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На примере исследований децеллюляризованных матриксов диафрагмы крысы проведено сравне-
ние различных методов растровой электронной микроскопии в сочетании с различными техниками
подготовки образцов. Показано, что сочетание метода растровой электронной микроскопии в усло-
виях естественной среды, обеспечивающего возможность исследования образцов тканей в состоя-
нии, близком к нативному, с традиционной высоковакуумной микроскопией образцов, получен-
ных с помощью сушки в критической точке, позволяет провести наиболее полный анализ микро-
структуры образцов нативных и децеллюляризированных тканей.
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ВВЕДЕНИЕ

Тканевая инженерия является динамично раз-
вивающимся методом, появление которого озна-
меновало совершенно новый этап развития меди-
цины [1]. Это направление персональной меди-
цины, описанное в широком ряде обзоров и
статей (например, [2, 3]), раскрыло возможности
воссоздания тканей и органов на основе биосов-
местимых полимерных или децеллюляризиро-
ванных аллогенных или ксеногенных естествен-
ных внеклеточных матриксов в комбинации с
живыми клетками. Оно способно решить множе-
ство задач, стоящих перед современной регенера-
тивной медициной.

Для успешного создания имплантов на основе
методов тканевой инженерии необходимы по-
дробные исследования микроструктурных осо-
бенностей систем матрикс–клетка начиная с
матриксов. Изучение биосовместимых полимер-
ных матриксов в настоящее время не вызывает
больших проблем. В основном используют не-
сколько методов: растровую электронную микро-
скопию (РЭМ), конфокальную лазерную скани-
рующую микроскопию, рентгеновскую микрото-

мографию, атомно-силовую микроскопию, а
также другие методики, представленные в [4]. Все
методы имеют свои сильные и слабые стороны.
Например, применение рентгеновской микрото-
мографии для визуализации трехмерной структу-
ры матриксов предполагает предварительную об-
работку объекта различными контрастирующими
веществами, что, в свою очередь, исключает воз-
можность исследования в нативном состоянии
[5]. Конфокальная лазерная сканирующая мик-
роскопия позволяет исследовать нативные объ-
екты даже в культуральных средах. Тем не менее
метод имеет существенные ограничения по раз-
решению [6]. Результаты, получаемые с помощью
атомно-силовой микроскопии, в значительной
степени ограничены поверхностью матрикса.

Известные проблемы возникают и при иссле-
дованиях с использованием РЭМ. Это связано с
особенностями метода, предъявляющего доста-
точно жесткие требования к образцу. Образцы
для традиционной РЭМ должны обладать элек-
тропроводностью, радиационной стойкостью и
устойчивостью в вакууме. Эти условия наклады-
вают значительные ограничения на точность ис-
следований. Во-первых, при радиационных по-
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вреждениях и напылении проводящей пленки па-
дает пространственное разрешение, во-вторых,
при фиксации материала или декомпозиции в ва-
кууме и при облучении повреждается нативная
структура. Таким образом, исследования натив-
ных децеллюляризированных матриксов на раз-
ных этапах их формирования с использованием
РЭМ требуют сложных и аккуратных подходов. [7].
Популярные методы подготовки биологических
образцов, в частности нативных матриксов, –
сушка в критической точке [8] или лиофильная
сушка [9]. Отметим, что значительное улучшение
электронной оптики и когерентности источни-
ков в последние годы позволило использовать по-
ниженное до единиц киловольт ускоряющее на-
пряжение при незначительном ухудшении про-
странственного разрешения. Это расширило
возможности традиционного “высоковакуумно-
го” метода, однако сохранение нативной структу-
ры остается по-прежнему “узким местом” любого
исследования биообъектов с его помощью.

Современная РЭМ позволяет исследовать не-
проводящие объекты без предварительной подго-
товки в условиях естественной среды (ЕРЭМ)
[10], подразумевающей частичное заполнение ка-
меры водяными парами или заморозку образца
(КриоРЭМ) [11, 12]. Низкий вакуум, пары воды
позволяют в высокой степени сохранить натив-
ную структуру. Использование этого метода стало
возможным только при появлении детекторов с
улучшенным соотношением сигнал–шум, при-
способленных для исследований в низком вакуу-
ме [13, 14]. При кажущейся простоте для работы
этих методов необходимы специальное оборудо-
вание и возможность их применения к изучае-
мым материалам.

В процессе исследования нативных матриксов
электронно-микроскопическими методами пред-
ставляется необходимым сравнение результатов,
полученных для одних и тех же объектов извест-
ными “высоковакуумными” методами, которые в
большинстве случаев дают более высокое разре-
шение по сравнению с ЕРЭМ и КриоРЭМ, и со-
ответствующих методов подготовки образцов.
Это позволит сделать заключение о том, насколь-
ко адекватен выбор того или иного метода приме-
нительно к определенному объекту или группе
объектов, а также определить, какие детали и осо-
бенности микроструктуры можно выявить, ис-
пользуя различные методики подготовки и иссле-
дования образцов.

В настоящей работе проведено сравнение раз-
личных методов растровой электронной микро-
скопии и пробоподготовки при исследовании
биологических объектов на примере децеллюля-
ризованных матриксов диафрагмы крысы, содер-
жащих основной “строительный материал” тка-
ней – волокна коллагена.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Сушка в критической точке является наиболее

универсальным методом пробоподготовки био-
логических объектов. В настоящей работе децел-
люляризованные образцы диафрагмы крыс пред-
варительно были подвергнуты процедуре дегид-
ратации в градиенте спиртов (50% 20 мин, 70%
20 мин, 100% 12 ч) и в ацетоне (20 мин) согласно
протоколу [15]. Сушку в критической точке про-
водили с помощью установки Polaron E3000 CPD
с использованием жидкого диоксида углерода в
качестве переходной жидкости.

Растровая электронная микроскопия. Исследо-
вания осуществляли с помощью электронно-
ионного микроскопа Versa 3D DualBeam (FEI,
США) в режимах высокого вакуума, естествен-
ной среды и криорежиме при детектировании
вторичных электронов. Изображения в режиме
высокого вакуума получены с использованием
детекторов ETD и ICE при низких ускоряющих
напряжениях, что позволило минимизировать
накопление электрического заряда на образцах и
усилить топографический контраст.

Изображения в режиме естественной среды
получены с помощью низковакуумного детектора
вторичных электронов GSED при температуре
3°С. Гидратированные образцы наносили на сто-
лик с элементом Пельтье для охлаждения, уста-
новленный в камере микроскопа. Воздух в камере
откачивали до давления 683 Па. Последователь-
ное понижение влажности в камере микроскопа
от 100 до 60% позволило выявить морфологиче-
ские особенности матриксов.

Криоэксперименты проводили с помощью
криогенной системы Quorum Tech. PP3010T
(Quorum, Великобритания) при температуре –
140°С. Образец замораживали в переохлажден-
ном жидком азоте и переносили в предваритель-
но откачанную до высокого вакуума камеру мик-
роскопа на столик, охлаждающийся в процессе
непрерывной циркуляции азота. Для выявления
дополнительных морфологических особенностей
матриксов образцы сублимировали в течение
10 мин.

РЕЗУЛЬТАТЫ
РЭМ-изображения краевых участков диафраг-

мы крысы представлены на рис. 1. На всех изоб-
ражениях наблюдаются микроволокна, однако
морфология образцов значительно различается.
Каждому методу подготовки образца и исследо-
вания соответствуют свои особенности, которые
будут рассмотрены ниже.

РЭМ-изображение образца, подготовленного
методом сушки в критической точке, полученное
в режиме высокого вакуума (рис. 1а), позволяет
полностью визуализировать все типы волокон
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образца – единичные или собранные в пучки –
микрофибриллы. Можно легко различить волок-
на и в микрофибриллах. Изображение исходного
образца (без предварительной подготовки), полу-
ченное в РЭМ в режиме высокого вакуума, пред-
ставлено на рис. 1б. На поверхности образца
отчетливо видна пленка, затрудняющая визуали-
зацию и анализ микроструктуры волокон. Резуль-
тат использования метода ЕРЭМ (исследования
не обработанного предварительно образца) де-
монстрирует рис. 1в. Этот метод позволил полу-
чить изображения микроволокна на краю образ-
ца в состоянии, близком к нативному, при высо-
кой влажности в камере микроскопа. На этом
изображении можно увидеть различия между от-
дельными волокнами и микрофибриллами.
Изображение, полученное с помощью КриоРЭМ
после сублимации, представлено на рис. 1г. Мик-
роструктура проявляется достаточно отчетливо:
можно различить как отдельные волокна, так и
микрофибриллы. В то же время появляются арте-
факты в виде кристаллов льда размерами от 0.1 до
2 мкм. Появление артефактов затрудняет количе-
ственный и качественный анализ волокон мат-
рикса. Особенно негативным этот эффект может
быть при исследовании матрикса, заселенного
клетками.

На рис. 2 представлены РЭМ-изображения
центральных участков децеллюризированной
диафрагмы с низким увеличением. На рис. 2а–2в

отчетливо прослеживаются продольные тяжи, на
рис. 2г таких тяжей не наблюдается, а видны во-
локна и микрофибриллы. Увеличенные изобра-
жения этих участков (рис. 2, вставки) показыва-
ют, что методы РЭМ в высоком вакууме, ЕРЭМ и
КриоРЭМ исследования образца, полученного с
помощью сушки в критической точке, в большей
или меньшей степени дают возможность визуа-
лизировать волокна, из которых состоят продоль-
ные тяжи. Пленка, образующаяся на поверхности
матрикса, не подверженного предварительной
обработке (рис. 2б, вставка), не позволяет разли-
чить микроструктуру волокна. Отметим, что, не-
смотря на высокую популярность методики суш-
ки в критической точке, обусловленной тем, что
удаление сверхкритического диоксида углерода
происходит без капиллярных эффектов, можно
наблюдать существенное изменение структуры
матрикса. Полученные таким образом данные не
следует считать отражающими в полной мере
структуру децеллюляризированного матрикса,
они отражают лишь структуру основных его кар-
касных коллагеновых микрофибрилл.

Таким образом, исследование структурных
элементов децеллюляризированных матриксов
необходимо проводить с применением различ-
ных техник подготовки образцов и методов РЭМ.

Рис. 1. РЭМ-изображения краевых участков децеллюризированной диафрагмы крысы: а – образец подготовлен мето-
дом сушки в критической точке (режим высокого вакуума); б – исходный образец (без предварительной подготовки)
(режим высокого вакуума); в – исходный образец (ЕРЭМ); г – исходный образец (КриоРЭМ), стрелками помечены
кристаллы льда.

5 мкм 5 мкм

5 мкм 5 мкм(а) (б)

(в) (г)
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В работе продемонстрированы различные
подходы к визуализации матриксов биологиче-
ского происхождения методами РЭМ. Получен-
ные результаты могут быть использованы в
качестве предварительных при исследовании
образцов. Для получения наиболее полной ин-
формации о микроструктуре образцов нативных
и децеллюляризированных тканей необходимо
сочетание метода ЕРЭМ, обеспечивающего воз-
можность исследования образцов тканей в состо-
янии, близком к нативному, с традиционной
высоковакуумной РЭМ образцов, полученных с
помощью сушки в критической точке. Для иссле-
дования некоторых структурных особенностей в
наименее поврежденном пробоподготовкой со-
стоянии целесообразно использовать сублимаци-
онные методики.

Работа выполнена при поддержке Российско-
го научного фонда (грант № 17-13-01376 “Визуа-
лизация процессов адгезии и пролиферации
стромальных и эпителиальных клеток на матрик-
сах различного типа на основе биосовместимых
полимеров”).
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