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Èñïîëüçîâàíèå ìåòîäà ÎÒÅ-êîíòðàñòèðîâàíèÿ óëüòðàòîíêèõ ñðåçîâ

Ïðîâåäåí ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç óëüòðàñòðóêòóðû íåêîòîðûõ îðãàíåëë ïðè ðàçíûõ ìåòîäàõ êîíòðà-
ñòèðîâàíèÿ óëüòðàòîíêèõ ñðåçîâ íà ïðèìåðå âíóòðèêëåòî÷íûõ ïàðàçèòîâ — ìèêðîñïîðèäèé. Âûÿâëåíû
îòëè÷èòåëüíûå îñîáåííîñòè, à òàêæå îáîñíîâàíû ïðåèìóùåñòâà è íåäîñòàòêè òðàäèöèîííîãî ìåòîäà
êîíòðàñòèðîâàíèÿ óðàíèë-àöåòàòîì (ÓÀ) è íåòðàäèöèîííîãî — ýêñòðàêòîì ÷åðíîãî êèòàéñêîãî ÷àÿ
(ÎÒÅ).

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êîíòðàñòèðîâàíèå óëüòðàòîíêèõ ñðåçîâ, ìèêðîñïîðèäèè, ÎÒÅ, ïðîñâå÷èâàþ-
ùàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ, óëüòðàñòðóêòóðà, óðàíèë-àöåòàò.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÓÀ — óðàíèë-àöåòàò, ØÝÐ — øåðîõîâàòûé ýíäîïëàçìàòè÷åñêèé ðå-
òèêóëóì, ÎÒÅ — oolong tea extract (ýêñòðàêò ÷åðíîãî êèòàéñêîãî ÷àÿ).

Ñàìûì ðàñïðîñòðàíåííûì ìåòîäîì êîíòðàñòèðîâà-
íèÿ óëüòðàòîíêèõ ñðåçîâ áèîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ äëÿ
ïðîñâå÷èâàþùåé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè äî ñèõ ïîð
îñòàåòñÿ ìåòîä äâîéíîãî îêðàøèâàíèÿ óðàíèë-àöåòàòîì
(ÓÀ) è öèòðàòîì ñâèíöà ïî Ðåéíîëüäñó (Reynolds, 1963).
Äàííûé ìåòîä êîíòðàñòèðîâàíèÿ èñïîëüçóåòñÿ äëÿ ðàñòè-
òåëüíûõ è æèâîòíûõ îáúåêòîâ, â òîì ÷èñëå, è äëÿ îáëè-
ãàòíûõ âíóòðèêëåòî÷íûõ ñïîðîîáðàçóþùèõ ïàðàçèòîâ —
ìèêðîñïîðèäèé (Microsporidia: Protozoa) (Larsson, 1994;
Ñèìàêîâà è äð., 2003, 2005; Refardt et al., 2008; Simakova
et al., 2008).

Òðàäèöèîííûé ìåòîä îêðàøèâàíèÿ èìååò ðÿä íåäî-
ñòàòêîâ. Òàê, ÓÀ ÿâëÿåòñÿ ÿäîâèòûì ðàäèîàêòèâíûì âå-
ùåñòâîì, êðîìå òîãî, åãî íåîáõîäèìî õðàíèòü â òåìíîòå.
ßïîíñêèå ó÷åíûå (Sato et al., 2003) ïðåäëîæèëè àëüòåðíà-
òèâíûé ìåòîä êîíòðàñòèðîâàíèÿ — ýêñòðàêòîì ÷åðíîãî
êèòàéñêîãî ÷àÿ (oolong tea extract — ÎÒÅ) âìåñòî ÓÀ íà
ïðèìåðå ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè. Çàòåì äàííûé ìåòîä áûë
îïðîáîâàí èìè íà êëåòêàõ ïå÷åíè ñàìöîâ êðûñ (Sato et al.,
2008). Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ìåòîä OTE-êîíòðàñòèðîâàíèÿ
äàåò áîëåå íèçêèé êîíòðàñò ãåïàòîöèòîâ, õóæå ïðîêðàøè-
âàþòñÿ ìåìáðàííûå ñòðóêòóðû, îäíàêî ëó÷øå êîíòðàñòè-
ðóþòñÿ ãðàíóëû ãëèêîãåíà è êîëëàãåíîâûå ôèáðèëëû.
Âñå âíóòðèêëåòî÷íûå îðãàíåëëû, âêëþ÷àÿ ÿäðî, àïïàðàò
Ãîëüäæè, øåðîõîâàòûé ýíäîïëàçìàòè÷åñêèé ðåòèêóëóì
(ØÝÐ) è ìèòîõîíäðèè, áûëî ÿñíî âèäèìû, è êà÷åñòâî
áûëî òàêèì æå, êàê è ïðè òðàäèöèîííîì îêðàøèâàíèè.
Â ðåçóëüòàòå áûëî ïðåäëîæåíî ðåêîìåíäîâàòü ìåòîä
ÎÒÅ-êîíòðàñòèðîâàíèÿ äëÿ çàìåíû òðàäèöèîííîãî ìåòî-
äà ÓÀ-êîíòðàñòèðîâàíèÿ (Sato et al., 2008).

Çàäà÷àìè íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿþòñÿ ñðàâíè-
òåëüíûé àíàëèç óëüòðàñòðóêòóðû íåêîòîðûõ îðãàíåëë
ïðè ðàçíûõ ìåòîäàõ êîíòðàñòèðîâàíèÿ óëüòðàòîíêèõ ñðå-
çîâ (ÓÀ è ÎÒÅ) íà ïðèìåðå ìèêðîñïîðèäèé, îöåíêà ïðå-
èìóùåñòâ è íåäîñòàòêîâ òðàäèöèîííîãî ìåòîäà êîíòðà-

ñòèðîâàíèÿ (ÓÀ) è íåòðàäèöèîííîãî (ÎÒÅ), à òàêæå îáî-
ñíîâàíèå âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ íåòðàäèöèîííîãî
ìåòîäà äëÿ îêðàñêè óëüòðàòîíêèõ ñðåçîâ áèîëîãè÷åñêèõ
òêàíåé.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â êà÷åñòâå îáúåêòà èññëåäîâàíèé íàìè áûëè âûáðàíû
âíóòðèêëåòî÷íûå ïàðàçèòû æèðîâîãî òåëà ëè÷èíîê êðî-
âîñîñóùèõ êîìàðîâ (Diptera: Culicidae) — ìèêðîñïîðè-
äèè ñåì. Amblyosporidae. Çàðàæåííûå ëè÷èíêè áûëè ñî-
áðàíû âî âðåìåííûõ è ïîñòîÿííûõ âîäîåìàõ îêð. ñ. Òå-
ãóëüäåò Òîìñêîé îáë. (Çàïàäíàÿ Ñèáèðü, Ðîññèÿ).

Äëÿ ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè òêàíè æèðîâîãî òåëà
çàðàæåííûõ ëè÷èíîê êîìàðîâ ôèêñèðîâàëè 2.5—24 ÷ ïðè
4 °Ñ 2.5%-íûì ãëóòàðàëüäåãèäîì íà 0.1 Ì êàêîäèëàòíîì
áóôåðíîì ðàñòâîðå (ðÍ 7.4). Çàòåì ïðîìûâàëè 0.2 Ì êàêî-
äèëàòíûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì (ðÍ 7.4) â òå÷åíèå 15 ìèí
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå äâàæäû. Ëè÷èíîê ïîñòôèêñè-
ðîâàëè â 1%-íîì OsO4 â 0.1 Ì êàêîäèëàòíîì áóôåðíîì
ðàñòâîðå (ðÍ 7.4) â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòó-
ðå. Ïîñëå ïðîìûâêè äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé äâàæäû ïî
15 ìèí èõ îáåçâîæèâàëè â ñåðèè ðàñòâîðîâ ýòàíîëà âîçðàñ-
òàþùåé êîíöåíòðàöèè è àáñîëþòíîì àöåòîíå è çàêëþ÷àëè
â Ýïîí—Àðàëäèò (Undeen, Vavra, 1997).

Óëüòðàòîíêèå ñðåçû òîëùèíîé 60—100 íì ãîòîâèëè
íà óëüòðàòîìå Ultrotome III (LKB, Øâåöèÿ). Íåîáõîäèìî
îòìåòèòü, ÷òî èññëåäîâàëè óëüòðàòîíêèå ñðåçû, ïîëó÷åí-
íûå ñ îäíèõ è òåõ æå áëîêîâ.

Ñðåçû êîíòðàñòèðîâàëè äâóìÿ ìåòîäàìè. 1. Îáúåêò-
íûå ñåòî÷êè ñî ñðåçàìè ïîìåùàëè íà êàïëþ 2%-íîãî
ðàñòâîðà ÓÀ íà 50%-íîì ýòàíîëå íà 10—15 ìèí, çàòåì
îïîëàñêèâàëè â 50%-íîì ýòàíîëå è ïðîìûâàëè äèñòèëëè-
ðîâàííîé âîäîé. 2. Îáúåêòíûå ñåòî÷êè ñî ñðåçàìè ïîìå-
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ùàëè â êàïëþ 0.05%-íîãî ðàñòâîðà ÎÒÅ íà 0.1 Ì êàêîäè-
ëàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå (ðÍ 7.4) íà 35—45 ìèí, çàòåì
ïåðåíîñèëè íà 10 ìèí â êàïëþ òîãî æå áóôåðíîãî ðàñòâî-
ðà, çàòåì íà 10 ìèí â êàïëþ äèñòèëëèðîâàííîé âîäû, ïîñ-
ëå ÷åãî ïðîìûâàëè äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé. Ðàñòâîð
ÎÒÅ ãîòîâèëè íå ïîçäíåå ÷åì çà 3 ÷ äî èñïîëüçîâàíèÿ.

Ïîñëå ÓÀ- èëè ÎÒÅ-êîíòðàñòèðîâàíèÿ ïðåïàðàòû
îêðàøèâàëè 5—10 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå öèò-
ðàòîì ñâèíöà (ïî: Reynolds, 1963). Ïîëó÷åííûå ïðåïàðà-
òû ïðîñìàòðèâàëè â ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå JEM-100
CXII (JEOL, ßïîíèÿ) ïðè óñêîðÿþùåì íàïðÿæåíèè 80 êÂ.

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û: ãëóòàð àëüäåãèä,
OsO4, Àðàëäèò 502, Ýïîí 812, DDSA, DMP-30; öèòðàò
ñâèíöà (Fluka, Øâåéöàðèÿ); êàêîäèëàò íàòðèÿ; óðàíèë-
àöåòàò (Merck, Ãåðìàíèÿ); ÎÒÅ (Suntory, Îñàêà, ßïîíèÿ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Íàìè ïðîâåäåí ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç óëüòðàñòðóêòó-
ðû íåêîòîðûõ îðãàíåëë ïðè ðàçíûõ ìåòîäàõ êîíòðàñòèðî-
âàíèÿ óëüòðàòîíêèõ ñðåçîâ (òðàäèöèîííûì — ÓÀ è íå-
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Ðèñ. 1. Óëüòðàñòðóêòóðà ñòàäèé ðàçâèòèÿ è çðåëûõ ñïîð Andreanna caspii ïðè êîíòðàñòèðîâàíèè óëüòðàòîíêèõ ñðåçîâ äâóìÿ ìåòî-
äàìè — óðàíèë-àöåòàòîì (ÓÀ) èëè ýêñòðàêòîì ÷åðíîãî êèòàéñêîãî ÷àÿ (ÎÒÅ).

à — ðàííÿÿ ñïîðîãîíèÿ, á — çðåëûå ñïîðû. àã — àïïàðàò Ãîëüäæè, ãñ — ãðàíóëû ñåêðåòà, çâ — çàäíÿÿ âàêóîëü, îñï — îáîëî÷êà ñïîðîôîðíîãî ïóçûðü-
êà, ï — ïîëÿðîïëàñò, ïò — ïîëÿðíàÿ òðóáêà, ñ — ðàííèé ñïîðîíò, ýð — ýíäîïëàçìàòè÷åñêèé ðåòèêóëóì, ÿ — ÿäðî.



òðàäèöèîííûì — ÎÒÅ) íà ïðèìåðå ñòàäèé ðàçâèòèÿ è
çðåëûõ ñïîð âíóòðèêëåòî÷íûõ ïàðàçèòîâ — ìèêðîñïîðè-
äèé. Äëÿ èññëåäîâàíèé áûëè èñïîëüçîâàíû ïàðàçèòû And-
reanna caspii Simakova et al., 2008 èç êîìàðîâ Ochlerotatus
caspius (Pallas, 1771) è Parathelohania tomski Simakova,
Pankova, 2004 èç Anopheles messeae Fall., 1926.

Ñòàäèè ðàçâèòèÿ äàííûõ ïàðàçèòîâ èìåþò î÷åíü
ïðîñòîå ñòðîåíèå, â òî âðåìÿ êàê ñïîðû ìèêðîñïîðèäèé
óñòðîåíû êðàéíå ñëîæíî. Îíè îêðóæåíû òîëñòîé òðåõ-

ñëîéíîé îáîëî÷êîé (ýêçî-, ýíäîñïîðà è ïëàçìàòè÷åñêàÿ
ìåìáðàíà) è ñîäåðæàò ÿäðî è àïïàðàò ýêñòðóçèè, íåîá-
õîäèìûé äëÿ çàðàæåíèÿ êëåòêè õîçÿèíà. Ñòðîåíèå ñïîð ÿâ-
ëÿåòñÿ âàæíûì ñèñòåìàòè÷åñêèì ïðèçíàêîì ïðè èäåíòè-
ôèêàöèè ìèêðîñïîðèäèé (Sprague et al., 1992; Canning,
Vavra, 2000; Âîðîíèí, 2001). Ìû âûáðàëè äàííûå îáúåêòû
äëÿ ñðàâíåíèÿ ðàçíûõ ìåòîäîâ êîíòðàñòèðîâàíèÿ óëüòðà-
òîíêèõ ñðåçîâ áèîëîãè÷åñêèõ îáúåêòîâ, â ñâÿçè ñ òåì ÷òî
ñïîðû èìåþò ñëîæíóþ ìíîãîñëîéíóþ îðãàíèçàöèþ îáî-
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Ðèñ. 2. Óëüòðàñòðóêòóðà ôðàãìåíòîâ çðåëûõ ñïîð Andreanna caspii ïðè êîíòðàñòèðîâàíèè óëüòðàòîíêèõ ñðåçîâ äâóìÿ ìåòîäàìè —
óðàíèë-àöåòàòîì (ÓÀ) èëè ýêñòðàêòîì ÷åðíîãî êèòàéñêîãî ÷àÿ (ÎÒÅ).

à — ïåðåäíèé ïîëþñ ñïîðû ñ ïîëÿðíûì ÿêîðíûì äèñêîì è ïîëÿðîïëàñòîì; á — îáîëî÷êà è ïîëÿðíàÿ òðóáêà çðåëûõ ñïîð. ïä — ïîëÿðíûé ÿêîðíûé
äèñê, ïç — çàäíÿÿ ÷àñòü ïîëÿðîïëàñòà, ïï — ïåðåäíÿÿ ÷àñòü ïîëÿðîïëàñòà, ïò — ïîëÿðíàÿ òðóáêà, ñýê — ñóáýêçîñïîðà, ýê — ýêçîñïîðà, ýí — ýíäî-

ñïîðà.



ëî÷êè è âíóòðèñïîðîâûõ îðãàíåëë (ïîëÿðíûé ÿêîðíûé
äèñê, ïîëÿðîïëàñò, ïîëÿðíóþ òðóáêó è çàäíþþ âàêóîëü).

Ïðè ñðàâíåíèè óëüòðàñòðóêòóðû ñòàäèé ðàçâèòèÿ
A. caspii õàðàêòåðíûõ ðàçëè÷èé îáíàðóæåíî íå áûëî
(ðèñ. 1, à). Ïðè ÎÒÅ-êîíòðàñòèðîâàíèè ïðîêðàøèâàëèñü
âñå îðãàíåëëû: îáîëî÷êà ñïîðîôîðíîãî ïóçûðüêà ìåìá-
ðàííîãî ñòðîåíèÿ; ýïèñïîðàëüíîå ïðîñòðàíñòâî, çàïîë-
íåííîå ñåêðåòîì ðàçëè÷íîé ñòðóêòóðû (ýëåêòðîííî-ïëîò-
íûå ãðàíóëèðîâàííûå âêëþ÷åíèÿ è îêðóãëûå ãðàíóëû
óìåðåííûõ ýëåêòðîííûõ ïëîòíîñòåé); ÿäðà ñïîðîíòîâ, ñî-
äåðæàùèå ñêîïëåíèÿ õðîìàòèíà; àïïàðàò Ãîëüäæè; õîðî-
øî ðàçâèòàÿ ñåòü ØÝÐ; âàêóîëè, ñîäåðæàùèå âêðàïëåíèÿ
ñåêðåòà. Îäíàêî â îáùåì îòìå÷åí áîëåå íèçêèé êîíòðàñò
ïðè ÎÒÅ-êîíòðàñòèðîâàíèè ñòàäèé ñïîðîãîíèè. Òðàäèöè-
îííîå ÓÀ-êîíòðàñòèðîâàíèå áîëåå ÷åòêî âûÿâëÿëî ìåìá-
ðàííûå ñòðóêòóðû, ñòðîåíèå ØÝÐ, àïïàðàòà Ãîëüäæè è
ÿäåðíîãî õðîìàòèíà.

Èçó÷åíèå óëüòðàñòðóêòóðû çðåëûõ ñïîð ïîêàçàëî, ÷òî
ÎÒÅ-êîíòðàñòèðîâàíèå òàêæå äàåò áîëåå íèçêèé êîíòðàñò
(ðèñ. 1, á). Ýòîò ìåòîä îêðàøèâàíèÿ âûÿâëÿåò «ìîõíà-
òûé» íàðóæíûé ñëîé ýêçîñïîðû, íî óìåðåííî ýëåêòðîí-
íî-ïëîòíàÿ ñóáýêçîñïîðà âûãëÿäèò îäíîðîäíîé, â òî âðå-
ìÿ êàê ïðè ÓÀ-êîíòðàñòèðîâàíèè ÷åòêî âèäíà åå ñëîèñòàÿ
ñòðóêòóðà (ðèñ. 2, á). Ïîëÿðíûé ÿêîðíûé äèñê è ïîëÿðî-
ïëàñò ïðè ðàçíûõ ìåòîäàõ êîíòðàñòèðîâàíèÿ íå ðàçëè÷à-
þòñÿ. Â îáîèõ ñëó÷àÿõ ïîëÿðîïëàñò äâóõ÷àñòíûé (ïëàñ-
òèí÷àòûé, ïëîòíîïëàñòèí÷àòûé), êàæäàÿ ïëàñòèíà îêðó-
æåíà ñîáñòâåííîé ìåìáðàíîé (ðèñ. 2, à).

Íàèáîëüøèé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò ñëàáîàíèçîôèëÿð-
íàÿ ïîëÿðíàÿ òðóáêà. Òàê, ïðè òðàäèöèîííîì îêðàøèâà-
íèè ïîëÿðíàÿ òðóáêà íà ïîïåðå÷íîì ñðåçå èìååò 5—6 ñëî-
åâ: íàðóæíûé ñëîé òîíêèé ýëåêòðîííî-ïðîçðà÷íûé,
îêðóæåí ñîáñòâåííîé ìåìáðàíîé, 2 ñëîÿ óìåðåííîé
ýëåêòðîííîé ïëîòíîñòè îäèíàêîâîé òîëùèíû, ýëåêòðîí-
íî-ïðîçðà÷íûé ñëîé, ýëåêòðîííî-ïëîòíûé ñëîé (îòñóòñò-
âóåò ó òîëñòûõ âèòêîâ) è ñåðäöåâèíà óìåðåííîé ýëåêò-
ðîííîé ïëîòíîñòè (ðèñ. 2, á).

ÎÒÅ-êîíòðàñòèðîâàíèå âûÿâëÿåò 8 ñëîåâ ïîëÿðíîé
òðóáêè: íàðóæíûé ñëîé òîíêèé ýëåêòðîííî-ïëîòíûé,
îêðóæåí ñîáñòâåííîé ìåìáðàíîé, òîíêèé ñëîé óìåðåííîé
ýëåêòðîííîé ïëîòíîñòè, 2 ñëîÿ óìåðåííîé ýëåêòðîííîé
ïëîòíîñòè îäèíàêîâîé òîëùèíû, ýëåêòðîííî-ïëîòíûé
ñëîé, òîëñòûé ñëîé óìåðåííîé ýëåêòðîííîé ïëîòíîñòè,
òîíêèé ýëåêòðîííî-ïëîòíûé ñëîé, ñåðäöåâèíà óìåðåííîé
ýëåêòðîííîé ïëîòíîñòè, íåìíîãî ñâåòëåå, ÷åì ïðè
ÓÀ-êîíòðàñòèðîâàíèè (ðèñ. 2, á). Î÷åâèäíî, ÷òî ÓÀ-îêðà-
øèâàíèå âûÿâëÿåò äîïîëíèòåëüíûå ñëîè ïîëÿðíîé òðóá-
êè, ìåæäó êîòîðûìè íàáëþäàþòñÿ áîëåå ÷åòêèå ãðàíèöû.
Êðîìå òîãî, ýëåêòðîííûå ïëîòíîñòè íåêîòîðûõ ñëîåâ íà
ïîïåðå÷íîì ñðåçå ïîëÿðíîé òðóáêè ïðè ÎÒÅ- è ÓÀ-êîíò-
ðàñòèðîâàíèè ðàçëè÷àþòñÿ.

Òàêèì îáðàçîì, íåñìîòðÿ íà ñíèæåííûé êîíòðàñò, ìå-
òîä îêðàøèâàíèÿ ÎÒÅ ïîçâîëÿåò âûÿâèòü äîïîëíèòåëü-
íûå ñòðóêòóðû çðåëûõ ñïîð ðîäà Andreanna Simakova et
al., 2008. Âñå îñíîâíûå ñòðóêòóðû ñòàäèé ðàçâèòèÿ è ñïîð
ïðîêðàøèâàþòñÿ è âûÿâëÿþòñÿ îò÷åòëèâî.

Íàìè òàêæå ïðîâåäåí ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç äâóõ ìå-
òîäîâ îêðàøèâàíèÿ ðîäà Parathelohania Codreanu, 1966 —
ïàðàçèòîâ ìàëÿðèéíûõ êîìàðîâ.

Ïðè ñðàâíåíèè óëüòðàñòðóêòóðû ñòàäèé ðàçâèòèÿ
P. tomski íå îáíàðóæåíî ÷åòêèõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ ðàçëè-
÷èé (ðèñ. 3, à). Ïðè ÎÒÅ-êîíòðàñòèðîâàíèè òàêæå äîñòà-
òî÷íî ÷åòêî ïðîêðàøèâàëèñü âñå êëåòî÷íûå îðãàíåëëû
ïàðàçèòà. Íàìè áûëè çàðåãèñòðèðîâàíû íåêîòîðûå íåçíà-
÷èòåëüíûå ðàçëè÷èÿ. Êàê è â ïðåäûäóùåì ñëó÷àå, îòìå-

÷àëñÿ áîëåå íèçêèé êîíòðàñò ïðè íåòðàäèöèîííîì êîíò-
ðàñòèðîâàíèè ñòàäèé ñïîðîãîíèè. Ðàçëè÷èÿ âèäíû è â
êîíòðàñòèðîâàíèè ñåêðåòà ñïîðîôîðíîãî ïóçûðüêà (ãðà-
íóëÿðíûå âêëþ÷åíèÿ), êîòîðûé ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ëèáî
ñâîáîäíî ëåæàùèé â ïîëîñòè ïóçûðüêà çåðíèñòûé ñåêðåò
(òðóáî÷êè ìàëåíüêîãî äèàìåòðà), ëèáî êðóïíûå îñìèî-
ôèëüíûå ãëûáêè, èíîãäà íàïîìèíàþùèå «åæèêè». Íà
óëüòðàòîíêèõ ñðåçàõ, îêðàøåííûõ íåòðàäèöèîííûì ìåòî-
äîì, âûÿâëÿåòñÿ áîëüøå ñâîáîäíîëåæàùåãî çåðíèñòîãî
ñåêðåòà, è êàæåòñÿ, ÷òî ïîëîñòü ïóçûðüêà áîëåå ïëîòíî èì
çàïîëíåíà.

Èçó÷åíèå çðåëûõ ñïîð ïîêàçàëî, ÷òî ÎÒÅ òàêæå äàåò
áîëåå íèçêèé êîíòðàñò (ðèñ. 3, á). Ïîëÿðíûé ÿêîðíûé
äèñê è ïîëÿðîïëàñò íå ðàçëè÷àþòñÿ ïðè ðàçíûõ ìåòîäàõ
îêðàøèâàíèÿ. Â îáîèõ ñëó÷àÿõ ïîëÿðîïëàñò äâóõ÷àñòíûé
(ðûõëîïëàñòèí÷àòûé, ïëîòíîïëàñòèí÷àòûé), êàæäàÿ ïëà-
ñòèíà îêðóæåíà ñîáñòâåííîé ìåìáðàíîé (ðèñ. 4, à).

Ðàçëè÷èÿ íàáëþäàëèñü â êîíòðàñòèðîâàíèè îáîëî÷êè
ñïîð è àíèçîôèëÿðíîé ïîëÿðíîé òðóáêè (ðèñ. 4, á).
Ïðè ÎÒÅ-êîíòðàñòèðîâàíèè îáîëî÷êà çðåëûõ ñïîð ñîñ-
òîèò èç äâóõñëîéíîé ýêçîñïîðû (íàðóæíûé ñëîé ýëåêò-
ðîííî-ïðîçðà÷íûé, âíóòðåííèé ýëåêòðîííî-ïëîòíûé),
ñóáýêçîñïîðû óìåðåííîé ýëåêòðîííîé ïëîòíîñòè, ýëåêò-
ðîííî-ïðîçðà÷íîé ýíäîñïîðû è ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðà-
íû, â òî âðåìÿ êàê ïðè òðàäèöèîííîì ìåòîäå êîíòðàñòè-
ðîâàíèÿ ñóáýêçîñïîðà ñîñòîèò èç äâóõ ñëîåâ (óìåðåííîé
ýëåêòðîííîé ïëîòíîñòè è ýëåêòðîííî-ïëîòíîãî), êîòîðûå
íåðàçëè÷èìû ïðè îêðàøèâàíèè ÎÒÅ.

Ïðè ñðàâíåíèè êîíòðàñòèðîâàíèÿ ñëîåâ ïîïåðå÷íîãî
ñðåçà ïîëÿðíîé òðóáêè âûÿâëåíî ñëåäóþùåå. Ïðè èñïîëü-
çîâàíèè òðàäèöèîííîãî ìåòîäà îêðàøèâàíèÿ òîëñòûõ
âèòêîâ ïîëÿðíàÿ òðóáêà íà ïîïåðå÷íîì ñðåçå èìååò 5 ñëî-
åâ: íàðóæíûé ñëîé òîíêèé ýëåêòðîííî-ïðîçðà÷íûé, îêðó-
æåí ñîáñòâåííîé ìåìáðàíîé, ýëåêòðîííî-ïëîòíûé ñëîé,
2 ñëîÿ óìåðåííîé ýëåêòðîííîé ïëîòíîñòè (âíóòðåííèé
íåìíîãî ñâåòëåå íàðóæíîãî) è ñåðäöåâèíà óìåðåííîé
ýëåêòðîííîé ïëîòíîñòè (ðèñ. 4, á).

Íà ïîïåðå÷íîì ñðåçå òîíêèõ âèòêîâ òàêæå ïðîñìàò-
ðèâàåòñÿ 5 ñëîåâ, îäíàêî îíè îêðàøèâàþòñÿ èíà÷å: íà-
ðóæíûé ñëîé òîíêèé ýëåêòðîííî-ïðîçðà÷íûé, îêðóæåí
ñîáñòâåííîé ìåìáðàíîé, ñëîé óìåðåííîé ýëåêòðîííîé
ïëîòíîñòè, ýëåêòðîííî-ïëîòíûé ñëîé, ñëîé óìåðåííîé
ýëåêòðîííîé ïëîòíîñòè è ñåðäöåâèíà óìåðåííîé ýëåêò-
ðîííîé ïëîòíîñòè (ðèñ. 4, á).

ÎÒÅ-êîíòðàñòèðîâàíèå âûÿâëÿåò 7 ñëîåâ òîëñòûõ
âèòêîâ ïîëÿðíîé òðóáêè: íàðóæíûé ñëîé òîíêèé ýëåêò-
ðîííî-ïðîçðà÷íûé, îêðóæåí ñîáñòâåííîé ìåìáðàíîé,
ñëîé óìåðåííîé ýëåêòðîííîé ïëîòíîñòè, òîíêèé ýëåêò-
ðîííî-ïëîòíûé ñëîé, òîëñòûé ñëîé óìåðåííîé ýëåêòðîí-
íîé ïëîòíîñòè, òîíêèé ýëåêòðîííî-ïëîòíûé ñëîé, òîë-
ñòûé ñëîé óìåðåííîé ýëåêòðîííîé ïëîòíîñòè è ñåðäöåâè-
íà óìåðåííîé ýëåêòðîííîé ïëîòíîñòè, ñâåòëåå, ÷åì ïðè
ÓÀ-êîíòðàñòèðîâàíèè. Òîíêèå âèòêè äàííûõ ñïîð ïðè
ðàçíûõ ìåòîäàõ îêðàøèâàíèÿ âûãëÿäÿò îäèíàêîâî, íî ïðè
ÎÒÅ-êîíòðàñòèðîâàíèè ñëîè èìåþò áîëåå ÷åòêèå ãðàíè-
öû ðàçäåëà (ðèñ. 4, á).

Òàêèì îáðàçîì, êàê è â ïðåäûäóùåì ñëó÷àå, íåòðàäè-
öèîííûé ìåòîä îêðàøèâàíèÿ âûÿâëÿåò äîïîëíèòåëüíûå
ñëîè ïîëÿðíîé òðóáêè, è ìåæäó íèìè íàáëþäàþòñÿ áîëåå
÷åòêèå ãðàíèöû. Êàê è â ñëó÷àå Andreanna caspii, ýëåêò-
ðîííûå ïëîòíîñòè íåêîòîðûõ ñëîåâ íà ïîïåðå÷íîì ñðåçå
ïîëÿðíîé òðóáêè ïðè ÎÒÅ- è ÓÀ-êîíòðàñòèðîâàíèè ðàç-
ëè÷àþòñÿ.

Òàêèì îáðàçîì, ìåòîä ÎÒÅ-êîíòðàñòèðîâàíèÿ ïðî-
êðàøèâàåò âñå îñíîâíûå âíóòðèêëåòî÷íûå ñòðóêòóðû
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ìèêðîñïîðèäèé, èìåþùèå òàêñîíîìè÷åñêîå çíà÷åíèå, è,
êðîìå òîãî, ïîçâîëÿåò âûÿâëÿòü äîïîëíèòåëüíûå ñëîè ïî-
ëÿðíîé òðóáêè çðåëûõ ñïîð ñ áîëåå ÷åòêèìè ãðàíèöàìè
ìåæäó íèìè. Îäíàêî òðàäèöèîííîå ÓÀ-êîíòðàñòèðîâà-
íèå ëó÷øå âûÿâëÿåò ìåìáðàííûå ñòðóêòóðû, ñëîè îáî-
ëî÷êè çðåëûõ ñïîð, ñòðîåíèå ØÝÐ, àïïàðàòà Ãîëüäæè è
ÿäåðíîãî õðîìàòèíà, à òàêæå äàåò áîëåå âûñîêèé îáùèé
êîíòðàñò.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ÎÒÅ-êîíòðàñòèðîâàíèå èìååò
ðÿä ìåòîäè÷åñêèõ ïðåèìóùåñòâ è íåäîñòàòêîâ. Ðàñòâîð
ÎÒÅ áåçîïàñåí â èñïîëüçîâàíèè è óòèëèçàöèè, â îòëè÷èå
îò ðàñòâîðà ÓÀ îí ìîæåò äîëãî õðàíèòüñÿ íà ñâåòó ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, íå òåðÿÿ àêòèâíîñòè (â òå÷åíèå
4 ìåñ íå áûëî çàìå÷åíî ñíèæåíèÿ êðàñÿùåé àêòèâíîñòè).
Îäíàêî ïðèãîòîâëåíèå ðàñòâîðà çàíèìàåò íå ìåíåå 3 ÷
(ýêñòðàêò ÷àÿ ìåäëåííî ðàñòâîðÿåòñÿ). Ìåòîä òðåáóåò ñó-

Èñïîëüçîâàíèå ìåòîäà ÎÒÅ-êîíòðàñòèðîâàíèÿ óëüòðàòîíêèõ ñðåçîâ 745

Ðèñ. 3. Óëüòðàñòðóêòóðà ñòàäèé ðàçâèòèÿ è çðåëûõ ñïîð Parathelohania tomski ïðè êîíòðàñòèðîâàíèè óëüòðàòîíêèõ ñðåçîâ óðà-
íèë-àöåòàòîì (ÓÀ) èëè ýêñòðàêòîì ÷åðíîãî êèòàéñêîãî ÷àÿ (ÎÒÅ).

à — ïîçäíÿÿ ñïîðîãîíèÿ; á — çðåëûå ñïîðû. àã — àïïàðàò Ãîëüäæè, ãñ — ãðàíóëû ñåêðåòà, çâ — çàäíÿÿ âàêóîëü, îñï — îáîëî÷êà ñïîðîôîðíîãî ïóçûðü-
êà, ï — ïîëÿðîïëàñò, ïò — ïîëÿðíàÿ òðóáêà, ýð — ýíäîïëàçìàòè÷åñêèé ðåòèêóëóì, ÿ — ÿäðî.



ùåñòâåííî áîëüøåãî âðåìåíè îêðàøèâàíèÿ è ïðîìûâêè
ïðåïàðàòîâ. Ïðè óâåëè÷åíèè âðåìåíè îêðàøèâàíèÿ êîíò-
ðàñò èçîáðàæåíèÿ íå ïîâûøàëñÿ, íî óâåëè÷èâàëàñü îáùàÿ
ýëåêòðîííàÿ ïëîòíîñòü óëüòðàòîíêèõ ñðåçîâ. Òåì íå ìå-
íåå ìåòîä ÎÒÅ-êîíòðàñòèðîâàíèÿ ìîæåò áûòü èñïîëüçî-
âàí â êà÷åñòâå àëüòåðíàòèâû òðàäèöèîííîìó êîíòðàñòè-
ðîâàíèþ ÓÀ.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü ä-ðó M. Ghaziza-
deh (Central institute for Electron Microscopic Researches,
Nippon Medical School, Òîêèî, ßïîíèÿ) çà ëþáåçíî ïðå-
äîñòàâëåííûé ýêñòðàêò ÷åðíîãî êèòàéñêîãî ÷àÿ (ÎÒÅ).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
07-04-00468).
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Ðèñ. 4. Óëüòðàñòðóêòóðà ôðàãìåíòîâ çðåëûõ ñïîð Parathelohania tomski ïðè êîíòðàñòèðîâàíèè óëüòðàòîíêèõ ñðåçîâ óðàíèë-àöåòà-
òîì (ÓÀ) èëè ýêñòðàêòîì ÷åðíîãî êèòàéñêîãî ÷àÿ (ÎÒÅ).

à — ïåðåäíèé ïîëþñ ñïîðû ñ ïîëÿðíûì ÿêîðíûì äèñêîì è ïîëÿðîïëàñòîì; á — îáîëî÷êà è ïîëÿðíàÿ òðóáêà çðåëûõ ñïîð. ïä — ïîëÿðíûé ÿêîðíûé
äèñê, ïç — çàäíÿÿ ÷àñòü ïîëÿðîïëàñòà, ïï — ïåðåäíÿÿ ÷àñòü ïîëÿðîïëàñòà, ïò — ïîëÿðíàÿ òðóáêà, ñýê — ñóáýêçîñïîðà, ýê — ýêçîñïîðà, ýí — ýíäî-

ñïîðà.
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A novel method for staining ultrathin sections and examining organelles of taxonomic importance in mic-
rosporidian parasites was evaluated using oolong tea extract (OTE) and compared with traditional staining with
uranyl acetate (UA). All basic intracellular structures of taxonomic significance were effectively stained with
the OTE-staining method and additional layers of the polar filament with more clear boundaries between them
were revealed. However, greater resolution and higher general contrast of several structures including membra-
nes, layers of the envelope of mature spores, the structure of rough endoplasmic reticulum, Golgi complex, and
nuclear chromatin were achieved with traditional UA-staining. The OTE-staining method has the advantage of
being safe and preparations can be stored in light at room temperature with no loss in staining properties. Howe-
ver, greater staining time is required. We conclude that the OTE-staining method may be used as an alternative
to traditional staining with UA with successful results.
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