криоэлектронной ми-
кроскопии, понятно, что интеграция обычных флу-
оресцентных методов и ктМРД реализована и ис-
пользуется для решения рутинных задач, в первую 
очередь, для локализации объекта перед реализа-
цией ктМРД, в том числе за счет интегрированного 
в МРМ-инструмент флуоресцентного микроскопа 
[11, 61]. В то же время современный уровень раз-
вития флуоресцентной микроскопии в ее вариантах 
с суперразрешением позволяет достигать разреше-
ния 100–150 нм для микроскопии структурирован-
ного освещения и ~30 нм для SMLM и STED [1, 62], 
уже сопоставимых с разрешением МРМ. 

Сочетание световой микроскопии с суперразре-
шением в вариантах STED и SMLM с МРМ выгля-
дит весьма перспективным. Эта комбинация мето-
дов потенциально позволяет не только локализовать 

молекулярные источники флуоресцентного сигнала 
с точностью до 20 нм, но и средствами МРМ соот-
нести их с внутриклеточными структурами, не не-
сущими флуоресцентной метки. 

Сочетание SMLM и ктМРД применено для лока-
лизации, изучения тонкой структуры и динамики 
кристаллов холестерина в клеточной модели атеро-
склероза [63, 64]. Липиды имеют высокий линейный 
коэффициент поглощения в МРД [9], так что ли-
пидные структуры являются самыми контрастными 
на МРМ-изображениях, но вычленить холестерин 
в общем липидном контексте невозможно. SMLM 
позволяет маркировать холестерин флуоресцент-
ной меткой и изучить его распределение с высокой 
разрешающей силой, но без привязки к конкрет-
ным субклеточным структурам. При таком подходе 
разрешение световой составляющей превосходит 
рентгеновское – авторы заявляют о 35 нм против 
70 нм [63].

Сочетание методов позволило соотнести флуо-
ресцентную метку с резко очерченными на МРМ-
изображении структурами на плазмалемме, а также 
с поверхностью липидных капель в цитоплазме [63], 
и отследить перемещение кристаллических струк-
тур, формируемых холестерином, внутрь клетки, 
идентифицировав их на фоне других липидных 
образований [64]. Эта интеграция методов, однако, 
не безупречна. SMLM требует множества, иногда 
десятков тысяч, пусть и коротких экспозиций, по-
этому регистрация изображения занимает значи-
тельное время. Также для реализации механизмов 
обратимого гашения и возврата молекул флуоро-
фора в «светлое» состояние необходимы условия, 
создаваемые искусственно [62]. Поэтому авторы 
проводили SMLM на фиксированных альдегидами 
клетках с применением стандартного микроскопа 
и лишь после препарат подвергали витрификации 
и осуществляли ктМРД. К ограничениям в данном 
случае относится не только необходимость фикса-
ции клетки для реализации SMLM-регистрации, 
но и то, что носителями флуоресценции являются 
антитела, медленно и неэффективно проникающие 
сквозь мембраны, что заставило авторов сосредо-
точиться на плазмалемме, где мишень доступна 
для антител, и мириться с невысокой интенсив-
ностью сигнала в цитоплазме. Сочетание SMLM 
и ктМРД привлекает сопоставимой разрешающей 
силой в обеих модальностях, но совокупность огра-
ничений может оказаться критической для даль-
нейшего развития этого подхода.

Второе направление – использование системы 
с ограниченным суперразрешением SIM в сочета-
нии в ктМРД, причем обе процедуры регистрации 
изображений реализуются в криоформате. SIM 
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позволяет работать с флуоресцентными белками, 
как следствие, дает возможность прямого совмеще-
ния световых и МРМ-изображений. 

Криоформат делает применение высокоапер-
турных иммерсионных объективов крайне за-
труднительным, хотя и не невозможным [65, 66]. 
Для решения этой проблемы в МРМ-станцию был 
интегрирован специализированный крио-SIM-
микроскоп, в котором технология 3D-SIM с исполь-
зованием «сухого» объектива с числовой апертурой 
0.9 и большим рабочим отрезком позволяет полу-
чать изображения с разрешением 210 нм (дифрак-
ционный предел ~340 нм) без передачи тепла образ-
цу, находящемуся в криогенных условиях [67]. 

Сочетание крио-3D-SIM и ктМРД было приме-
нено для изучения динамики эндосом, содержащих 
частицы реовируса, в ходе развития инфекции [66]. 
Крио-3D-SIM позволил визуализировать везикулы 
нескольких размеров и различить везикулы, несу-
щие частицы вируса, и везикулы, из которых про-
изошел выход вирусного комплекса. Эффективное 
отсечение внефокусного свечения и лучшее, по срав-
нению с дифракционно ограниченной микроскопи-
ей, аксиальное разрешение 3D-SIM [62] позволили 
точно соотнести флуоресцентный сигнал от меченых 
везикул со структурами, наблюдаемыми на ктМРД-
изображении. Ключевым наблюдением стало то, 
что эндосомы, из которых произошел выход виру-
са, остаются сферическими, без разрывов мембран. 
Предположили, что вирионы могут покидать эндосо-
мы за счет образования пор в мембранах.

Метод 3D-SIM был применен для локализации 
на МРМ-изображении пучков актиновых филамен-
тов, которые плохо поглощают рентгеновские фото-
ны и поэтому практически незаметны, но флуорес-
центные данные с высокой детализацией позволяют 
точно определить зону, где находятся актиновые 
структуры, и идентифицировать их внутриклеточ-
ное окружение с помощью МРМ [68].

Для решения аналогичных задач корреляции 
флуоресцентного и рентгеновского изображения 
был построен уникальный «лазерный сканирующий 
конфокальный криотомограф» с иммерсионным 
объективом, использующий полноповоротный кри-
одержатель образца от комплементарного ктМРД-
инструмента [28]. Микроскоп испытан на модели 
локализации и визуализации тельца Барра (инак-
тивированной X-хромосомы) в клетках самки мыши 
и стал частью МРМ-станции на синхротроне ALS 
(США). 

Сочетание этих методов применяется для иден-
тификации на рентгеновских изображениях слабо 
или совсем не охарактеризованных внутриклеточ-
ных структур, для которых известны белковые 

маркеры, особенно в связи с работой по созданию 
«рентгеновских атласов» ультраморфологии клетки 
[9, 11]. Несмотря на общую схожесть ЭМ- и МРМ-
изображений, не все структуры отображаются 
на них одинаково в связи с различиями в пробопод-
готовке. Остается дождаться появления крио-3D-
SIM-установки с иммерсионным объективом, инте-
грированной в МРМ-станцию. 

ПЕРСПЕКТИВЫ МРМ

Перспективный МРМ-инструмент 
Альтернативой оптической схеме с  зонными 
пластинками, ставшей отраслевым стандартом 
в ктМРД, может стать применение зеркальных объ-
ективов нормального падения, оптимизированных 
под длины волн окна прозрачности воды [69]. Расчет 
показывает, что такой микроскоп при вполне дости-
жимой числовой апертуре 0.3 [70] (против ~0.05–0.06 
у зонных пластинок) и при использовании длины 
волны 3.37 нм позволит реализовать латеральное 
разрешение около 5 нм, что на порядок лучше, чем 
стандартно достижимые 40–70 нм в ктМРД, и вхо-
дит в диапазон, ранее доступный только ЭМ. Этот 
инструмент находится на стадии лабораторного про-
тотипа и пока не вышел на проектные показатели, 
однако демонстрирует работоспособность всех эле-
ментов системы.

К определенным ограничениям этого инстру-
мента относится анизотропия разрешения, свя-
занная с растяжением функции рассеяния вдоль 
главной оптической оси прибора, как и в световом 
микроскопе [71]. Тот же простой расчет показыва-
ет, что аксиальное разрешение такого инструмента 
будет составлять около 40 нм, что несколько луч-
ше, чем при работе на ЭМ в обычном режиме, где 
аксиальное разрешение определяется толщиной 
физического среза, очень редко достигающей 50 нм 
(обычно толще). Малая глубина фокуса этого МРМ 
существенно усложняет реализацию угловой то-
мографии, так что для трехмерной реконструкции 
оптимальными становятся более простые алгорит-
мы восстановления объема по сериям оптических 
срезов (z-томография) с применением деконволюции 
[72–74], как в широкопольных и конфокальных све-
товых микроскопах. Правильный подбор алгоритма 
и параметров деконволюции может частично ком-
пенсировать и анизотропию разрешения, но устра-
нить ее полностью не удастся в силу ее фундамен-
тальной природы.

На основе этой оптической схемы предложен 
проект МРМ-станции [71] для строящегося синхро-
тронного источника СКИФ («Сибирский кольцевой 
источник фотонов»). Проект предполагает два ре-
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жима работы: сканирующий, с использованием объ-
ектива с числовой апертурой 0.3 для освещения об-
разца сфокусированным в пятно дифракционных 
размеров лучом, с регистрацией вариаций яркости 
проходящего пучка однопиксельным детектором 
при сканировании смещением образца относитель-
но луча, и широкопольный режим, в котором вто-
рой объектив строит изображение образца на ма-
тричном детекторе. Для биологических применений 
предусматривается оснащение инструмента крио-
столиком. 

Потенциально, за счет короткого фокуса, малой 
толщины оптического среза и высокой светособи-
рающей способности, уменьшающей необходимую 
для получения изображения дозу облучения, этот 
МРМ в широкопольном режиме позволит наблю-
дать динамические процессы в живых клетках, изо-
лированных от вакуума в жидкостной микрокамере. 
Вопрос о практической реализуемости таких наблю-
дений остается открытым.

Селективные метки для МРМ
В отличие от световой микроскопии с ее богатым 
арсеналом методов высокоселективного мечения 
субклеточных структур и биомолекул (флуорес-
центно меченные антитела, конструкции с флуо-
ресцентными белками, флуоресцентные красители 
высокой специфичности и др.) (рис. 1А,Г), электрон-
ная микроскопия для идентификации наблюдаемого 
в значительной степени полагается на накопленный 
за десятилетия массив данных о морфологии клет-
ки. Методы селективного мечения в ЭМ менее раз-
нообразны и не так надежны, как в световой микро-
скопии. МРМ в своем развитии может оказаться 
в такой же ситуации. 

Для совместимости с криофиксацией методы се-
лективной визуализации не должны влиять на жиз-
неспособность клетки, функционируя in vivo. Если 
для визуализации меченой структуры требуется 
какое-либо вспомогательное действие, например 
фиксация, сразу же возникает вопрос: сохраняет-
ся ли «нативное состояние» клетки? Такая метка 
должна также эффективно генерировать контраст 
при использовании излучений, в которых биологи-
ческая материя прозрачна, а следовательно, долж-
на радикально отличаться от «живого вещества» 
по строению или по составу. В работе Kong и соавт. 
для МРМ адаптирована разработанная для ЭМ си-
стема локализации белков на основе химерных кон-
струкций с пероксидазами и фотоактивируемыми 
белками-генераторами активных форм кислорода 
[75]. В обоих случаях проявление метки – это ини-
циируемое меченым белком окисление диаминобен-
зидина (DAB), проникающего сквозь плазмалемму 

как фиксированной, так и живой клетки [76]. Его 
нерастворимая окисленная форма локально осажда-
ется и эффективно поглощает МРД-фотоны за счет 
высокой плотности осадка [75]. Методика предусма-
тривает альдегидную фиксацию перед «проявлени-
ем» метки раствором DAB и пероксида водорода, но, 
в отличие от ЭМ-версии этого метода, не требует 
«проявки» с OsO4 [76]. Применение белка-генератора 
свободных радикалов miniSOG вместо пероксида-
зы не требует инкубации с пероксидом водорода – 
он активируется при облучении видимым светом 
[75]. Очевидно, что протокол можно комбинировать 
с другими системами мечения [20, 63]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
При всех своих особенностях и относительной «мо-
лодости» микроскопия мягкого рентгеновского ди-
апазона, в первую очередь, в реализации криото-
мографии, продуктивно вошла в инструментарий 
клеточной биологии. Наиболее многообещающим 
направлением ее дальнейшего развития видится бо-
лее тесная интеграция ктМРД и световой микроско-
пии с суперразрешением. Разработка генетически 
кодируемых меток, особенно «мультимодальных», 
способных генерировать и флуоресцентный сигнал, 
и абсорбционный контраст в МРД, добавит этому 
перспективному сочетанию методов совершенно но-
вые возможности, позволяя перейти от корреляции 
и чисто морфологических критериев в анализе уль-
траструктуры к непосредственному рассмотрению 
молекулярных аспектов строения и динамики суб-
клеточных систем. Остается надеяться, что имею-
щиеся на настоящий момент и рассмотренные выше 
технические трудности будут преодолены и такой 
комбинированный подход станет практически до-
ступным. 

Можно предполагать, что в дальнейшем про-
изойдет и более тесное сближение МРМ с крио-ЭМ. 
Например, интеграция источника сфокусированно-
го ионного луча в крио-МРМ-инструмент даст воз-
можность навигации при помощи ктМРД для из-
готовления ламелей для крио-ЭМ-томографии, 
включающей интересующие объекты. В идеале 
эта интеграция приведет к появлению «бесшовного 
конвейера», позволяющего всесторонне исследовать 
строение и функционирование клетки во всем диа-
пазоне масштабов и разрешающей силы, используя 
сильные стороны всех доступных микроскопических 
методов. 

Основными «организационными» проблемами 
ктМРД остается все еще не преодоленная привязка 
пробоподготовки к достаточно дорогому оборудова-
нию для криофиксации и к считанному числу МРМ-
установок на больших синхротронных источниках, 
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каждая из которых по-своему уникальна, что огра-
ничивает доступность метода. Строительство новых 
источников, в том числе установок СКИФ с уже за-
планированной станцией рентгеновской микроско-
пии и РИФ («Российский источник фотонов») в РФ, 
приведет к существенно более глубокой интеграции 
МРМ в исследовательскую практику. 

Появление достаточно ярких лазерно-плазменных 
источников МРД-фотонов подстегнуло попытки соз-
дания приборов «лабораторного уровня» [31, 32, 77], 
отделяющих МРМ-инструменты от mega-science-
установок. Пока эти работы носят конструктор-
ско-поисковый характер, но создание коммерчески 
распространяемого МРМ, сопоставимого по стоимо-
сти и эксплуатационным расходам с биологическим 
ЭМ, должно сделать методы МРМ столь же попу-

лярными, как световая и электронная микроскопия. 
Создание же лабораторного крио-МРМ с высоко-
апертурной оптикой и разрешением 5–7 нм может 
сместить ЭМ с положения главного метода ультра-
структурной визуализации, оставив ей только сег-
мент разрешения, близкого к атомному.  
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