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Криогенная электронная томография является мощным методом определения трехмерных струк-
тур макромолекулярных комплексов в их естественном окружении. Минимизация внешних воз-
действий на исследуемые объекты, возможность проведения экспериментов in vitro и in cellulo, по-
лучение данных об образцах, находящихся в условиях, близких к нативным, и высокое простран-
ственное разрешение получаемых трехмерных реконструкций делают криогенную электронную
томографию одним из самых перспективных методов для изучения большого класса объектов в об-
ластях структурной биологии и визуальной протеомики. Рассмотрены основные аспекты криоген-
ной электронной томографии применительно к исследованиям клеточных систем.
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ВВЕДЕНИЕ
Развитие методов криогенной электронной

микроскопии (крио-ЭМ), столь заметное в по-
следние годы [1], привело к существенному росту
числа расшифрованных структур макромолекул с
околоатомным разрешением. Наиболее извест-
ный метод крио-ЭМ – анализ одиночных частиц
(SPA – Single Particle Analysis) – завоевал популяр-
ность как мощный инструмент изучения одиноч-
ных белков и белковых комплексов в состоянии,
близком к нативному. В названии метода отражен
основной сценарий его использования – изуче-
ние множественных копий одиночных белковых
макромолекул массой 100 кДа–100 мДа [2] в раз-
личных ориентациях, усреднение полученных
данных (десятки тысяч изображений проекций
объекта интереса) и воссоздание трехмерной
структуры высокого разрешения на их основе.

Одновременно существенное развитие полу-
чил метод крио-электронной томографии (крио-ЭТ),
обеспечивающий уникальную возможность пря-
мой визуализации молекулярных структур в их
естественном функциональном окружении [3].
Данный метод направлен в основном на изучение
сложных макромолекулярных комплексов с ва-
риативной морфологией, а также вирусов, бакте-
риофагов и клеток.

Крио-ЭТ применяется к объектам, структур-
ная информация для которых по ряду причин не
может быть получена другими методами в силу,

например, некристаллизуемости, большого раз-
мера, трудностей выделения и очистки образцов.
Применение крио-ЭТ, в свою очередь, позволяет
изучать комплексы, которые сложно воспроизве-
сти и выделить, непосредственно в клетках [4], а
также их конформации, взаимные ориентации и
взаимодействия. Как правило, для обработки
данных и получения структур высокого разреше-
ния методом крио-ЭТ используется менее 1000 ча-
стиц объекта интереса. Таким образом, в настоящее
время крио-ЭТ заполняет пробел по физическим
размерам исследуемых объектов и простран-
ственному разрешению полученных данных меж-
ду методами оптической микроскопии сверхвы-
сокого разрешения и такими методами определе-
ния структуры биологических макромолекул с
атомарным разрешением, как ядерный магнит-
ный резонанс, метод анализа одиночных частиц и
рентгеноструктурный анализ.

Применение комплекса методов, таких как вит-
рификация, криогенная флуоресцентная микро-
скопия, криогенная растровая электронно-ионная
микроскопия (крио-РЭИМ) и крио-ЭТ, делает
возможным получение трехмерных структур кле-
ток, включая их внутреннее наполнение, а также
изучение межклеточных контактов и контактов
клетка–матрикс в нативном состоянии на разных
пространственных масштабах. В ближайшие го-
ды можно ожидать применения крио-ЭТ в каче-
стве одного из основных структурных методов
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клеточной биологии. In situ крио-ЭТ способна объ-
единить большинство существующих подходов к
изучению микроструктуры клеток, при этом обес-
печивая высокое пространственное разрешение для
макромолекул в неповрежденном клеточном окру-
жении. В комбинации с современными методами
приготовления образцов с помощью процедур вит-
рификации и использования фокусированного
ионного пучка (крио-ФИП) для получения тон-
ких срезов замороженных образцов, а также при-
менением новейшего программного обеспечения
для обработки данных использование крио-ЭТ
несомненно приведет к открытию новых макро-
молекулярных и супрамолекулярных структур.

МЕТОДИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ КРИОГЕННОЙ 
ЭЛЕКТРОННОЙ ТОМОГРАФИИ

Основная идея метода крио-ЭТ заключается в
том, что из серии достаточно большого количе-
ства проекционных изображений объекта, полу-
ченных в широком диапазоне углов наклона,
можно реконструировать трехмерную структуру
объекта [5]. Данный метод используется в основ-
ном для исследований существенно гетерогенных
объектов с разнообразной морфологией [6]. При-
менение субтомографического усреднения для
повторяющихся структурных элементов [7] обес-
печивает возможность получения трехмерных ре-
конструкций объекта с суб-нанометровым разре-
шением [8]. Данный подход не только демонстри-
рует прекрасные результаты при изучении
структурных особенностей относительно боль-
ших объектов, таких как клетки [9] и вирусы [10],
но и позволяет изучать механизмы взаимодей-
ствия последних с бактериями [1], а также визуа-
лизировать некоторые белки на поверхности бак-
териофагов [10].

СТАНДАРТНАЯ ПРОБОПОДГОТОВКА
И МОДИФИКАЦИИ

На первом этапе пробоподготовки электрон-
но-микроскопические сетки, покрытые, как пра-
вило, слоем аморфного углерода с регулярными
отверстиями, подвергают обработке тлеющим
разрядом для придания гидрофильных свойств их
поверхности. Далее 2–3 мкл раствора, содержа-
щего исследуемый образец, наносят на подготов-
ленную сетку, излишки раствора снимают филь-
тровальной бумагой, оставляя тонкий слой жид-
кости на поверхности сетки, и с помощью
автоматизированных систем проводят процедуру
витрификации – сверхбыстрой заморозки объек-
та интереса в этане или смеси этан/пропан, скон-
денсированной при температуре жидкого азота.
В результате происходит формирование тонкого
слоя аморфного льда, толщина которого поддает-
ся регулировке и имеет критическое значение для

дальнейшего эксперимента. Например, при рабо-
те с массивными объектами, такими как клетки,
во избежание их уплощения и нарушения целост-
ности необходимо использовать достаточно тол-
стый слой льда, толщиной до нескольких микро-
метров.

Автоматизированная процедура витрифика-
ции, с одной стороны, позволяет зафиксировать
исследуемый препарат в состоянии, близком к
нативному, и минимизировать радиационные
повреждения в процессе получения эксперимен-
тальных данных, а с другой – стандартизировать
процедуру пробоподготовки, обеспечивая вос-
производимость результатов.

При работе с эукариотическими клетками ад-
гезия клеточных систем к фильтровальной бумаге,
применяемой при проведении процедуры витри-
фикации, зачастую оказывается выше, чем адгезия
к углеродной подложке сетки [11]. Для подобных
объектов осуществляется культивирование кле-
точных систем непосредственно на подложках се-
ток [12]. Однако некоторые клетки хуже прикреп-
ляются к сеткам, чем к культуральному пластику.
Чтобы повысить адгезионные свойства, проводит-
ся модификация поверхности сеток, например,
поли-L-лизином [13]. При этом часто используют-
ся золотые сетки, которые в отличие от более тра-
диционных медных или никелевых сеток не явля-
ются токсичными для клеток [14].

ОГРАНИЧЕНИЕ НА РАЗМЕР
ИЗУЧАЕМЫХ ОБЪЕКТОВ

Существуют ограничения на максимальную
толщину исследуемого образца для получения
трехмерной реконструкции высокого разреше-
ния методом крио-ЭТ. Как правило, для хорошей
детализации микроструктуры витрифицирован-
ных образцов их толщина не должна превышать
длину свободного пробега электронов в аморф-
ном льду, равную ∼350 нм при использовании
ускоряющего напряжения 300 кэВ [17, 18], стан-
дартного для крио-ЭМ. Это исключает возмож-
ность прямой визуализации наполнения боль-
шинства эукариотических клеток, тем самым
ограничивая применимость метода для экспери-
ментов in cellulo без проведения дополнительных
процедур утонения образца, позволяя изучать
лишь относительно тонкие внешние части (лате-
ральные отростки) на периферии эукариотиче-
ских клеток [17, 18] и некоторые бактерии [19–
21]. В результате возникает вопрос: как проводить
дополнительную пробоподготовку для получения
достаточно тонких (электроннопрозрачных) об-
разцов.

Применение метода крио-ультрамикротоми-
рования [22], используемого для получения уль-
тратонких срезов биологических тканей [23], в
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случае приготовления срезов замороженных кле-
ток [24] сопряжено с определенными сложностя-
ми, такими как подготовка блока с клетками, точ-
ность позиционирования алмазного ножа и пере-
нос срезов на электронно-микроскопическую
сетку в условиях работы с жидким азотом. В до-
полнение к этому, несмотря на прецизионность
алмазных ножей, механическое приготовление
срезов может вносить артефакты в структуру клет-
ки [25].

В настоящее время некоторыми научными
группами проводится оптимизация утонения об-
разцов с помощью крио-РЭИМ, а именно по-
средством крио-ФИП [28, 29] – модификации
популярного метода приготовления образцов для
просвечивающей электронной микроскопии [28].
Данный подход заключается в утонении области
интереса образца с помощью ионов Ga+ при по-
следовательном понижении ускоряющего напря-
жения. Приготовление тонких срезов заморожен-
ных клеточных систем с помощью крио-ФИП
обеспечивает высокую точность позиционирова-
ния утоняемой области клетки и позволяет мини-
мизировать радиационные повреждения образца,
сохраняя полученный срез в состоянии, близком
к нативному [29].

Альтернативой описанным выше способам
утонения образцов для исследования клеточных
систем in cellulo является их исследование in vitro
[30–32]. Так, после лизирования интактных кле-
ток может проводиться крио-ЭТ-изучение отдель-
ных структур клеточного наполнения [33–35].

ПОЛУЧЕНИЕ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ 
ДАННЫХ

Разработка новых чувствительных и быстрых
детекторов электронов на основе комплементар-
ной структуры металл–оксид–полупроводник
(КМОП) [36–38] позволила значительно улуч-
шить соотношение сигнал–шум в процессе полу-
чения экспериментальных данных и одновремен-
но снизить время экспозиции, тем самым мини-
мизируя радиационные повреждения и сохраняя
нативную структуру биологических объектов.

Поскольку основное влияние на формирова-
ние изображений в крио-ЭМ оказывает фазовый
контраст, стандартный подход подразумевает по-
лучение изображений в некотором диапазоне
значений дефокусировки объективной линзы.
Однако одновременно с улучшением соотноше-
ния сигнал–шум на низких пространственных
частотах увеличение значений дефокуса приво-
дит к ухудшению этого соотношения на высоких
пространственных частотах, что делает практиче-
ски невозможным исследование частиц с молеку-
лярной массой ниже 200 кДа [39]. Альтернативный
способ создания фазового контраста – использо-

вание фазовых пластин, широко применяемых в
микроскопии оптического диапазона и теоретиче-
ски способных существенно улучшить соотноше-
ние сигнал–шум [40], – до недавнего времени не
давал практического эффекта [43]. Появление
фазовых пластин нового поколения [41] позволи-
ло значительно улучшить контрастность экспе-
риментальных изображений, что особенно акту-
ально при изучении гетерогенных объектов и
комплексов с подвижными частями [42]. Исполь-
зование фазовых пластин позволяет снизить зна-
чения дефокусировки в процессе получения экс-
периментальных данных, что обеспечивает воз-
можность изучения белков с молекулярной
массой от 60 кДа и положительно сказывается на
финальном разрешении трехмерных реконструк-
ций [43–46].

Существенное увеличение контраста экспери-
ментальных данных при использовании фазовой
пластины было показано на примере магнито-
тактной бактерии и культуры нейронов [47]:
изображения клеточной мембраны, полученные
при значении дефокусировки 8 мкм, сопостави-
мы по контрастности с изображениями, получен-
ными при дефокусировке, близкой к 0 мкм, с ис-
пользованием фазовой пластины, при этом про-
странственное разрешение превысило 5 нм.

Комбинация получения электроннопрозрач-
ных срезов с помощью крио-ФИП с дальнейшим
проведением крио-ЭТ экспериментов с примене-
нием фазовой пластины позволила провести мас-
штабное исследование структуры хроматина
HeLa [48]: удалось однозначно идентифициро-
вать как мегадальтонные комплексы, так и мак-
ромолекулы массой до 200 кДа, такие как нукле-
осомы. Последнее стало возможным благодаря
применению субтомографического усреднения с
проведением дополнительных этапов трехмерной
классификации согласно шаблону [49].

ТРЕХМЕРНАЯ РЕКОНСТРУКЦИЯ
И АНАЛИЗ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ 

ДАННЫХ

Кросс-корреляционное выравнивание. На первом
этапе трехмерной реконструкции проводится
кросс-корреляционное выравнивание стека изоб-
ражений, полученного в результате крио-ЭТ.

При изучении объектов, подвергнутых проце-
дуре заморозки без дополнительной пробоподго-
товки (клеточные системы, бактериальные клет-
ки, вирусы), выравнивание угловой серии изобра-
жений осуществляется при помощи наночастиц
коллоидного золота, добавляемых в исследуемый
препарат перед проведением процедуры витрифи-
кации [50]. В случае проведения эксперимента с
массивными интактными образцами, приготов-
ленными методом крио-ФИП, выравнивание то-
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мографического стека, как правило, осуществля-
ется без помощи золотых меток. Это становится
возможным благодаря применению фазовой пла-
стины. Однако фазовая пластина чувствительна к
заряду полученной крио-ФИП ламели, что требует
напыления дополнительного проводящего слоя
[29] перед проведением крио-ЭТ-экспериментов.

Трехмерная реконструкция томограммы может
проводиться посредством использования различ-
ных алгоритмов, таких как взвешенная обратная
проекция [51] (WBP), одновременная итерацион-
ная реконструкция [52] (SIRT) и др. Томограммы,
реконструированные методом SIRT, обладают
более высоким контрастом в сравнении с рекон-
струированными методом WBP. В то же время
WBP с большей точностью передает информацию
о высоких пространственных частотах. Поэтому
реконструкции, полученные методом SIRT, часто
используют на этапах сегментации и аннотации
данных, в то время как WBP чаще применяется
для суб-томографического усреднения большого
числа идентичных макромолекул [53].

Аннотация и сегментация данных. На следую-
щем этапе проводится определение положения
макромолекул на томограммах с помощью шаб-
лонов [54]. Сегментация и аннотация томографи-
ческих стеков проводятся в полуавтоматическом
режиме и, как правило, требуют применения не-
скольких программных пакетов. Так, для сегмен-
тации мембран часто используется программа To-
moSegMemTV [55], для микротрубочек – XTracing
Module в программном пакете Amira. Положение
и ориентация различных макромолекул могут
определяться в автоматическом режиме посред-
ством использования трехмерных шаблонов этих
молекул (PEET [56], EMAN2 [57], Dynamo [58]).
Шаблоны могут создаваться на основе известной
трехмерной структуры данных макромолекул,
определенной методами рентгеноструктурного
анализа или с помощью метода анализа одиноч-
ных частиц [39, 59] в крио-ЭМ. Однако существен-
ная гетерогенность макромолекул и наличие лож-
но выбранных координат требуют последующей
итерационной трехмерной классификации и
усреднения небольших участков томограммы (так
называемых суб-томограмм), содержащих отдель-
ные макромолекулы [17]. Развитие машинного
зрения привело к появлению инструментов для
автоматической аннотации и сегментации мно-
жества объектов на основе небольшого набора то-
мографических срезов, сегментированных в руч-
ном режиме [60].

Суб-томографическое усреднение высокого раз-
решения. Финальное пространственное разреше-
ние трехмерной реконструкции в большой степе-
ни зависит от толщины исследуемого образца,
точности выравнивания, шага по углу и углового
диапазона в процессе эксперимента, а также от

используемых алгоритмов обработки данных.
Пространственное разрешение томографической
реконструкции ограничивается низким соотно-
шением сигнал–шум и, как правило, не превы-
шает 5 нм. Однако при наличии повторяющихся
структурных элементов в исследуемом образце
возможно существенно улучшить пространствен-
ное разрешение, применяя метод суб-томографи-
ческого усреднения. Для этого на реконструиро-
ванной томограмме в ручном или автоматиче-
ском режиме определяются положения объектов
интереса (IMOD [61]) и проводится экстракция
соответствующих им участков томограммы
(RELION [62]). На следующем шаге выполняют-
ся оценка значений дефокусировки каждого
изображения (CTFFIND4 [63]) и построение
трехмерной модели функции передачи контраста.
Далее проводятся извлечение суб-томограмм, их
выравнивание и последующее усреднение, что
позволяет увеличить соотношение сигнал–шум
и, как следствие, пространственное разрешение
объекта [49], а также финальная визуализация
трехмерных реконструкций (UCSF Chimera [64]).

На данный момент высокое (суб-нанометро-
вое) пространственное разрешение макромоле-
кул с помощью крио-ЭТ удалось получить только
для высокоупорядоченных структур in vitro, таких
как капсиды вирусов [8] или белки, уложенные в
цилиндры [68]. Высокое пространственное раз-
решение (лучше 4 Å) обеспечивается использова-
нием большого числа макромолекул для суб-то-
мографического усреднения, превышающего
100000, что сопоставимо с числом частиц для
SPA-эксперимента. Также необходимо соблюде-
ние следующих условий: симметричная по дозе
схема наклона при записи томографической се-
рии [65], использование ускоряющего напряже-
ния 300 кэВ, детектора на основе КМОП (Gatan
K2xp) в counting-режиме, применение энергети-
ческого фильтра, коррекция дрейфа для 10 суб-
фреймов. Дополнительное улучшение разреше-
ния обеспечивается новыми методами коррекции
функции передачи контраста [66].

В случае изучения более массивных клеточных
систем пространственное разрешение, как пра-
вило, составляет 20–40 Å. К настоящему моменту
при исследовании молекулярной архитектуры
белковых агрегатов в интактных нейронах полу-
чено разрешение 11 Å [4].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Рассмотрены основные подходы современной
криогенной электронной томографии. Крио-ЭТ
является крайне перспективным методом для ис-
следований клеточных систем в нативном окру-
жении.
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Применение комплекса таких методов, как
витрификация, приготовление электроннопро-
зрачных образцов с помощью крио-ФИП, ис-
пользование высокочувствительных детекторов в
процессе получения экспериментальных данных
и улучшение контраста с помощью фазовой пла-
стины в совокупности с бурным развитием алго-
ритмов обработки данных, открывает окно в in si-
tu-визуальную протеомику.

Работа выполнена при поддержке НИЦ “Кур-
чатовский институт” (приказ от 24.10.2018 № 2659)
и Российского научного фонда (проект № 18-74-
10071).
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