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РЕФЕРАТ Современные биомедицинские исследования зачастую требуют трехмерного микроскопическо-
го анализа ультраструктуры биологических объектов и материалов. Усовершенствование традиционных 
методов оптической, электронной и зондовой микроскопии, исходно позволяющих получать двумер-
ные изображения и данные для целей реконструкции трехмерных структур, требует концептуальных 
технических и методических решений. В обзоре рассмотрены принципы и возможные приложения 
таких методик, как просвечивающая электронная микроскопия серийных срезов; техники на основе 
сканирующей электронной микроскопии (СЭМ): матричная томография, СЭМ с фокусированным ион-
ным пучком и серийная СЭМ поверхности блока. Описаны техники 3D-анализа на базе современных 
методов оптической микроскопии сверхвысокого разрешения: стохастической оптической реконструк-
ции и микроскопии с истощением стимулированного излучения, а также методы ультраструктурной 
3D-микроскопии на базе сканирующей зондовой микроскопии и возможности их объединения с оп-
тическими техниками. Проведен сравнительный анализ преимуществ и недостатков рассмотренных 
подходов.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА ультраструктурная 3D-микроскопия, электронная микроскопия, томография, оптиче-
ская микроскопия сверхвысокого разрешения, сканирующая зондовая микроскопия, биомедицинские 
исследования.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ЭМ, EM – электронная микроскопия, Electron Microscopy; СЭМ, SEM – ска-
нирующая электронная микроскопия, Scanning Electron Microscopy; ПЭМ, TEM – просвечивающая 
электронная микроскопия, Transmission Electron Microscopy; ОМ – оптическая микроскопия; СЗМ – 
сканирующая зондовая микроскопия; STORM – микроскопия стохастической оптической реконструк-
ции, STochastic Optical Reconstruction Microscopy; STED – микроскопия с истощением стимулирован-
ного излучения, Stimulated Emission Depletion; ssTEM – просвечивающая электронная микроскопия 
серийных срезов, serial sectioning Transmission Electron Microscopy; AT – матричная томография, Array 
Tomography; ATUM-SEM – сканирующий электронный микроскоп с автоматизированным ленточным 
сбором срезов ультрамикротома, Automated Tape Collecting Ultramicrotome Scanning Electron Microscopy; 
SBF-SEM – последовательная сканирующая электронная микроскопия торцевых поверхностей, Serial 
Block-Face Scanning Electron Microscopy; FIB-SEM – сканирующая электронная микроскопия с фокуси-
рованным ионным пучком, Focused Ion Beam Scanning Electron Microscopy; ЭТ – электронная томогра-
фия; ЭКТ – электронная криотомография; STA – усреднение субтомограммы, Subtomogram Averaging; 
AE – альвеолоциты, Alveolar Epithelial cells; SMLM – микроскопия локализации одиночных моле-
кул, Single-Molecule Localization Microscopy; PBS – поляризационный светоделитель, Polarizing Beam 
Splitter; WS – монохроматор, Wave Selector; РМ – фазовый модулятор, Phase Modulator; SMF – одномо-
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довое оптическое волокно, Single Mode Fiber; DC – дихроичное зеркало, DiChroic mirror; DF – дихроич-
ный фильтр, Dichroic Filter; EF – интерференционный фильтр, Extracting Filter; MMF – многомодовое 
волокно, Multi-Mode Fiber; APD – лавинный фотодиод, Avalanche Photodiode; EMCCD – устройство 
умножения электронов с зарядовой связью; PALM – фотоактивированная оптическая микроскопия, 
Photo-Activated Light Microscopy; PAINT – точечное накопление для отображения наноразмерной то-
пографии, Point Accumulation For Imaging In Nanoscale Topography; MINFLUX – микроскопия с мини-
мальными потоками фотонов, Minimal Photon Fluxes; СЗНТ – сканирующая зондовая нанотомография; 
ФРТ (PSF) – функция рассеяния точки, Point Spread Function. 

ВВЕДЕНИЕ 
Для проведения современных исследований биоло-
гических объектов и наноматериалов требуются со-
вершенствование и развитие методов трехмерного 
наномасштабного анализа спектральных, морфоло-
гических и оптических свойств наноструктуриро-
ванных образцов.

Традиционно для задач двумерной визуализации 
принято использовать методы, основанные на трех 
базовых микроскопических техниках: электрон-
ной микроскопии (ЭМ) [1], оптической микроско-
пии (ОМ) [2] и сканирующей зондовой микроскопии 
(СЗМ) [3]. Стоит отметить, что данные подходы име-
ют весьма широкие области применений, но отлича-
ются основными характеристиками и дают различ-
ные типы информации об исследуемых объектах. 
Так ЭМ и СЗМ позволяют получать изображения 
с пространственным разрешением в несколько на-
нометров, что дает возможность выявлять различ-
ные компоненты внутренней структуры клеток. 
Существенными недостатками данных методов яв-
ляются малое поле зрения и невозможность полу-
чения информации о составе образца. В противо-
вес этому применение в ОМ высокоспецифичного 
иммуноокрашивания (в том числе и многоцветного) 
дает возможность адресно реконструировать про-
странственное распределение интересующих объ-
ектов, например, мембранных белков, ответственных 
за какие-либо процессы межклеточного взаимодей-
ствия. При этом для ОМ во многих случаях сохра-
няется возможность работать с живыми тканями. 
Основным недостатком метода является ограничен-
ное дифракционным пределом разрешение. Из кри-
терия Аббе d > λ/2n следует, что высокое про-
странственное разрешение достигается при малых 
длинах волн и большом коэффициенте преломления 
среды. При использовании конфокальной оптиче-
ской микроскопии можно добиться аксиального (ось 
Z) разрешения до 500 нм и до 250 нм в латеральной 
(XY) плоскости. Тем не менее данное ограничение 
удается обходить за счет современной компьютер-
ной обработки и использования многолучевого осве-
щения, на чем основаны такие методы, как микро-
скопия стохастической оптической реконструкции 
(STochastic Optical Reconstruction Microscopy, 

STORM) [4] и микроскопия с истощением стимули-
рованного излучения (Stimulated Emission Depletion, 
STED) [5].

Следующим этапом в развитии вышеописанных 
методик является переход к трехмерному анализу, 
так как в большинстве случаев именно особенности 
трехмерной организации биологических объектов 
и материалов имеют определяющее влияние на их 
функциональную активность и биологические свой-
ства. По этой причине в последнее время появилось 
множество работ, посвященных различным подхо-
дам к решению данной проблемы. Таким образом, 
целью данного обзора является рассмотрение по-
следних достижений в области получения трехмер-
ных изображений с наноразмерным разрешением.

МЕТОДЫ УЛЬТРАСТРУКТУРНОЙ 3D-МИКРОСКОПИИ 
НА БАЗЕ ЭМ
Основными методами электронной микроскопии 
являются сканирующая электронная микроскопия 
(СЭМ) и просвечивающая электронная микроскопия 
(ПЭМ); каждый из этих методов был по-своему мо-
дифицирован для получения трехмерных изобра-
жений. Cоздание подобных изображений основано 
на получении множества 2D-изображений сечений 
образца и соединении их в единое 3D-изображение 
(рис. 1).

Наиболее развитые методы получения трехмер-
ных изображений, использующие данный подход, 
представлены на рис. 2. К основным отличиям, вли-
яющим на выбор подхода для конкретной задачи [6], 
относятся способ создания последовательности изо-
бражений срезов [7], анализируемый объем, а также 
максимальное пространственное разрешение. 

Массив 2D-данных  Восстановленное 
3D-изображение 

Рис. 1. Основной принцип получения трехмерных изо-
бражений



16 | ACTA NATURAE | ТОМ 16 № 1 (60) 2024

ОБЗОРЫ

Первым из методов 3D-микроскопии на основе 
ЭМ была ПЭМ серийных срезов (serial sectioning 
TEM, ssTEM) [10], которая представляет собой ПЭМ 
с последовательным исследованием тонких срезов, 
полученных на ультрамикротоме. Главным досто-
инством ssTEM является возможность неограни-
ченного исследования по глубине. В настоящее вре-
мя метод доведен до предела своих возможностей 
и активно применяется во множестве исследований 
[11, 12]. Пример работы данного метода приведен 
на рис. 3.

Главный недостаток метода ssTEM – его трудо-
емкость [13] – необходимость по отдельности изго-
тавливать и исследовать большое количество сре-
зов, а также техническая сложность. Срезы имеют 
множество артефактов: механические загрязнения 
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Рис. 2. Методы получения трехмерных изображений 
с использованием ПЭМ и СЭМ. Независимо от типа 
микроскопии первым шагом является пробоподготов-
ка, заключающаяся в использовании полимерных сред 
для иммобилизации образца с последующим выпол-
нением срезов. Среди методов фиксации образца 
наибольшую популярность получили заливка метакри-
латом [8], криофиксация, замораживание с темпера-
турной заливкой, а также криосрезы Токаяши [9]. Сле-
дующий шаг – накопление массива 2D-изображений 
с помощью ПЭМ или СЭМ. Полученные изображения 
необходимо выравнивать по осям XY, а также устра-
нять возможные повороты, что особенно важно 
для систем, в которых исследуются отдельные срезы 
(ssTEM и матричная томография). Далее из получен-
ного массива выделяют область, которая должна быть 
на итоговом изображении. Последним шагом является 
создание полноценного 3D-изображения из получен-
ных 2D-сегментов с помощью специализированного 
программного обеспечения

ssTEM:  стопки Гольджи

А� Б

Рис. 3. ssTEM-изображение стопок Гольджи в клетке 
AE1 легкого мыши. Одна из ЭМ-микрофотографий 
серии с цветовой ручной сегментацией (А). 3D-модель 
стопок Гольджи, полученная в ПЭМ на основе девя-
ти последовательных срезов с сегментированными 
вручную цистернами обеих стопок (Б). Масштабная 
линейка 500 нм. Рисунок взят из работы [6]

[14], дыры, трещины, сжатия [15], складки и нерав-
номерную толщину среза или несущей пленки [16], 
что может помешать корректной обработке данных. 
Еще большей проблемой является возможность 
утраты части срезов из-за складок или поврежде-
ний [17, 18]. В таких случаях полученное изображе-
ние может быть некорректным и требует отдельных 
усилий по устранению потерь.

Метод матричной томографии (Array Tomography, 
AT) во многом аналогичен ssTEM, но использует 
СЭМ вместо ПЭМ. Подобное изменение позволи-
ло использовать в качестве подложки предметные 
стекла, кремниевые пластины, покровные стекла 
с проводящим покрытием [19, 20]. В отличие от сет-
ки для ПЭМ такие подложки имеют в разы боль-
ший размер, а значит, позволяют собирать боль-
ше срезов. Пример работы метода представлен 
на рис. 4.

В качестве подложки также может выступать 
специальная лента, что позволяет в автоматизи-
рованном режиме получать тысячи срезов одного 
образца. Данный подход получил название скани-
рующей электронной микроскопии с автоматизиро-
ванным ленточным сбором срезов ультрамикротома 
(Automated Tape Collecting Ultramicrotome SEM, 
ATUM-SEM) [21] Для получения срезов используют 
ультрамикротом со специальным УМТ-ножом с ван-
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ночкой. Плавающие в воде фрагменты собираются 
движущейся лентой, которая при желании может 
сворачиваться в катушку. Далее ленту разрезают 
на части, прикрепляют к кремниевым пластинам 
и получают СЭМ-изображения [19]. Из преиму-
ществ данной методики стоит отметить возмож-
ность применения постокрашивания, что позволяет 
получить дополнительное контрастирование [22]. 
Из всех методик ЭМ ATUM-SEM имеет самое боль-
шое поле зрения, ограниченное только шириной 
ножа ультрамикротома. Недостатки данной методи-
ки в целом такие же, как и в случае ssTEM, однако 
они не так существенны из-за более крупных ма-
триц и автоматизированного сбора срезов.

Получение СЭМ-изображений возможно не толь-
ко со срезов, но и с поверхности оставшейся ча-
сти образца, на чем и основана методика под уже 
достаточно устоявшимся в российской терминоло-
гии названием «последовательная сканирующая 
электронная микроскопия торцевых поверхностей» 

(SBF-SEM, Serial Block-Face Scanning EM). Верхняя 
часть залитого смолой образца удаляется, а остав-
шаяся поверхность сканируется СЭМ. Применение 
данного подхода позволяет устранить такие про-
блемы, как выравнивание положения, искажения, 
сжатие и повреждение срезов. Проблему при этом 
представляет накопление заряда в изолирующей 
заливочной смоле, что ухудшает качество изобра-
жения. По этой причине требуется дополнитель-
ная металлизация. При использовании электрон-
ного пучка с высокой интенсивностью существует 
риск повреждения полимера, что также снижает 
разрешение и уменьшает пластичность, необходи-
мую для качественного среза поверхности [23, 24]. 
В таком подходе также отсутствует возможность 
пост окрашивания, что требует от исходного образца 
хорошего контраста и проводимости. Примером ра-
боты метода может служить рис. 5А.

Для среза поверхности возможно применение 
фокусированного ионного пучка. Данный подход 

Матричная томография: клетки AE2 в фиброзной паренхиме легкого мыши

А Б В Г

Д Е

Рис. 4. AT-изображение клетки AE2 в фиброзной паренхиме легкого мыши. А–Г�– последовательное увеличе-
ние СЭМ-изображения от одного из срезов ленты (А). Звездочка на Г соответствует одной клетке AE2 в области 
фиброзной ткани – масштабная линейка 5 мкм. 3D-реконструкция клетки AE2 (Д). Показаны три отдельные пло-
скости сечения из последовательности записанных изображений. 3D-реконструкция клетки AE2 при разных углах 
поворота (Е). Рисунок взят из работы [6]
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получил название СЭМ с фокусированным ионным 
пучком (FIB-SEM, Focused Ion Beam Scanning ЕМ). 
Во всем остальном логика работы прибора анало-
гична SBF-SEM. Конструкционно FIB-SEM состоит 
из двух источников излучения – расположенная 
сверху электронная оптика для сканирующего пуч-
ка и ионная оптика сбоку для срезающего пучка. 
Оба пучка фокусируются в одной точке и таким об-
разом происходит непрерывное сканирование всего 
объема образца [25]. В зависимости от тока ионного 
пучка существует возможность как точного среза-
ния малой области, так и грубое срезание больших 
слоев. Применение данного метода позволяет уве-
личить осевое разрешение с 20 нм для ультрами-
кротома до 5 нм для ионного пучка. За подобное 
увеличение осевого разрешения приходится распла-
чиваться латеральным, потому что перефокусиров-
ка возможна только в области нескольких десятков 
микрон. Еще одно преимущество ионного пучка – 
возможность разрезать более твердые и нестабиль-
ные материалы, а также образцы без внедрения 
смолы. FIB-SEM уже применялся для детализации 
субклеточных структур и показал высокую степень 
детализации изображений [26, 27]. Результат работы 
можно увидеть на рис. 5Б.

Еще один метод трехмерного анализа – электрон-
ная томография (ЭТ) [28]. В отличие от всех вы-
шеописанных методов ЭТ создает не физические, 

а виртуальные срезы образца. Методика пробопод-
готовки аналогична случаю ПЭМ и СЭМ и включа-
ет химическую или криофиксацию, окраску или по-
метку антителами [29]. Таким образом, исследование 
происходит как при комнатной температуре при за-
ливке смолой, так и при криотемпературе в слу-
чае замороженных образцов. Ниже будет уделено 
отдельное внимание аспекту работы ЭТ при крио-
генных температурах, использование которых по-
родило отдельную методику – электронную крио-
томографию (ЭКТ) [30]. Также имеется возможность 
исследования суспензий частиц размером менее со-
тен нанометров (например, вирусов, органелл, ма-
кромолекул) путем нанесения на углеродную плен-
ку или слой замерзшей воды [31].

По принципу работы ЭТ аналогичен компью-
терной томографии, где излучение направляется 
под различными углами и таким образом создаются 
виртуальные срезы. Отличием между ними являет-
ся то, что в компьютерной томографии рентгенов-
ская трубка с камерой вращаются вокруг образца, 
а в ЭТ образец поворачивается при неподвижной 
камере. Подобное конструктивное изменение при-
водит к тому, что изображение получается не с 360°, 
а только с 70° от нормали к образцу в исходном по-
ложении. Такое ограничение получило название 
«недостающий клин» [32], или в случае использо-
вания нескольких направлений наклона «недостаю-

Рис. 5. 3D-реконструкции, полученные с помощью серийной сканирующей электронной микроскопии с блочной 
поверхностью (SBF-SEM), СЭМ с послойным травлением фокусированным ионным пучком (FIB-SEM) и электрон-
ной томографии (ЭT). 3D-реконструкция альвеолоцитов типа 1 (AE1) человека (желтый, золотой, синий) и альве-
олярно-капиллярной сети (белый) на основе набора данных SBF-SEM. Стрелки указывают положение ядер клеток 
AE1 (А). 3D-реконструкция практически всей клетки альвеолоцита типа 2 (AE2) человека (розовый) с частями 
соседних клеточных доменов AE1 (синий, желтый) и дополнительной клетки AE2 (зеленый) на основе набора 
данных FIB-SEM (Б). 3D-реконструкция пластинчатого тела (вверху) и аутофагосомы (внизу) внутри клетки AE2 
(легкое мыши) на основе набора данных ЭТ (В). Различимы отдельные липидные мембраны, что в данном случае 
указывает на связь двух органелл (красный кружок). Рисунок взят из работы [6]

SBF-SEM FIB-SEM ЭТ

А Б В5 мкм 1 мкм 0.1 мкм
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щий конус» [33]. Разрешение, достигаемое при ис-
пользовании данного метода, значительно выше, чем 
в других подходах к 3D-анализу с использованием 
ЭМ, но оно сильно зависит от таких параметров, 
как толщина объекта, ускоряющее напряжение, ка-
либровка наклона гониометра и совмещение полу-
ченных изображений. Необходимость достижения 
минимального соотношения сигнал/шум, страдаю-
щего от неупругого рассеяния, накладывает огра-
ничения на возможный размер образца. Так, в ЭТ 
традиционно применяют ускоряющие напряже-
ния в 200–300 кВ, что позволяет исследовать об-
разцы до 300 нм. Использование более толстых 
образцов при этом снижает возможное разреше-
ние [34]. Частично обойти это ограничение мож-
но либо за счет метода фильтрации энергии [35], 
либо за счет увеличения ускоряющего напряжения. 
Например, в работе [36] использование ускоряюще-
го напряжения в 400 кВ позволило исследовать об-
разец толщиной 1 мкм. Из-за подобных ограниче-
ний в размере исследуемой области данный метод 
лучше всего подходит для изучения субклеточных 
структур размером менее 100 нм, что продемонстри-
ровано на рис. 5В. Приложение ЭТ к более тол-
стым структурам возможно при изготовлении серии 
срезов с последующим их сложением как в преды-
дущих методах [27, 37]. Необходимо отметить, что, 
несмотря на вышеуказанные ограничения, метод 
ЭТ, в частности ЭКТ, обладает абсолютно рекорд-
ными показателями для всех видов 3D-микроскопии 
с точки зрения достигаемого пространственно-
го разрешения. Так, с использованием процедуры 
усреднения субтомограммы (STA, subtomogram 
averaging), применение которой требует, однако, 
присутствия существенного для усреднения коли-
чества одинаковых наноразмерных объектов, на-
пример, белковых молекул, была достигнута ре-
кордная величина пространственного разрешения 
3D-реконструкции – 2.8 Å [30].

Тем не менее широкое внедрение методов ЭТ 
и ЭКТ существенно затрудняется их достаточной 
сложностью, поэтому они развиваются и применя-
ются довольно небольшим количеством исследова-
тельских групп [28, 30, 38–40].

МЕТОДЫ УЛЬТРАСТРУКТУРНОЙ 3D-МИКРОСКОПИИ 
НА ОСНОВЕ СВЕРХРАЗРЕШАЮЩИХ МЕТОДИК ОМ 
Традиционно оптическая визуализация биологи-
ческих структур осуществлялась с помощью кон-
фокальной микроспектрометрии [41], а также та-
ких ее модификаций, как 4Pi-микроскопия [42–44]. 
Основным недостатком всех этих методик являет-
ся низкое пространственное разрешение. По этой 
причине за последние два десятилетия были раз-

работаны и адаптированы для трехмерного анали-
за различные методики оптической микроскопии 
сверхвысокого разрешения, среди которых наи-
более выделяются микроскопия стохастической 
оптической реконструкции (STochastic Optical 
Reconstruction Microscopy, STORM) [4] и микро-
скопия с истощением стимулированного излу-
чения (Stimulated Emission Depletion, STED) [5]. 
Практическая важность данных методик заклю-
чается в возможности не только структурного 
анализа образца с нанометровым разрешением, 
но и возможность реконструкции пространственно-
го распределения целевых объектов исследования 
за счет высокоспецифичного флуоресцентного им-
муноокрашивания, являющегося неотъемлемым ша-
гом в процессе пробоподготовки в любой из сверх-
разрешающих методик ОМ.

Первой методикой трехмерной микроскопии 
сверхвысокого разрешения является 3D-STORM 
[45]. Она относится к такому классу микроскопии, 
как микроскопия локализации одиночных молекул 
(SMLM). В основании данного класса методик лежит 
факт того, что определенные флуорофоры спонтан-
но «загораются» и «гаснут», что может быть выявле-
но при быстрой покадровой съемке. Таким образом 
на каждый кадр попадет излучение различных под-
множеств флуоресцирующих молекул. Полученные 
изображения по-прежнему ограничены дифрак-
ционным пределом, однако положение отдельных 
молекул выявляется с высокой точностью на осно-
вании множества кадров специальным математи-
ческим аппаратом с использованием триангуляции 
Делоне [46]. Финальное 3D-изображение реконстру-
ируется с использованием данных статистической 
обработки тысяч локализаций.

Первой пространственно-локализованной с помо-
щью STORM одиночной молекулой был миозин [47]. 
Для получения изображений молекулы (флуорес-
центные зонды) были разрежены до такой степени, 
что их сигналы не перекрывались. Таким образом 
удалось с большой точностью найти положение 
каждого зонда. Совсем иной подход был выработан 
в работе [48], где применяли фотопереключаемые 
циановые красители. Процесс измерения происхо-
дил следующим образом: излучение с низкой интен-
сивностью включало небольшое количество зондов, 
после чего записывалось изображение и вычисля-
лось их положение; излучение с другой длиной вол-
ны отключало этот набор зондов и включало дру-
гой. Многократное повторение данной процедуры 
позволило сформировать полноценное трехмерное 
изображение образца. Пространственное разреше-
ние, достигаемое таким методом, составляет от 20 
до 30 нм. Вариацией STORM является методика 
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PALM (Photo-Activated Light Microscopy), которая 
построена на аналогичном подходе, но вместо кра-
сителей используются фотоактивируемые белки 
[49]. Стоит отметить, что и в целом различия в ме-
тодиках SMLM сводятся к используемым для спец-
ифического мечения флуорофорам. Так, например, 
в методе dSTORM (direct STORM) используются 
циановые красители (Cy5 и Alexa 647), переключае-
мые добавлением специального буфера, содержащего 
тиол и глюкозооксидазу [50], а широкий набор флу-
оресцентных меток для SMLM представлен в рабо-
тах [51, 52]. Еще одна разновидность SMLM – метод 
PAINT (Point Accumulation For Imaging In Nanoscale 
Topography) использует диффундирующие краси-
тели, которые включаются только тогда, когда они 
временно прикреплены к целевой структуре [53, 54]. 

Разработка метода 3D-SMLM на базе STORM 
основана на учете астигматизма изображений, по-
лученных с различной глубины образца [55]. Это 
достигается введением в оптическую схему специ-
альной цилиндрической линзы с малым радиусом 
кривизны, благодаря чему фокальные плоскости 
для X- и Y-направлений отличаются. Глубина за-
легания флуорофора вычисляется из изменения эл-
липтичности пространственного распределения его 
излучения. Принцип работы данного подхода пред-
ставлен на рис. 6. Так на рис. 6Б наглядно показано 

различие в минимумах эллиптичности для коорди-
нат X и Y и способ определения истинного положе-
ния образца на координате Z по пересечению зави-
симостей эллиптичности по X и Y. Также на рис. 6В 
приведен пример трехмерного распределения ло-
кализации одиночных молекул, в данном случае 
флуорофора Alexa 647. Экспериментально наблю-
даемый кластер локализаций (пресечений кривых 
эллиптичности) одной и той же молекулы связан 
с ее многократной активацией/деактивацией. Таким 
образом, возникает необходимость локализации до-
статочно большого (в данном случае 145) количества 
кластеров, которые далее статистически выравни-
ваются по центру масс для создания общего трех-
мерного распределения локализаций – левая панель 
на рис. 6В.

В качестве примера практического применения 
данной методики можно привести визуализацию 
клетки серии BS-C-1, окрашенной первичными 
и вторичными антителами, а также красителями 
Cy3 и Alexa 647 [56]. Результат такого подхода про-
демонстрирован на рис. 7.

В отличие от 3D-SMLM в случае трехмерной оп-
тической визуализации методом STED исследуемая 
область освещается не целиком, а точечно с помо-
щью двух сфокусированных лазеров. Первый ла-
зер сканирует поверхность аналогично обычному 

Рис. 6. Принцип мето-
дики 3D-STORM. (A) 
Оптическая схема опре-
деления аксиальной ко-
ординаты излучающего 
объекта по анализу 
эллиптичности его изо-
бражения. На правой 
панели показаны изо-
бражения излучающего 
объекта в плоскостях 
X и Y в зависимости 
от аксиального поло-
жения. (Б) Примеры 
зависимостей эллиптич-
ности изображения еди-
ничного флуорофора 
Alexa 647 для координат 
X и Y от фокусировки 
по оси Z. (В) Пример 
3D-распределения 
локализаций одиночных 
излучающих объектов 
и соответствующие 
гистограммы распреде-
ления по направлениям 
X, Y и Z. Рисунок взят 
из работы [45]
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конфокальному микроскопу, второй же имеет про-
филь пучка в фокальной плоскости в виде про-
екции тора и используется для подавления спон-
танного излучения на краях исследуемой области 
с помощью вынужденного излучения. Разрешение 
в несколько десятков нанометров достигается 
за счет того, что регистрируемое излучение исхо-
дит ровно из центра пучка возбуждающего лазера 
[57]. Существенным фактором при этом является 
практически нулевая интенсивность в центре пода-
вляющего пучка, иначе эффективность STED сни-
жается за счет подавления излучения в исследуе-
мой области [58]. В зависимости от распределения 
света в подавляющем пучке различают несколь-
ко типов STED: 1D-STED (направления X или Y) 
[59], 2D-STED (X и Y одновременно) [60], z-STED 
(вдоль оптической оси Z) и, наконец, 3D-STED 

[61, 62]. Основной технической проблемой в слу-
чае 3D-STED является некогерентное объединение 
двух подавляющих лучей, один из которых имеет 
профиль, как у 2D-STED, а другой, как у z-STED. 
Такой подход позволяет также отдельно регулиро-
вать осевое и латеральное разрешение. Форма по-
давляющего луча задается созданием определенных 
фазовых паттернов. С этой целью используются 
пластины с фиксированной фазовой задержкой 
или пространственный модулятор света.

Традиционно в STED-микроскопии используют 
строго синхронизованные импульсные источники 
лазерного излучения, работающие по следующему 
принципу – после возбуждающего флуоресценцию 
импульса (около 80 пс, меньше времени жизни флу-
оресценции) следует суживающий пространствен-
ную область STED-импульс длительностью около 

Рис. 7. Результаты, полученные с помощью методики 3D-STORM. (A) Широкопольное флуоресцентное изо-
бражение микротрубочек в клетке BS-C-1. (Б) Полученное в режиме 3D-STORM-изображение того же участка 
клетки BS-C-1, что и на панели (А). Данные о аксиальных координатах залегания представлены в шкале псевдо-
цвета. (В–Д) Поперечные сечения, соответствующие пяти нитям микротрубочек, в направлениях X-Y, X-Z и Y-Z 
в области клетки BS-C-1 – белый прямоугольник на (Б).(Е) Гистограмма Z-профиля двух микротрубочек, имею-
щих пересечение в проекции X-Y, построенная в области, указанной белой стрелкой, на панели (Б). Рисунок взят 
из работы [45]
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250 пс. Однако расширение STED-микроскопии 
до видимого спектра потребовало использования 
сложной нелинейной оптики для формирования 
и синхронизации импульсов. Недавно [63] было 
показано, что STED-микроскопия может быть ре-
ализована с использованием непрерывных су-
перконтинуумных лазеров, что в значительной 
мере упрощает аппаратные комплексы для STED-
микроскопии и может способствовать более широ-
кому внедрению данной методики. Схема установки 
3D-STED на суперконтинуумном лазере представ-
лена на рис. 8.

Лазерное излучение делится поляризационным 
светоделителем (PBS) на два ортогонально (s и p) 
поляризованных луча. С помощью монохромато-
ра (WS) из каждого луча выделяется необходимая 
длина волны, после чего происходит пространствен-
ная фильтрация пучка одномодовыми оптически-
ми волокнами (SMF). Далее профиль подавляющих 
пучков (выделены на рисунке красным) задается 
фазовыми пластинами (модуляторами) (РМ1 и РМ2), 
а итоговые лучи суммируются поляризационным 
светоделителем и подаются на вход объектива дих-
роичным зеркалом (DC3). В качестве возбуждающе-
го излучения используется часть s поляризованного 
луча, прошедшая через дихроичное зеркало (DC1). 
Интерференционный (экстрагирующий) фильтр 
(EF) выделяет требуемую длину волны (выделе-
на на рисунке зеленым), после чего пучок также 
подвергается пространственной фильтрации и по-
дается на объектив дихроичным зеркалом (DC2). 
Четвертьволновая пластика перед объективом за-
дает всем пришедшим лучам круговую поляриза-
цию. Стоксов флуоресцентный сигнал (выделен 
на рисунке желтым) проходит оба дихроичных зер-
кала и фильтруется от возбуждающего излучения 
оптическим (дихроичным) НЧ-фильтром (DF), после 
чего фокусируется в многомодовое волокно (MMF), 

выступающее в роли конфокального отверстия, 
и регистрируется лавинным фотодиодом (APD). 
Сканирование происходит с помощью перемеще-
ния образца трехкоординатным пьезопозиционером. 
На рис. 8 также изображены функции рассеяния 
точки в нескольких направлениях, при использова-
нии фазовых пластин для сверхвысокого латераль-
ного разрешения (HR) и получения 3D-изображений 
[64]. Сужение эффективной области излучения 
для 3D-STED подробнее показано на рис. 9.

Основными параметрами, влияющими на про-
странственное разрешение STED, являются интен-
сивность лазера и оптические аберрации. Для био-
логических образцов это значение составляет 
несколько десятков нанометров. В настоящее время 
ведутся работы по устранению аберраций, возни-
кающих при использовании длиннофокусных объ-
ективов и оптических окон, благодаря чему стали 
возможными безаберрационные 3D-изображения 
глубиной в десятки нанометров [65]. Пример работы 
3D-STED представлен на рис. 10.

Важной особенностью метода является то, что на-
номасштабное разрешение достигается без мате-
матической обработки сигнала. Однако в послед-
нее время ведутся работы по совмещению STED 
и SMLM, примером которых может служить мето-
дика 3D-MINFLUX (Minimal Photon Fluxes) с ре-
кордным для флуоресцентной микроскопии разре-
шением в единицы нанометров [66, 67].

Рис. 8. Принципиальная схема установки для реализа-
ции методики 3D-STED с использованием суперконти-
нуумного лазера. Рисунок взят из работы [61]

Cуперконтинуумный 
источник света
SC-450 PP HE

Рис. 9. Сужение эффективной области излучения 
за счет STED-подавления периферийного излучения.  
1 – дифракционно-ограниченная флуоресцентная ФРТ,  
2 – торообразный луч STED сужает диаметр флуорес-
центной ФРТ, 3�– флуоресцентная ФРТ в случае 3D-STED 

Дифракционно-
ограниченное 2D-STED 3D-STED

STED

1 2 3

Флуоресценция
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МЕТОДЫ УЛЬТРАСТРУКТУРНОЙ 3D-МИКРОСКОПИИ 
НА ОСНОВЕ СЗМ
Подход к трехмерному анализу с использовани-
ем сканирующей зондовой микроскопии во мно-
гом аналогичен другому описанному ранее методу 
картирования поверхности – сканирующей элек-
тронной микроскопии, и требует удаления проска-
нированного нанослоя с поверхности материала. 
Принцип трехмерной реконструкции при этом та-
кой же, как в FIB-SEM – объединение двумерных 
СЗМ-изображений в трехмерное. Важнейшее су-
щественное отличие СЗМ от методов ЭМ состоит 
в среднем в несколько меньшем латеральном (XY) 
пространственном разрешении, определяемом ра-
диусом кривизны зонда. Стандартные СЗМ-зонды 
имеют заявляемый производителем радиус кри-
визны около 10 нм, однако существует достаточно 
много специализированных зондов, например, с на-
ращенными алмазными вискерами (https://tipsnano.
ru/catalog/afm-special/super-sharp/nsg10-dlc/), имею-
щими радиус кривизны около 1 нм. Впервые СЗМ 
была применена для 3D-исследования микродо-
менов 3-блок-сополимера типа «полистирол-блок-
бутадиен-блок-стирен» [68]. При этом для удаления 
слоев использовали контролируемое плазменное 

травление, что позволило удалять по 7.5 нм мате-
риала. В итоге удалось реконструировать область 
с размерами 200 × 160 × 45 нм. Существенным не-
достатком при этом была необходимость извлекать 
образец после проведения каждого сканирования, 
что исправили в ходе дальнейшего усовершенство-
вания методики [69, 70]. Важной особенностью дан-
ного метода является то, что для получения после-
довательности 2D-изображений для последующей 
3D-реконструкции нельзя использовать традицион-
ную топографию в качестве зависящего от X и Y 
сигналов, поскольку в действительности традицион-
ное атомно-силовое изображение уже представляет 
собой трехмерный объект. Поэтому для получения 
набора 2D-данных используются такие сигналы, 
как фаза, проводимость, магнитный отклик и т.п.

Данную методику использовали для реконструк-
ции структуры полимерных композитов [71, 72], 
а также участка кости человека [70] в режимах по-
лучения фазового контраста, что и представлено 
на рис. 11. Изображение полученного после 19 ска-
нирований в режиме фазового контраста с последу-
ющим травлением в соляной кислоте.

Среди недостатков метода наибольшую пробле-
му представляет используемый процесс удаления 

Рис. 10. Результаты, получаемые с использованием методики 3D-STED. (A) Значения пространственных разре-
шений флуоресцентных наночастиц диаметром 44 нм: 52 нм в Х-направлении и 110 нм в аксиальном (Z) направ-
лении. (Б) 3D-изображение флуоресцентно меченных микротрубочек: визуализация изоповерхности (вверху) 
и проекция максимальной интенсивности вдоль оси Y (внизу) – 30 срезов. На вставке показан профиль интенсив-
ности в указанном месте. (В) Срезы, полученные с шагом 100 нм в направлении z. Рисунок взят из работы [61]
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материалов – травление, которое не позволяет ис-
следовать пористые материалы, а также наноком-
позитов, различная скорость реакции компонентов 
которого приводит к искажениям при сканирова-
нии поверхности и, как следствие, к неправильной 
объемной реконструкции. Этот недостаток может 

быть частично скомпенсирован применением специ-
альных алгоритмов обработки данных [70], однако 
итоговое разрешение при этом будет отличаться 
для некоторых участков, что негативно сказывается 
на анализе результатов.

Иным подходом к 3D-СЗМ является использо-
вание ультрамикротома [73, 74]. Минимальная тол-
щина среза при этом зависит от возможностей ис-
пользуемого ультрамикротома и для современных 
установок составляет 20 нм. При этом не играет 
роли, каким образом образец был иммобилизиро-
ван – полимерной смолой или криозаморозкой.

Устройство для реализации СЗНТ продемон-
стрировано на рис. 12. Оно состоит из сканирую-
щей головки СЗМ, прикрепленной специальными 
шарнирами к держателю ножа ультрамикрото-
ма. Конструкция предусматривает два положе-
ния: для срезов (рис. 12, справа) и для измерений 
(рис. 12, слева). В первом сканирующая головка 
отведена от подвижной консоли ультрамикротома, 
которая, в свою очередь, передвигается, производя 
срез. Во втором положении консоль возвращается 
в исходное состояние, подводится СЗМ и произво-
дится сканирование оставшейся части образца [73]. 
Подобный подход уже был описан ранее для СЭМ, 
он позволяет избежать таких механических нару-
шений сканируемого объекта, как сжатие, растяже-
ние и деформация. 

Полученные серии последовательных СЗМ-
изображений используются для реконструкции 
и визуализации трехмерных наноструктур в объеме 

40
0 

нм

300 нм

Рис. 11. Томографическая реконструкция участка че-
ловеческой кости, 256 × 256 × 19 вокселов, пошаговое 
химическое травление 80 нм. Цветовая шкала является 
нормированной на единицу величиной фазового сдвига 
колебаний СЗМ-зонда. Рисунок взят из работы [70]

Рис. 12. Установка для реализации методики СЗНТ – Ntegra Tomo (НТ-МДТ, Россия). Левая панель – рабочее по-
ложение для проведения СЗМ-измерений. Правая панель – СЗМ-головка отведена для выполнения УМТ-среза. 
(1) держатель СЗМ-зонда; (2) исследуемый образец; (3) держатель УМТ-ножа; (4) опоры СЗМ-головки; (5) 
опорная платформа СЗМ-головки; (6) система моторизированного подвода СЗМ-головки; (7) микрометриче-
ские винты позиционера СЗМ-головки; (8) опорные пластины из поликорунда; (9) система шарнирного закрепле-
ния СЗМ-головки; (10) система моторизированного отвода СЗМ-головки для ее приведения в положение УМТ-
среза; (11) ограничительная опора УМТ-консоли. Рисунок взят из работы [73]
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исследуемых образцов. Использование различных 
измерительных методик СЗМ дает возможность 
получать информацию не только о морфологии, 
но и локальных электрических [75], механиче-
ских [76] и многих других локальных свойствах. 
Методика позволяет выполнять реконструкцию 
трехмерного распределения наночастиц в объеме 
наноматериалов [75, 76] и трехмерной топологии на-
нопористых структур [77–80]. 

В частности, метод СЗНТ может эффективно 
применяться для трехмерной реконструкции микро- 
и нановолокнистых клеточных скаффолдов на осно-
ве биополимеров [81, 82] и определения их объемной 

пористости, отношения площади поверхности к объ-
ему и других параметров трехмерной морфологии. 
Реконструкция трехмерных структур клеточно-ин-
женерных конструкций позволяет исследовать то-
пологию и численные морфологические параметры 
клеток и интерфейсов между клетками и скаффол-
дами, которые могут служить определяющими ин-
дикаторами состояния и биологической активности 
клеток [83, 84].

Так, например, при помощи метода СЗНТ вы-
явлены характерные особенности взаимодействия 
неонатальных кардиомиоцитов крысы с полимер-
ными нановолокнистыми матриксами: установлено, 
что кардиомиоциты, в отличие от фибробластов, 
в большинстве случаев полностью обволакивают 
нановолокна, что заметно увеличивает площадь 
зоны контакта клетки и волокон. На рис. 13 пред-
ставлена полученная методом СЗНТ трехмерная 
реконструкция участка кардиомиоцита, обволаки-
вающего подвешенные полилактидные нановолокна. 
Для получения данной трехмерной реконструкции 
было использовано 54 сегментированных СЗМ-
изображения поверхности образца. Каждое изобра-
жение получено последовательно после очередного 
среза ультрамикротомом толщиной 120 нм [83].

Другим примером может служить изображенная 
на рис. 14 трехмерная структура фрагмента фи-
бробласта (первичная культура фибробластов чело-
века), контактирующего с несколькими волокнами 
микроволокнистого полиуретанового матрикса с об-
разованием типичных выступов клеточной мембра-
ны, частично обволакивающих волокна [84].

Исследование мягких биополимерных материалов 
и биологических объектов без заливки в эпоксид-
ную среду требует их предварительной заморозки, 
для чего была разработана установка, объединяю-
щая СЗМ и криокамеру ультрамикротома [85]. Эта 
установка позволяет выполнять последовательные 
СЗМ-измерения на поверхности замороженных об-
разцов непосредственно после выполнения среза 
алмазным ножом криоультрамикротома в крио-
камере. В данном случае измерения выполняются 
в полуконтактном режиме с использованием кан-
тилеверов, установленных на кварцевых резона-
торах и не требующих использования оптического 
дефлектометра, что важно для работы в условиях 
криокамеры. Примером работы такой установки 
служит изображенная на рис. 15 трехмерная крио-
СЗНТ-реконструкция единичной микрочастицы вне-
клеточного матрикса печени крысы на поверхности 
альгинатного микроносителя, выполненная при тем-
пературе -120°C, так как выполнение срезов при бо-
лее высоких температурах нарушает структуру ги-
дрогелевых микроносителей [86, 87]. 

В

БА

Рис. 13. Трехмерная СЗНТ-реконструкция кардио-
миоцита, обволакивающего нановолокна. (А) Одно 
из топографических СЗМ-изображений (фазовый 
контраст), использованное для трехмерной рекон-
струкции. На вставке увеличенная область, обозна-
ченная прямоугольником, включающая в себя волокна 
и складку мембраны. (Б�и�В) Трехмерные модели кар-
диомиоцита (показан в двух ракурсах), обволакиваю-
щего нановолокна (16.0 × 16.0 × 6.5 мкм, 54 среза, 
толщина среза 120 нм). Выделенная плоскость на (Б) 
соответствует положению СЗМ-изображения на (А). 
Размерный отрезок 1 мкм. Измерения проведены 
в нормальных атмосферных условиях при комнатной 
температуре. Рисунок взят из работы [83]
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Подробный протокол получения образцов микро-
частиц внеклеточного матрикса печени крысы при-
веден в [86]. Его использование обеспечило пол-
ное удаление клеток из внеклеточного матрикса, 
фрагменты которого измельчили в жидком азоте, 
что позволило получить микрочастицы внеклеточ-
ного матрикса с размерами в диапазоне 1–5 мкм. 
Далее полученные микрочастицы были ковалентно 
пришиты к альгинатным микросферам с размерами 
в диапазоне 200–300 мкм (рис. 15А).

Возможности анализа трехмерных наноструктур 
биологических объектов могут быть значительно 
расширены за счет объединения методик СЗНТ 

и оптической микроскопии высокого разрешения, 
в частности флуоресцентной, в одну коррелятивную 
технологию оптическо-зондовой нанотомографии 
(ОЗНТ) [88–91], которая может быть реализована 
с использованием уникальной научной установки 
(http://ckp-rf.ru/usu/486825/). 

На рис. 16 показаны пример коррелятивных флу-
оресцентных и СЗМ-изображений клетки МСF-7 
и визуализация трехмерной реконструкции распре-
деления доксорубицина в клетке на основе получен-
ных данных. На трехмерной реконструкции выделя-
ется связная структура распределения, что может 
служить критерием успешности использованного 
3D-метода. Разрешение полученной реконструкции 
по координате Z (аксиальному направлению) в дан-
ном случае соответствует толщине среза (120 нм) 
[92].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Среди рассмотренных в данном обзоре методов 
трехмерной реконструкции структуры невозможно 
выделить наилучший, так как каждый из них об-
ладает своими существенными достоинствами и не-
достатками. 

Основным преимуществом методов, основанных 
на электронной микроскопии, являются высочайшее 

А

Б

Рис. 14. Визуализация трехмерной СЗНТ-реконструкции 
фрагмента фибробласта (показан в зелено-красных 
цветах) и окружающих полиуретановых волокон (синий 
цвет), 23 среза толщиной 150 нм, реконструированный 
объем 32.0 × 32.0 × 3.3 мкм, размерный отрезок 3 
мкм. Показан реконструированный фрагмент фибро-
бласта в двух ракурсах (А и Б). Измерения проводили 
в режиме получения фазового контраста в нормальных 
атмосферных условиях при комнатной температуре. 
Рисунок взят из работы [84]

А� Б

50 мкм 1 мкм

Рис. 15. Крио-СЗНТ-реконструкция единичной микро-
частицы внеклеточного матрикса печени крысы на по-
верхности альгинатного микроносителя, выполненная 
при температуре -120°C: (А) Оптическая микроскопия, 
окраска Coomassie Brilliant Blue R-250; (Б) Трехмерная 
крио-СЗНТ-реконструкция единичной микрочастицы 
внеклеточного матрикса печени крысы, полученная 
из 13 последовательных крио-СЗМ-изображений 
поверхности микрочастицы на сферическом альгинат-
ном микроносителе после последовательных крио-
срезов толщиной 80 нм. Реконструированный объем 
5.0 × 5.0 × 1.1 мкм. Разрешение каждого 2D-СЗМ-
скана 400 × 400 пикселей. Палитра псевдоцвета 
соответствует нормированной на единицу величине 
фазового сдвига колебаний СЗМ-зонда. Рисунок взят 
из работы [87]
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пространственное разрешение (менее 1 нм) и воз-
можность получения изображений с большой глуби-
ны за счет послойного сканирования, но применение 
в них вакуума, электронных и ионных пучков мо-
жет повредить образец и изменить нативные струк-
туры полимеров и белковых соединений. Более того, 
данные методы не дают никакой информации, кро-
ме морфологии образца. 

Оптические методы STORM и STED обла-
дают меньшим пространственным разрешени-
ем в несколько нанометров, но дают возможность 
не только ультраструктурного анализа образца, 
но и проведения реконструкции пространственно-
го распределения целевых объектов исследования 
за счет высокоспецифичного флуоресцентного им-
муноокрашивания. При этом накладываются су-
щественные ограничения на размеры исследуемой 
области. Стоит также отметить, что для получения 
качественных изображений требуется устранить 
аберрации, для чего необходимо применять слож-
ные оптические системы. 

Применение сканирующих зондовых микроскопов 
для трехмерной реконструкции позволяет подобно 

А

Б

В

Рис. 16. Анализ образцов клеток аденокарциномы молочной железы человека MCF-7 с доксорубицином. 
(А) СЗМ-изображение топографии поверхности среза клетки MCF-7, размер скана 13.8 × 9.5 мкм, диапазон 
вариации высоты 33.5 нм; (Б) Флуоресцентное изображение среза той же области клетки MCF-7; (В) Трехмерная 
реконструкция распределения доксорубицина в объеме образца клетки MCF-7, 22.5 × 18.7 × 2.4 мкм, толщина 
среза 120 нм, размерный отрезок 5 мкм, представлена визуализация в двух ракурсах. Рисунок взят из работы [92]

ЭМ восстанавливать изображения образцов с боль-
шой протяженностью по глубине за счет удаления 
части материала, а также получать информацию 
о химическом строении, электрических и магнитных 
свойствах с помощью метода фазового контраста 
и специальных проводящих, магнитных или функ-
ционализированных зондов. При этом данная мето-
дика уступает электронной и оптической микроско-
пии в латеральном разрешении. 

Использование коррелятивных измерительных 
методик СЗМ и флуоресцентной микроскопии вы-
сокого разрешения для трехмерной реконструкции 
ультраструктуры биологических объектов является 
перспективным направлением для повышения ин-
формативности получаемых трехмерных данных, 
в частности, трехмерных распределений флуорес-
центных маркеров и наноразмерных морфологиче-
ских особенностей. 

Исследование выполнено за счет гранта 
Российского научного фонда (№ 22-14-00168), 

https://rscf.ru/project/22-14-00168/
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