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Ìåòîä çàòî÷êè ïèðàìèäêè ñ ïîìîùüþ ñòåêëÿííûõ íîæåé

Àíàëèç óëüòðàñòðóêòóðû òêàíè ñ èñïîëüçîâàíèåì 3D-ðåêîíñòðóêöèè íà îñíîâå ñåðèéíûõ óëüòðà-
òîíêèõ ñðåçîâ ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç íàèáîëåå àäåêâàòíûõ ìåòîäîâ â èññëåäîâàíèÿõ ïðîñòðàíñòâåííîé îð-
ãàíèçàöèè áèîîáúåêòîâ. Ïîäãîòîâêà îáðàçöà äëÿ 3D-ðåêîíñòðóêöèè âêëþ÷àåò â ñåáÿ äâå òåõíè÷åñêè
íàèáîëåå ñëîæíûå ïðîöåäóðû: ïîëó÷åíèå ñòàáèëüíîé ëåíòî÷êè ñåðèéíûõ ñðåçîâ è ìîíòèðîâàíèå ýòîé
ëåíòî÷êè íà ïëåíêó-ïîäëîæêó. Äëÿ ìîíòèðîâàíèÿ ñåðèè ñðåçîâ ïðåäëîæåíû è õîðîøî ñåáÿ çàðåêîìåí-
äîâàëè ñïåöèàëüíûå ïîäõîäû è òåõíè÷åñêèå ïðèñïîñîáëåíèÿ. Ïîëó÷åíèþ áîëüøîé è ñòàáèëüíîé ñåðèè
ñðåçîâ óäåëåíî íå ìåíüøå âíèìàíèÿ, íî â îñíîâíîì îíî êàñàåòñÿ âûáîðà ýïîêñèäíûõ çàëèâî÷íûõ ñðåä.
Êðèòè÷åñêèì æå óñëîâèåì ïîëó÷åíèÿ ðîâíîé è ñòàáèëüíîé ëåíòî÷êè ñðåçîâ ÿâëÿåòñÿ ñòðîãàÿ ïàðàëëåëü-
íîñòü âåðõíåé è íèæíåé ãðàíåé ïèðàìèäêè, ïàäàþùåé íà ðåæóùóþ êðîìêó íîæà. Ñîáëþñòè ýòî óñëîâèå
ïîçâîëÿåò çàòî÷êà ïèðàìèäêè ñ ïîìîùüþ ñóõîãî àëìàçíîãî íîæà äëÿ êðèîóëüòðàòîìèè. Â íàñòîÿùåì
ñîîáùåíèè ïðåäëîæåí ñïîñîá ïîëó÷åíèÿ ïàðàëëåëüíûõ ãðàíåé ïèðàìèäêè ñ ïîìîùüþ äâóõ ôîðì ñòåê-
ëÿííûõ íîæåé.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ, 3D-ðåêîíñòðóêöèÿ, óëüòðàòîíêèå ñåðèéíûå ñðåçû,
àëìàçíûé íîæ, ñòåêëÿííûé íîæ, çàòî÷êà ïèðàìèäêè ìåòîäîì ìåçû.

Àíàëèç ñòðóêòóðû òêàíè ñ èñïîëüçîâàíèåì «îáúåìíî-
ãî äèñåêòîðà» — íà îñíîâå ñåðèéíûõ ñðåçîâ (Sorra et al.,
1998; Fiala, Harris, 2001) — ïî ïðàâó ñ÷èòàåòñÿ îäíèì èç
íàèáîëåå àäåêâàòíûõ ìåòîäîâ àíàëèçà ïðîñòðàíñòâåííîé
îðãàíèçàöèè áèîëîãè÷åñêèõ ñòðóêòóð, à ïîñëåäóþùèé
êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç íà îñíîâå îáúåìíîé (3D) ðåêîí-
ñòðóêöèè èìåíóþò «çîëîòûì ñòàíäàðòîì» â ìîðôîìåò-
ðèè (Von Bartheld, 2001). (Îáúåìíûé äèñåêòîð (volume di-
sector) — ìåòîä êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà, ðàçðàáîòàííûé
â ðÿäå ðàáîò (Harris et al., 1992; Sorra et al., 1998) äëÿ íå-
ïðåäâçÿòîé îöåíêè ïëîòíîñòè ðàñïîëîæåíèÿ è ïðîöåíò-
íîãî ñîîòíîøåíèÿ ðàçëè÷íûõ òèïîâ ñèíàïñîâ â åäèíèöå
îáúåìà òêàíè).

Îäíè èç ïåðâûõ 3D-ðåêîíñòðóêöèé íà óëüòðàñòðóê-
òóðíîì óðîâíå, â ÷àñòíîñòè ñèíàïñîâ öåíòðàëüíîé íåð-
âíîé ñèñòåìû, âûïîëíåíû â 1950—1960-å ãîäû íà âûðå-
çàííûõ èç âîñêîâûõ ïëàñòèíîê ïðîôèëÿõ èññëåäóåìûõ
ñòðóêòóð (Sjöstrand, 1958; Westrum, Blackstad, 1962). Â íà-
ñòîÿùåå âðåìÿ ìåòîäû 3D-ðåêîíñòðóêöèè îñòàþòñÿ ïðèî-
ðèòåòíûìè íå òîëüêî â èññëåäîâàíèè ìîçãà, è ïðîäîëæà-
þò âûõîäèòü ïóáëèêàöèè ñ óñîâåðøåíñòâîâàíèåì è îá-
ëåã÷åíèåì òåõíèêè ïðèãîòîâëåíèÿ ñåðèéíûõ ñðåçîâ
(Harris et al., 2006). Íåñìîòðÿ íà äîñòèæåíèÿ âûñîêîðàç-
ðåøàþùåé ýëåêòðîííîé òîìîãðàôèè (Frank, 2006) è óñïå-
õè â ðàçâèòèè SBF (serial block-face scanning electron mic-
roscopy) (Denk, Horstmann, 2004; Gatan Inc., ÑØÀ) è ýëåê-
òðîííî-èîííîé (Knott et al., 2008; Bushby et al., 2011; FEI
Company, ÑØÀ) ñêàíèðóþùåé ìèêðîñêîïèè, èññëåäîâà-
íèå íà ñåðèéíûõ ñðåçàõ îñòàåòñÿ àäåêâàòíûì ìåòîäîì
àíàëèçà óëüòðàñòðóêòóðû áîëüøîãî îáúåìà òêàíè (Hoff-
pauir et al., 2007). (SBF — ìåòîä ïîëó÷åíèÿ ñåðèè èçîáðà-

æåíèé, êîòîðûé çàêëþ÷àåòñÿ â ñêàíèðîâàíèè
ïîâåðõíîñòè áëîêà ñ òêàíüþ, ïîñëåäîâàòåëüíî ñðåçàåìîãî
íà ãëóáèíó ñ çàäàííûì øàãîì ïðè ïîìîùè àëìàçíîãî
íîæà íåïîñðåäñòâåííî â êàìåðå ìèêðîñêîïà).

Ñ èñïîëüçîâàíèåì ñåðèéíûõ ñðåçîâ íàìè áûëî âïåð-
âûå ïîêàçàíî íàëè÷èå îäèíî÷íûõ âêóñîâûõ ðåöåïòîðíûõ
êëåòîê âî âêóñîâîì ýïèòåëèè ìëåêîïèòàþùèõ (Linde-
mann, 2001). Íåäàâíî â ñîâîêóïíîñòè ñ àíàëèçîì áîëü-
øèõ ñåðèé ïîëóòîíêèõ ñðåçîâ ìû ïîëó÷èëè ïåðâûå äàí-
íûå îá óëüòðàñòðóêòóðå äåíäðèòíûõ ñèíàïñîâ èäåíòèôè-
öèðîâàííûõ òåìíûõ è ñâåòëûõ ïèðàìèäíûõ íåéðîíîâ â
ãëóáîêèõ ñëîÿõ íåéðîïèëÿ ãèïïîêàìïà (Êëèìåíêî, Ðîãà-
÷åâñêèé, 2012).

Òðàäèöèîííî ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî èñïîëüçîâàíèå 3D-ðå-
êîíñòðóêöèè íà óëüòðàòîíêèõ ñðåçàõ îãðàíè÷åíî íåîáõî-
äèìîñòüþ õèðóðãè÷åñêîé òî÷íîñòè ïðè ðàáîòå ñî ñðåçà-
ìè, òðóäîåìêîñòüþ ìåòîäà, çíà÷èòåëüíûìè âðåìåíí *ûìè
è ôèíàíñîâûìè çàòðàòàìè. Ìíîãîëåòíèå èññëåäîâàíèÿ ñ
ïðèìåíåíèåì 3D-ðåêîíñòðóêöèé, ïðîâîäèìûå â íàøåé
ëàáîðàòîðèè, ïîçâîëèëè íàì ðàçðàáîòàòü õîðîøî âîñïðî-
èçâîäèìûå ìåòîäû ïîëó÷åíèÿ ñåðèé ñðåçîâ ñ ìèíèìàëü-
íûìè çàòðàòàìè. Äàííîå ñîîáùåíèå ïðåäîñòàâëÿåò íàì
âîçìîæíîñòü ýòîò îïûò îïóáëèêîâàòü.

Ïðîöåññ ïîäãîòîâêè ê àíàëèçó ñòðóêòóðû áèîîáúåê-
òîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì 3D-ðåêîíñòðóêöèè íà ñåðèéíûõ
óëüòðàòîíêèõ ñðåçàõ òðåáóåò ñîáëþäåíèÿ íåñêîëüêèõ
êëþ÷åâûõ ïðàâèë. Ñîñòîÿò îíè â íåîáõîäèìîñòè: 1) êà÷å-
ñòâåííîé õèìè÷åñêîé ôèêñàöèè òêàíè, 2) àäåêâàòíî ïîäî-
áðàííîé çàëèâî÷íîé ñðåäû èç ñìåñè ýïîêñèäíûõ ñìîë,
3) íàëè÷èÿ êà÷åñòâåííûõ íîæåé, 4) ñïåöèàëüíîé ïîäãî-
òîâêè ïèðàìèäêè íà áëîêå ñ òêàíüþ, 5) ïîëó÷åíèÿ äîñòà-
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òî÷íî äëèííîé ëåíòî÷êè èç 100—200 ñåðèéíûõ ñðåçîâ,
6) àêêóðàòíîãî ìîíòèðîâàíèÿ ýòîé ñåðèè íà áëåíäó ñ
ïëåíêîé-ïîäëîæêîé è 7) êîíòðàñòèðîâàíèÿ ñðåçîâ, èñê-
ëþ÷àþùåãî èõ çàãðÿçíåíèÿ.

Âíå çàâèñèìîñòè îò òèïà èññëåäóåìîé òêàíè (îáúåê-
òà), ñïîñîáà åå ôèêñàöèè, ñâîéñòâ çàëèâî÷íîé ñðåäû, èñ-
ïîëüçîâàíèÿ àëìàçíîãî èëè ñòåêëÿííîãî íîæà ñòàáèëü-
íîñòü ëåíòî÷êè ñðåçîâ ñïîñîáñòâóåò ïîääåðæàíèþ èõ îä-
íîðîäíîé òîëùèíû è îáåñïå÷èâàåò óäîáñòâî ïåðåíîñà
ñåðèè ñ ïîâåðõíîñòè æèäêîñòè â âàííî÷êå íîæà íà ïëåí-
êó-ïîäëîæêó áåç ïîòåðè ñðåçîâ, ñîõðàíÿÿ, òàêèì îáðàçîì,
öåëîñòíîñòü ñåðèè.

Â íàñòîÿùåì ñîîáùåíèè, àäðåñîâàííîì èññëåäîâàòå-
ëÿì ñ óæå èìåþùèìñÿ îïûòîì â óëüòðàìèêðîòîìèè, ðàñ-
ñìîòðåí êëþ÷åâîé ýòàï ïîäãîòîâêè îáðàçöà äëÿ ïîëó÷å-
íèÿ áîëüøîé ñåðèé óëüòðàòîíêèõ ñðåçîâ, à èìåííî ñïî-
ñîá ïîäãîòîâêè ïèðàìèäêè äëÿ ïîëó÷åíèÿ ñòàáèëüíîé
ëåíòî÷êè ñðåçîâ áåç íåîáõîäèìîñòè èñïîëüçîâàíèÿ äëÿ
ýòîãî äîðîãîñòîÿùåãî àëìàçíîãî íîæà. Èìåííî ïîýòîìó
ýòîò ñïîñîá äîñòóïåí ëþáîé ìèêðîñêîïè÷åñêîé ëàáîðà-
òîðèè. Ïðè ýòîì íàëè÷èå íàéôìåéêåðà (knifemaker) —
ñòàíêà äëÿ èçãîòîâëåíèÿ ñòåêëÿííûõ íîæåé — íå ÿâëÿåò-
ñÿ îáÿçàòåëüíûì.

Óñëîâèÿ ïîëó÷åíèÿ ñòàáèëüíîé ñåðèè ñðåçîâ
è ñïîñîáû èõ ðåàëèçàöèè

Ñòàáèëüíîñòè ñåðèè ñðåçîâ ìîæíî äîñòè÷ü íåñêîëü-
êèìè ñïîñîáàìè — àäåêâàòíûì ïîäáîðîì çàëèâî÷íîé
ñðåäû èëè èñïîëüçîâàíèåì àäãåçèâîâ, íàíîñèìûõ íà áî-
êîâûå ãðàíè ïèðàìèäêè (Harris et al., 2006; Ruthensteiner,
2008). Íî êëþ÷åâûì ôàêòîðîì ÿâëÿåòñÿ ïàðàëëåëüíîñòü
âåðõíåé è íèæíåé ãðàíåé ïèðàìèäêè, ïàäàþùåé íà ðå-
æóùóþ êðîìêó íîæà. Åñëè â ðóòèííîé óëüòðàòîìèè äëÿ
ïîëó÷åíèÿ óñå÷åííîé ïèðàìèäêè âðó÷íóþ äîñòàòî÷íî
âîñïîëüçîâàòüñÿ ëåçâèåì îò áåçîïàñíîé áðèòâû, òî êà-
÷åñòâåííóþ ïèðàìèäêó äëÿ ñåðèéíûõ ñðåçîâ ìîæíî ïðè-
ãîòîâèòü òîëüêî íà óëüòðàìèêðîòîìå ñ èñïîëüçîâàíèåì
ñòåêëÿííîãî èëè àëìàçíîãî íîæà â êà÷åñòâå ðåçöà èëè
ôðåçû òðèììåðà. Èñïîëüçîâàíèå æå òðèììåðîâ, òàêèõ
êàê Reichert/Leica Ultratrim, Leica EM TRIM è Leica EM
TRIM2 (Àâñòðèÿ/ÑØÀ), äëÿ ýòîé öåëè èñêëþ÷åíî.
Ïîñêîëüêó ëþáûå íåîäíîðîäíîñòè ïîâåðõíîñòåé ïèðà-
ìèäêè ÿâëÿþòñÿ ïðè÷èíîé áûñòðîãî ïðèòóïëåíèÿ ðåæó-
ùåé êðîìêè íîæà, äëÿ ñîõðàíåíèÿ ðåæóùèõ ñâîéñòâ íîæà
ïðè ïîëó÷åíèè äëèííîé ñåðèè ñðåçîâ áîêîâûå ãðàíè ïè-
ðàìèäêè äîëæíû áûòü ãëàäêèìè íàñòîëüêî, íàñêîëüêî
ýòî âîçìîæíî. Äîñòè÷ü ýòîãî ìîæíî òîëüêî çàòî÷êîé
ïèðàìèäêè ïðè ïîìîùè óëüòðàòîìà â àâòîìàòè÷åñêîì
ðåæèìå ìèêðîïîäà÷è (Galey, 1963). Ïîâåðõíîñòè ïèðà-
ìèäêè, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ òðèììåðà, áîëåå íåîäíî-
ðîäíû.

Ìèðîíîâ ñ ñîàâòîðàìè (1994) îïèñàëè ñïîñîá ïîëó-
÷åíèÿ äâóõ ïàðàëëåëüíûõ ãðàíåé ïèðàìèäêè ñòåêëÿííûì
íîæîì. Äëÿ ýòîãî äåðæàòåëü íîæà â ãîðèçîíòàëüíîé
ïëîñêîñòè ïîâîðà÷èâàþò ïî ÷àñîâîé ñòðåëêå íà 30° è îá-
òà÷èâàþò îäíó èç ãðàíåé, çàòåì äåðæàòåëü íîæà ïîâîðà-
÷èâàþò ïðîòèâ ÷àñîâîé ñòðåëêè íà 30° è ïîâòîðÿþò ïðî-
öåäóðó, ïîëó÷àÿ 2 ïàðàëëåëüíûå ãðàíè. Íåäîñòàòêîì òà-
êîãî ïîäõîäà ÿâëÿþòñÿ ñêîøåííûå ãðàíè ïèðàìèäêè, ÷òî
âåäåò ê óâåëè÷åíèþ ïëîùàäè ñðåçîâ â ïðîöåññå óâåëè÷å-
íèÿ äëèíû ñåðèè ñðåçîâ è, ñëåäîâàòåëüíî, èçìåíåíèþ
óñëîâèé ðåçêè. Äëÿ îäíîðîäíîñòè óñëîâèé ðåçêè â íà÷àëå
è â êîíöå ñåðèè ïèðàìèäêà äîëæíà èìåòü îòâåñíûå áîêî-
âûå ãðàíè ïîä ïðÿìûì óãëîì ê åå ëèöåâîé ïîâåðõíîñòè.
Ïîëó÷åíèå òàêîé ïèðàìèäêè (ìåçà-ïèðàìèäêè; îò àíãë.
mesa — ñòîëîâàÿ ãîðà; ôîðìà ðåëüåôà ñ ïëîñêîé âåðøè-
íîé è êðóòûìè ñêëîíàìè, øèðîêî ðàñïðîñòðàíåíà íà
þãî-çàïàäå ÑØÀ è â Ìåêñèêå), îáû÷íî èìåþùåé ôîðìó
ïðÿìîóãîëüíîãî ïàðàëëåëåïèïåäà, âûñòóïàþùåãî íàä ïî-
âåðõíîñòüþ áëîêà ñ òêàíüþ, íàçûâàåòñÿ «çàòî÷êîé ïèðà-
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Ðèñ. 1. Èëëþñòðàöèÿ ìåòîäà çàòî÷êè ïèðàìèäêè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïîâîðîòà îáúåêòîäåðæàòåëÿ è ðåçóëüòèðóþùåé ñåðèè ñðåçîâ.

à — ñïîñîá çàòî÷êè ìåçà-ïèðàìèäêè ñ ïîñëåäîâàòåëüíûìè (À—Ã) ïîâîðîòàìè áëîêà íà 90° (ïî: Ìèðîíîâ è äð., 1994, ñ èçìåíåíèÿìè); á — âíåøíèé
âèä îáúåêòîäåðæàòåëÿ óëüòðàòîìà Leica EM UC6 ñî øêàëîé äëÿ ïîâîðîòà îáðàçöà íà çàäàííûé óãîë; â — èçîãíóòàÿ ëåíòî÷êà èç 90 ñðåçîâ, ïîëó÷åíà àë-
ìàçíûì íîæîì Diatome Ultra 45° è ìîíòèðîâàíà íà ïëåíêó-ïîäëîæêó, áëèçêèå ê ïàðàëëåëè ãðàíè ïèðàìèäêè áûëè ïîëó÷åíû ñ ðàçâîðîòîì îáúåêòî-
äåðæàòåëÿ íà 180°, óãîë îòêëîíåíèÿ ãðàíåé ïèðàìèäêè îò ïàðàëëåëè ñîñòàâëÿë ìåíüøå 0.5°, ã — óâåëè÷åííàÿ îáëàñòü òîé æå ëåíòî÷êè ñðåçîâ, î÷åâèä-

íû íåîäíîðîäíîñòü èõ òîëùèíû è îòðûâ ñðåçîâ äðóã îò äðóãà (ñïðàâà âíèçó).

Ðèñ. 2. Âíåøíèé âèä ñóõîãî íîæà CryoTrim 45° (à) è ïðîöåäó-
ðà ïîëó÷åíèÿ ñ åãî ïîìîùüþ ïèðàìèäêè ñ ïàðàëëåëüíûìè ãðà-

íÿìè (á).

à — âíåøíèé âèä íîæà è ïðîôèëü åãî àëìàçíîé ðåæóùåé êðîìêè (êðóã-
ëàÿ âñòàâêà); °á — ýòàïû ïðèãîòîâëåíèÿ ïèðàìèäêè: 1 — ñòà÷èâàíèå
ôðîíòàëüíîé ïîâåðõíîñòè áëîêà, 2 — ïîëó÷åíèå ëåâîé ãðàíè ïèðàìèä-
êè, 3 — ïîëó÷åíèå ïàðàëëåëüíîé ïðàâîé ãðàíè ïèðàìèäêè, 4 — îáúåêò
ðàçâåðíóò íà 90° äëÿ ïîëó÷åíèÿ âåðõíåé ãðàíè ïèðàìèäêè, 5 — ïîëó÷å-
íèå ïàðàëëåëüíîé íèæíåé ãðàíè ïèðàìèäêè (èç: www.diatomeknives.com

ñ èçìåíåíèÿìè).



ìèäêè ìåòîäîì ìåçû» (Ìèðîíîâ è äð., 1994; Bozzola,
Russell, 1999).

Îòâåñíûå ãðàíè ìåçà-ïèðàìèäêè ìîæíî ïîëó÷èòü,
îáòà÷èâàÿ áëîê ñ òêàíüþ îñòðûì óãîëêîì ñòåêëÿííîãî
íîæà (Galey, 1963; De Bruijn, McGee-Russell, 1966; Ìèðî-
íîâ è äð., 1994), ïîñëåäîâàòåëüíî ðàçâîðà÷èâàÿ îáðàçåö
íà óãîë 90 èëè 180° (ðèñ. 1, a). Ñîâðåìåííûå óëüòðàìèê-
ðîòîìû îáîðóäîâàíû îáúåêòîäåðæàòåëÿìè ñî øêàëîé,
ïîçâîëÿþùåé ïîâîðà÷èâàòü îáðàçåö íà îïðåäåëåííûé
óãîë (ðèñ. 1, á). Íî íà ïðàêòèêå ðàçâåðíóòü îáðàçåö òî÷íî
íà çàäàííûé óãîë íå óäàåòñÿ. Äàæå åñëè ïîäãîòîâëåííûå
òàêèì îáðàçîì ãðàíè ïèðàìèäêè è îêàæóòñÿ áëèçêè ê ïà-
ðàëëåëè, ðàçíèöà ìåæäó íèìè äàæå â 0.5° äàñò èçãèá ïî-
ëó÷åííîé ëåíòî÷êè èç 100 ñðåçîâ íà óãîë îêîëî 40—50°
(ðèñ. 1, â). Îòêëîíåíèå ãðàíåé îò ïàðàëëåëè òàêæå ÿâëÿåò-
ñÿ îäíîé èç ïðè÷èí íåîäèíàêîâîé òîëùèíû ñðåçîâ è ðàç-
ðûâà ëåíòî÷êè ñðåçîâ åùå äî åå ìîíòèðîâàíèÿ íà ïëåí-
êó-ïîäëîæêó (ðèñ. 1, ã). Êðîìå òîãî, ìàíèïóëèðîâàòü
èçîãíóòîé ëåíòî÷êîé ñðåçîâ â âàííî÷êå íîæà è òåì áîëåå
ìîíòèðîâàòü åå ïî öåíòðó ïëåíêè-ïîäëîæêè êðàéíå çà-
òðóäíèòåëüíî. Èçîãíóòàÿ ëåíòî÷êà ñîçäàñò äîïîëíèòåëü-
íûå ïðîáëåìû ïðè ïîèñêå è ôîòîãðàôèðîâàíèè îäíîãî è
òîãî æå ó÷àñòêà íà ïîñëåäîâàòåëüíûõ ñðåçàõ â ýëåêòðîí-
íîì ìèêðîñêîïå è ïîñëåäóþùåå âçàèìíîå âûðàâíèâàíèå
ñåðèéíûõ èçîáðàæåíèé äëÿ 3D-ðåêîíñòðóêöèè.

Äëÿ ïåðåíîñà ñðåçîâ èç âàííî÷êè íîæà è ìîíòèðîâà-
íèÿ ñåðèè ñðåçîâ íà ñåòî÷êè è ïëåíêè-ïîäëîæêè äàâíî
ïðåäëîæåíû çàðåêîìåíäîâàâøèå ñåáÿ ñïåöèàëüíûå òåõ-
íè÷åñêèå ïðèñïîñîáëåíèÿ è ïîäõîäû, òàêèå êàê «èäåàëü-
íàÿ ïåòëÿ» (perfect loop), ìåòîä Ãåÿ—Àíäåðñîíà (Gay,
Anderson, 1954), ïðèñïîñîáëåíèå Áàðíñ è ×àìáåðñà (Bar-
nes, Chambers, 1961), óñòðîéñòâî Âåñòôîëà—Õèëè (West-
fall, 1961; Westfall, Healy, 1962), «òðåòüÿ ðóêà» Ðîñòãààðäà
(Behnke, Rostgaard, 1964) èëè èçÿùíûé ìåòîä Ãàë-
ëåÿ—Íèëüñîíà (Galey, Nilsson, 1966), ìîäèôèöèðîâàí-

íûé Âåãíåðîì (Wegner, 1971) è ïîçäíåå Ìèðîíîâûì (Mi-
ronov et al., 2008). Ïîëó÷åíèþ æå áîëüøîé è â òî æå
âðåìÿ ñòàáèëüíîé ñåðèè ñðåçîâ óäåëåíî íå ìåíüøå âíè-
ìàíèÿ, íî â îñíîâíîì îíî êàñàåòñÿ âûáîðà ýïîêñèäíûõ
çàëèâî÷íûõ ñðåä (Hayat, 2000). Ïðè ýòîì êðèòè÷åñêîìó
óñëîâèþ, ïàðàëëåëüíîñòè âåðõíåé è íèæíåé ãðàíåé ïèðà-
ìèäêè, à òàêæå ñïîñîáó åãî ðåàëèçàöèè ïðàêòè÷åñêè íå
óäåëÿåòñÿ âíèìàíèÿ (Hayat, 2000).

Â çàðóáåæíîé ïðàêòèêå ñåðèéíîé óëüòðàòîìèè, íà-
ïðèìåð â ëèäèðóþùåé â äàííîé îáëàñòè ëàáîðàòîðèè
ïðîô. Êðèñòåí Õàððèñ (Harris et al., 2006; www.synap-
ses.clm.utexas.edu), äëÿ ýòèõ öåëåé ðåêîìåíäóþò çàòî÷êó
ãðàíåé ïèðàìèäêè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñóõîãî àëìàçíîãî
íîæà äëÿ êðèîóëüòðàòîìèè CryoTrim 45° (Diatome US,
Inc., ÑØÀ). Òàêîé íîæ èìååò ðåæóùèå êðîìêè è ñ ëåâîé
è ñ ïðàâîé ñòîðîíû (ðèñ. 2, à). Ïðè çàòî÷êå ïàðàëëåëüíûõ
ãðàíåé ïèðàìèäêè íîæîì CryoTrim 45° ïîëîæåíèå îáðàç-
öà îñòàåòñÿ íåèçìåííûì, ìåíÿåòñÿ ëèøü ïîëîæåíèå
íîæà. Ñíà÷àëà ñòà÷èâàåòñÿ ïëîñêîñòü ïèðàìèäêè ñëåâà, à
çàòåì ïëîñêîñòü ñïðàâà, ïîëó÷àþòñÿ 2 ïàðàëëåëüíûå ãðà-
íè (ðèñ. 2, á, ýòàïû 2, 3). Çàòåì îáðàçåö ðàçâîðà÷èâàþò íà
90° ïî äëèííîé îñè øòàíãè îáúåêòîäåðæàòåëÿ è ïðîöåäó-
ðó ïîâòîðÿþò (ðèñ. 2, á, ýòàïû 4, 5). Ñòîèò íîâûé Cryo-
Trim 45° äîâîëüíî äîðîãî, îò 60 äî 120 òûñ. ðóáëåé, äà è
ñòàðûé òàêîé íîæ, óæå íåïðèãîäíûé äëÿ êðèîóëüòðàòî-
ìèè, íàéäåòñÿ äàëåêî íå â êàæäîé ëàáîðàòîðèè. Åñëè æå
èññëåäîâàíèå ïðåäïîëàãàåò àíàëèç ìèêðîáèîëîãè÷åñêèõ
ïðåïàðàòîâ, êëåòêè êîòîðûõ èìåþò ìèíåðàëèçîâàííûå
êëåòî÷íûå ñòåíêè, òî è íîâûé àëìàçíûé íîæ áûñòðî ïðè-
äåò â íåãîäíîñòü. Ïîýòîìó äëÿ ïîäãîòîâêè ïèðàìèäêè èñ-
ïîëüçîâàíèå ñòåêëÿííûõ íîæåé, ñòîèìîñòü êîòîðûõ íà
3 ïîðÿäêà íèæå àëìàçíûõ, âíå ñîìíåíèé îñòàåòñÿ àêòó-
àëüíûì. Õýíññåí ñ ñîàâòîðàìè äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïàðàëëåëü-
íûõ ãðàíåé ìåçà-ïèðàìèäêè èñïîëüçîâàëè ñòåêëÿííûé
íîæ ñ äâóìÿ îñòðûìè óãîëêàìè (Hanssen et al., 2010). Äëÿ
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Ðèñ. 3. Ñõåìà ïîëó÷åíèÿ äâóõ òèïîâ ñòåêëÿííûõ íîæåé íà íàéôìåéêåðå LKB 7801.

À1, À2 — ñòàíäàðòíûå ïðîöåäóðû ïðèãîòîâëåíèÿ íîæåé ñîãëàñíî èíñòðóêöèè, ïðèëàãàåìîé ê íàéôìåéêåðó; Á1—Á3 — ïðîöåäóðû ïðèãîòîâëåíèÿ
íîæà ñ çåðêàëüíûì ïðîôèëåì; îäèí èç äâóõ íîæåé, êàê ïðàâèëî, èìååò ñêîëîòûé ïðàâûé óãîëîê è íåïðèãîäåí äëÿ çàòî÷êè ïèðàìèäêè (ïåðå÷åðêíóò íà
ñòàäèè Á3). Äëÿ íàãëÿäíîñòè ïëîñêîñòè êâàäðàòîâ è íîæåé ïîìå÷åíû áóêâàìè d (ãðÿçíàÿ ïîâåðõíîñòü) è c (÷èñòàÿ ïîâåðõíîñòü, ïîëó÷åííàÿ íà íàé-
ôìåéêåðå); ïîëîæåíèå áóêâ íà êàæäîì ýòàïå èçìåíåíî ñîãëàñíî èçìåíåíèþ ïîëîæåíèÿ êâàäðàòà. Ñòåêëÿííàÿ ïîëîñà íà íàéôìåéêåðå èñõîäíî ðàñïî-
ëàãàåòñÿ òàê, ÷òîáû ñëåä îò ñòåêëîðåçà ïðè ïðîèçâîäñòâåííîì ðàçëîìå ñòåêëà íà ïîëîñû ðàñïîëàãàëñÿ âíèçó (îòìå÷åíî çâåçäî÷êîé). Îñòàëüíûå îáúÿñ-

íåíèÿ â òåêñòå. Öâåòíûå èëëþñòðàöèè ñ âûñîêèì ðàçðåøåíèåì äîñòóïíû â êà÷åñòâå äîïîëíèòåëüíîãî ìàòåðèàëà ïî àäðåñó: www.synapsis.ru.



ïîëó÷åíèÿ òàêîãî íîæà ëèíèÿ ðàçëîìà ñòåêëÿííîãî êâàä-
ðàòà áûëà ñìåùåíà îò öåíòðà êâàäðàòà, ÷òî òðåáóåò èçìå-
íåíèÿ íàñòðîåê íàéôìåéêåðà.

Íèæå ïðèâåäåí ïðîñòîé ìåòîä ïîëó÷åíèÿ 2 ñòåêëÿí-
íûõ íîæåé ñ «çåðêàëüíûìè» ïðîôèëÿìè äëÿ çàòî÷êè ïè-
ðàìèäêè ñ ïàðàëëåëüíûìè ãðàíÿìè (çàÿâêà íà ïàòåíò
¹ 2012157496 îò 27.12.2012). Ïðåäëàãàåìûé ìåòîä íå
òðåáóåò èçìåíåíèÿ íàñòðîåê íàéôìåéêåðà. Îí îñíîâàí
òîëüêî íà èçìåíåíèè ïîëîæåíèÿ ñòåêëÿííîãî êâàäðàòà
ïåðåä ðàçëîìîì íà 2 íîæà, ïîýòîìó ðåàëèçóåì äàæå â îò-
ñóòñòâèå íàéôìåéêåðà.

Ñóòü ìåòîäà

Ï ð è ã î ò î â ë å í è å í î æ å é í à í à é ô ì å é ê å ð à õ
L K B ñ å ð è è 7 8 0 0. Ïðîöåäóðà ïðèãîòîâëåíèÿ íîæåé ñ
óãëîì â 45° ñîãëàñíî èíñòðóêöèè ê íàéôìåéêåðó LKB ñå-
ðèè 7800 (Øâåöèÿ; àíàëîã íàéôìåéêåðîâ ñåðèè LKB 7800
âûïóñêàë â ÑÑÑÐ Æäàíîâñêèé çàâîä ìåäèöèíñêîãî ïðè-
áîðîñòðîåíèÿ ïîä ìàðêîé ÑÑÍ-1) ñîñòîèò â òîì, ÷òî îò-
ðåçàííûé îò ñòåêëÿííîé ïîëîñû êâàäðàò ïîâîðà÷èâàþò

ïðîòèâ ÷àñîâîé ñòðåëêè íà 45°, íàäðåçàþò ñòåêëîðåçîì è
ðàçëàìûâàþò íà 2 íîæà ïî äèàãîíàëè (ðèñ. 3, ïðîöåäó-
ðû À1 è À2). Òàêèå íîæè áóäóò èìåòü îñòðûé ðîâíûé óãî-
ëîê ñëåâà (ðèñ. 3, ñòðåëêà íà âåðõíåé êðóãëîé âñòàâêå
(À2); ðèñ. 4, à), à ðåæóùàÿ êðîìêà áóäåò îáðàçîâàíà ïëîñ-
êîñòüþ d (dirty), ïîëó÷åííîé ïðè ïðîèçâîäñòâåííîì ðàç-
ëîìå ñòåêëà íà ïîëîñû. Íîæ òàêîãî ïðîôèëÿ ìû èñïîëü-
çîâàëè äëÿ îáòî÷êè ãðàíè ïèðàìèäêè ñïðàâà (ðèñ. 4, â).
Ðåæóùàÿ êðîìêà íîæà ñïðàâà çàêàí÷èâàåòñÿ íà íåðîâíîé
ïîâåðõíîñòè ïëîñêîñòè d, èìåþùåé ñëåä îò ñòåêëîðåçà, è
íåïðèãîäíà äëÿ çàòî÷êè ãðàíè ïèðàìèäêè ñëåâà (ðèñ. 3,
ãîëîâêà ñòðåëêè íà êðóãëîé âñòàâêå ââåðõó (À2)).

×òîáû ïðèãîòîâèòü íîæ ñ «çåðêàëüíûì» ïðîôèëåì, ñ
îñòðûì óãîëêîì ñïðàâà, äëÿ çàòî÷êè ãðàíè ïèðàìèäêè
ñëåâà, ìîæíî ïîìåíÿòü ïîëîæåíèÿ âèëî÷åê íàéôìåéêåðà,
ôèêñèðóþùèõ ñòåêëÿííûé êâàäðàò ïåðåä ðàçëîìîì
(ðèñ. 5, á). Îäíàêî, êàê è â ñëó÷àå ñïîñîáà Õýíññåíà
(Hanssen et al., 2010) (ðèñ. 5, â), ýòà ïðîöåäóðà ïîòðåáóåò
âîçâðàùåíèÿ ïîëîæåíèÿ âèëî÷åê, à çàòåì è êðîïîòëèâîé
äëèòåëüíîé íàñòðîéêè íàéôìåéêåðà ñ ïðîâåðêîé êà÷åñò-
âà ïîëó÷àåìûõ íîæåé è ñî çíà÷èòåëüíûìè çàòðàòàìè
ñòåêëà. Èìåííî ïîýòîìó ïîñëå ðàç ïðîâåäåííîé òùàòåëü-
íîé ðåãóëèðîâêè ïîëîæåíèÿ ïðèæèìíûõ âèëî÷åê íà-
ñòðîéêè íàéôìåéêåðà íå ìåíÿþò ãîäàìè.

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ íîæà ñ «çåðêàëüíûì» ïðîôèëåì áåç
èçìåíåíèÿ íàñòðîåê íàéôìåéêåðà îòðåçàííûé îò ñòåêëÿí-
íîé ïîëîñû êâàäðàò ñëåäóåò ïîâåðíóòü ïî ÷àñîâîé ñòðåë-
êå íà 45° è ïî äëèííîé îñè íàéôìåéêåðà íà 180° (ðèñ. 3,
ïðîöåäóðû Á1—Á3). Ïðè ðàçëîìå êâàäðàòà ïî äèàãîíàëè
îäèí èç äâóõ íîæåé áóäåò èìåòü îñòðûé óãîëîê ñïðàâà
(ðèñ. 3, ñòðåëêà íà íèæíåé êðóãëîé âñòàâêå (Á3); ðèñ. 4,
á). Â îòëè÷èå îò ïåðâîãî òèïà íîæåé îñòðûé óãîëîê èìååò
ôîðìó çàîñòðåííîãî ïèêà. Ýòîò íîæ ìû èñïîëüçîâàëè äëÿ
îáòî÷êè ãðàíè ïèðàìèäêè ñëåâà (ðèñ. 4, ã). Ëåâàÿ ñòîðîíà
ðåæóùåé êðîìêè ýòîãî íîæà îãðàíè÷åíà íåðîâíîé ïîâåð-
õíîñòüþ ïëîñêîñòè d, èìåþùåé ñëåä îò ñòåêëîðåçà, è íå-
ïðèãîäíà äëÿ çàòî÷êè ãðàíè ïèðàìèäêè ñïðàâà (ðèñ. 3, ãî-
ëîâêà ñòðåëêè íà êðóãëîé âñòàâêå âíèçó (Á3)).

Ïðè ïðèãîòîâëåíèè íîæà ñ «çåðêàëüíûì» ïðîôèëåì
âî èçáåæàíèå ëèøíèõ äåéñòâèé ïðîöåäóðó Á2 (ðèñ. 3)
ìîæíî áûëî áû îïóñòèòü è ïîñëå ïîâîðîòà êâàäðàòà ïî
÷àñîâîé ñòðåëêå (ðèñ. 3, Á1) ðàçëîìèòü êâàäðàò íà 2 íîæà.
Íî â òàêîì ñëó÷àå, êàê è â ñëó÷àå ìåòîäà Õýíññåíà, ðåæó-
ùàÿ êðîìêà îêàæåòñÿ íà ïîâåðõíîñòè ñ (clean). Ïðè ýòîì
ñîçäàíèå îñòðîãî óãîëêà ïîâåðõíîñòüþ ñ äàæå â ñëó÷àå
ñáàëàíñèðîâàííîãî ðàçëîìà ñ çàäåðæêîé äàëåêî íå âñåãäà
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Ðèñ. 4. Ôîòîãðàôèÿ îáû÷íîãî íîæà (d) è íîæà ñ çåðêàëüíûì ïðîôèëåì (á), ðåæóùàÿ êðîìêà ñîçäàíà íà ïîâåðõíîñòè d.

à — îñòðûé ëåâûé óãîëîê íîæà äëÿ çàòî÷êè ãðàíè ïèðàìèäêè ñïðàâà (âèä ñçàäè); á — îñòðûé ïðàâûé óãîëîê íîæà äëÿ çàòî÷êè ãðàíè ïèðàìèäêè ñëåâà
(âèä ñçàäè); â — çàòî÷êà ãðàíè ïèðàìèäêè ñïðàâà (ñòðåëêà), çàòî÷êó ñëåäóåò ïðîâîäèòü íîæîì, ÷óòü ðàçâåðíóòûì ïðîòèâ ÷àñîâîé ñòðåëêè (êðóãëàÿ
âñòàâêà); ã — çàòî÷êà ãðàíè ïèðàìèäêè ñëåâà (ñòðåëêà), çàòî÷êó ñëåäóåò ïðîâîäèòü íîæîì, ÷óòü ðàçâåðíóòûì ïî ÷àñîâîé ñòðåëêå (êðóãëàÿ âñòàâêà).
Ïîñêîëüêó óãîëîê íîæà íà ïàíåëè á èìååò çàîñòðåííûé ïèê, óãîë íàêëîíà íîæà ïðè çàòî÷êå ïèðàìèäêè ñëåâà ñëåäóåò óìåíüøèòü äî 2—1.5°. Ïîëó÷åí-

íàÿ ìåçà-ïèðàìèäêà ñ ïàðàëëåëüíûìè ãðàíÿìè îòìå÷åíà çâåçäî÷êîé.

Ðèñ. 5. Ñõåìà èçìåíåíèé íàñòðîåê íàéôìåéêåðà LKB ñåðèè
7800 äëÿ ïîëó÷åíèÿ íîæåé ñ çåðêàëüíûì ïðîôèëåì.

à — 1-é òèï íîæåé ìîæíî ïðèãîòîâèòü ñîãëàñíî èíñòðóêöèè ê íàéôìåé-
êåðó; á — äëÿ ïîëó÷åíèÿ 2-ãî òèïà íîæåé ñ «çåðêàëüíûì» ïðîôèëåì íå-
îáõîäèìî ðàçâåðíóòü ñòåêëÿííûé êâàäðàò íà 90° è èçìåíèòü ïîëîæåíèå
ôèêñèðóþùèõ âèëî÷åê (íàïðàâëåíèå ïîêàçàíî ñòðåëêàìè); â — ïîëó÷å-
íèå ñòåêëÿííîãî íîæà äëÿ çàòî÷êè ìåçà-ïèðàìèäêè ñ ïàðàëëåëüíûìè
ãðàíÿìè ñîãëàñíî ìåòîäó Õýíññåíà (Hanssen et al., 2010). Âåðòèêàëüíûå
äèàãîíàëüíûå ëèíèè — ïëîñêîñòè ðàçëîìà êâàäðàòîâ íà äâà íîæà. Íà ïà-
íåëÿõ á è â øòðèõîâîé ëèíèåé îòìå÷åíû ïîëîæåíèÿ ïëîñêîñòåé ðàçëîìà
êâàäðàòîâ, ñîîòâåòñòâóþùèå ïëîñêîñòè ðàçëîìà íà ïàíåëè à; d è c —
ïëîñêîñòè ïðîèçâîäñòâåííîãî ðàçëîìà è ðàçëîìà ñòåêëÿííîé ïîëîñû íà

êâàäðàòû ñîîòâåòñòâåííî.



äàåò óäîâëåòâîðèòåëüíûé ðåçóëüòàò (ñì. íèæå ðèñ. 8 è
îáúÿñíåíèå â òåêñòå).

Ç à ò î ÷ ê à ï è ð à ì è ä ê è ä â ó ì ÿ í î æ à ì è ñ «ç å ð -
ê à ë ü í û ì» ï ð î ô è ë å ì. Ïðîöåññ çàòî÷êè ìåçà-ïèðà-
ìèäêè àíàëîãè÷åí âûøåîïèñàííîìó ìåòîäó ñ èñïîëüçî-
âàíèåì ñóõîãî àëìàçíîãî íîæà CryoTrim 45°. Â ïðîöåññå
çàòî÷êè ïèðàìèäêè ïîëîæåíèå áëîêà ñ òêàíüþ òàêæå íå
ìåíÿåòñÿ, ÷òî ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü ïàðàëëåëüíûå ãðàíè.

Îïòèìàëüíîé ôîðìîé ïîâåðõíîñòè ïèðàìèäêè äëÿ
ìîíòèðîâàíèÿ áîëüøîé ñåðèè óëüòðàòîíêèõ ñðåçîâ íà
îäíó ñåòî÷êó ÿâëÿåòñÿ óäëèíåííûé ïàðàëëåëîãðàìì. Òàê,
ïðè øèðèíå ïèðàìèäêè ìåæäó äëèííûìè ïàðàëëåëüíûìè
ãðàíÿìè â 20 ìêì íà îäíó ñåòî÷êó (áëåíäó) ñ îòâåðñòèåì
1�2 ìì ïîìåùàåòñÿ äî 100 ñðåçîâ. Ñòåïåíü äåôîðìàöèè
ïèðàìèäêè ïðè ïàäåíèè íà êðîìêó íîæà çàâèñèò îò ðàñ-
ñòîÿíèÿ ìåæäó äëèííûìè ïàðàëëåëüíûìè ãðàíÿìè. Åñëè
øèðèíà ïèðàìèäêè ìåæäó íèìè ñîñòàâëÿåò ëèøü 20 ìêì,
òî äëÿ óìåíüøåíèÿ äåôîðìàöèè ïèðàìèäêè â õîäå óëüò-
ðàòîìèè ôðîíòàëüíóþ ïëîñêîñòü áëîêà ñ òêàíüþ öåëåñî-
îáðàçíî ñòà÷èâàòü íà ãëóáèíó íå áîëåå 20 ìêì (ðèñ. 4, â,
ã). Çàòî÷êà ïèðàìèäêè íà óëüòðàòîìå Leica EM UC6 (Àâ-
ñòðèÿ) ñ ïîäà÷åé ïî 20—50 íì è ñêîðîñòüþ ïàäåíèÿ îáú-
åêòà íà íîæ îêîëî 80—100 ìì/ñ äàåò óäîâëåòâîðèòåëü-
íûé ðåçóëüòàò (ðèñ. 6, à). Ïðè óêàçàííûõ óñëîâèÿõ äâóìÿ
ñòåêëÿííûìè íîæàìè ñ «çåðêàëüíûìè» ïðîôèëÿìè ìîæ-
íî çàòî÷èòü äî äåñÿòêà è áîëåå ýïîíîâûõ ïèðàìèäîê âû-
ñîêîé òâåðäîñòè; ñîîòíîøåíèå ñìåñåé A : B = 3 : 7 ïî
Ëþôòó (Luft, 1961). C ïðèãîòîâëåííîé îïèñàííûì îáðà-
çîì ïèðàìèäêè, ïðè ñîáëþäåíèè îáùèõ ïðàâèë óëüòðàòî-
ìèè íå ñîñòàâèò ñëîæíîñòè ïîëó÷èòü ñòàáèëüíóþ ëåíòî÷-
êó èç 100—200 ñðåçîâ õîòü àëìàçíûì, õîòü ñòåêëÿííûì
íîæîì (ðèñ. 6, á, â). Íà íà÷àëüíîì ýòàïå ïîëó÷åíèÿ ñå-
ðèè, ïîñëå òîãî êàê ñäåëàíû ïåðâûå ñðåçû, çàõâàòûâàþ-
ùèå âñþ ïëîùàäü ïîâåðõíîñòè ïèðàìèäêè, öåëåñîîáðàç-
íî ñîçäàòü óñëîâèÿ, èñêëþ÷àþùèå òåìïåðàòóðíûå è âîç-
äóøíûå ôëóêòóàöèè âáëèçè óëüòðàòîìà. Â çàðóáåæíîé
ïðàêòèêå äëÿ ýòîé öåëè íà àíòèâèáðàöèîííîì ñòîëå ìîí-
òèðóþò ïðîçðà÷íûé áîêñ, çàêðûâàþùèé óëüòðàòîì (Har-
ris et al., 2006). Â îòñóòñòâèå òàêîãî áîêñà äîñòàòî÷íî
ïðîñòî îòîéòè îò óëüòðàòîìà è ñåñòü çà íåãî òîëüêî òîãäà,
êîãäà ñåðèÿ ñðåçîâ äîñòèãíåò íåîáõîäèìîé äëèíû.

Ï ð à ê ò è ÷ å ñ ê î å ï ð è ì å í å í è å. Ìû èññëåäîâàëè
îáúåìíóþ óëüòðàñòðóêòóðó ñèíàïñîâ àïèêàëüíûõ äåíä-
ðèòîâ òåìíûõ (ãèïåðõðîìíûõ) è ñâåòëûõ íåéðîíîâ â Str.
radiatum CA1-îáëàñòè ãèïïîêàìïà êðûñ â íåéðîïèëå íà
ãëóáèíå îêîëî 150 ìêì îò òåë íåéðîíîâ, ãäå ðàñïîëàãàåò-
ñÿ îñíîâíàÿ ìàññà âîçáóæäàþùèõ ñèíàïñîâ îò ïðîåêöèé
òðèñèíàïòè÷åñêîé ïåòëè ãèïïîêàìïà (Êëèìåíêî, Ðîãà-
÷åâñêèé, 2012). Ìîðôîëîãèÿ òåìíûõ íåéðîíîâ õàðàêòåðè-
çóåòñÿ òåì, ÷òî ïî ìåðå ïîãðóæåíèÿ àïèêàëüíûõ äåíäðè-
òîâ â ñëîé íåéðîïèëÿ èõ õðîìàòè÷íîñòü òåðÿåòñÿ, ÷òî äå-
ëàåò ñå÷åíèÿ äåíäðèòîâ íåîòëè÷èìûìè îò ñå÷åíèé
äåíäðèòîâ ñâåòëûõ íåéðîíîâ. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ïðèíàä-
ëåæíîñòè äåíäðèòîâ ê òåìíîìó èëè ñâåòëîìó íåéðîíó ìû
èñïîëüçîâàëè ñåðèè 200—300 ñðåçîâ áîëüøîé ïëîùàäè
ÑÀ1-îáëàñòè ãèïïîêàïïà òîëùèíîé 1 ìêì â ïëîñêîñòè
ñå÷åíèÿ, ïàðàëëåëüíîé ñëîþ íåéðîíîâ (ïåðïåíäèêóëÿð-
íîé àïèêàëüíûì äåíäðèòàì). Íà ãëóáèíå 150 ìêì äèà-
ìåòð ñå÷åíèÿ äåíäðèòîâ ñîñòàâëÿåò îêîëî 2 ìêì, ÷òî ïî-
çâîëÿåò íà âçàèìîâûðîâíåííûõ èçîáðàæåíèÿõ ñðåçîâ
ïðîñëåäèòü õîä äåíäðèòà îò òåëà íåéðîíà äî ïîñëåäíåãî
ñðåçà â ñåðèè.

Äëÿ àíàëèçà ñòðóêòóðû ñèíàïñîâ äàííîãî äåíäðèòà íà
ñîîòâåòñòâóþùåé îáëàñòè ïîâåðõíîñòè áëîêà ñ òêàíüþ
ãîòîâèëè ïèðàìèäêè äëÿ ïîëó÷åíèÿ ñåðèé óëüòðàòîíêèõ
ñðåçîâ. Ïîñêîëüêó íàïðàâëåíèå õîäà àïèêàëüíîãî äåíä-
ðèòà èñõîäíî íåèçâåñòíî, äëÿ òîãî ÷òîáû ñå÷åíèÿ äåíäðè-
òîâ íå âûøëè çà ãðàíèöû èçîáðàæåíèé, òðåáîâàëîñü ïî-
ëó÷àòü ñ ïîëóòîíêèõ ñðåçîâ èçîáðàæåíèÿ áîëüøîé ïëî-
ùàäè. Â êîíå÷íîì èòîãå ýòî ñêàçûâàëîñü íà âðåìåíè èõ
îáðàáîòêè. Â êàæäîì ñëó÷àå âåñü ïðîöåññ îò ïîëó÷åíèÿ
ñåðèè ïîëóòîíêèõ ñðåçîâ äî îïðåäåëåíèÿ ìåñòî ïîëîæå-
íèÿ äåíäðèòà èäåíòèôèöèðîâàííîãî íåéðîíà íà ïîâåðõ-
íîñòè áëîêà çàíèìàë íå ìåíåå 1 ìåñ. Ïîýòîìó ñ îïðåäå-
ëåííûõ îïèñàííûì îáðàçîì ó÷àñòêîâ ïîâåðõíîñòåé áëî-
êîâ íåîáõîäèìî áûëî ïîëó÷èòü ëåíòî÷êè ñåðèéíûõ
ñðåçîâ, ñòàáèëüíîñòü êîòîðûõ ïîëíîñòüþ èñêëþ÷àëà áû
âåðîÿòíîñòü ïîòåðè ñðåçîâ â ïðîöåññå óëüòðàòîìèè è ðàç-
ðûâ ñåðèè ïðè ïåðåíîñå è ìîíòèðîâàíèè åå íà ñåòî÷êè.

Â îïèñàííîé ðàáîòå (Êëèìåíêî, Ðîãà÷åâñêèé,
2012) ìû íå èñïîëüçîâàëè àëìàçíûõ íîæåé òèïà Cryo-
Trim 45°. Äëÿ ïîäãîòîâêè ïèðàìèäîê ïëîùàäüþ 15/30�

Ìåòîä çàòî÷êè ïèðàìèäêè ñ ïîìîùüþ ñòåêëÿííûõ íîæåé 511

Ðèñ. 6. Ïðèìåð ïèðàìèäêè è ñòàáèëüíîé ñåðèè ñðåçîâ, ïîëó÷åííûõ ïðè ïîìîùè ñòåêëÿííûõ íîæåé.

à — ôîòîãðàôèÿ ìåçà-ïèðàìèäêè ñ ïàðàëëåëüíûìè ãðàíÿìè, ïðèãîòîâëåííîé äâóìÿ ñòåêëÿííûìè íîæàìè çåðêàëüíîãî ïðîôèëÿ, ïëîùàäü
d 250�45 ìêì (îòìå÷åíà ñòðåëêàìè); á — ñåðèÿ ñðåçîâ, ïîëó÷åííàÿ ñòåêëÿííûì íîæîì ñ ìåçà-ïèðàìèäêè, ïðåäñòàâëåííîé íà ïàíåëè à; â — òà æå
ëåíòî÷êà ñðåçîâ âáëèçè êðîìêè íîæà ïðè áîëüøåì óâåëè÷åíèè. Ëåíòî÷êà íà ïîâåðõíîñòè âîäû äëèíîé áîëåå 9 ìì ñîñòîèò áîëåå ÷åì èç 200 ñðåçîâ.
Èíñòðóìåíòû è ïàðàìåòðû ïðåäñòàâëåííîé ñåðèè: îáúåêò — îñìèðîâàííûé ãèïïîêàìï, çàëèâî÷íàÿ ñðåäà — Embed812/NMA/DDSA (ñîîòíîøåíèå
ñìåñåé À : Â = 3 : 7; ïî: Luft, 1961), óëüòðàìèêðîòîì — Leica EM UC6, ñòåêëÿííûé íîæ 45° (øèðèíà 6 ìì), íàéôìåéêåð — LKB 7801, óãîë íàêëîíà

íîæà — 6° âàííî÷êà ñ äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé, òîëùèíà ñðåçîâ — 60 íì, ñêîðîñòü ðåçêè — 1.6 ìì/ñ.



100/250 ìêì ìû èñïîëüçîâàëè 2 òèïà ñòåêëÿííûõ íîæåé ñ
«çåðêàëüíûìè» ïðîôèëÿìè, ïðèãîòîâëåííûõ íà íàéô-
ìåéêåðå LKB 7801 (Øâåöèÿ) ñîãëàñíî ïðåäëîæåííîìó â
íàñòîÿùåé ðàáîòå ìåòîäó.

Ï ð è ã î ò î â ë å í è å ä â ó õ ò è ï î â í î æ å é í à í à é -
ô ì å é ê å ð à õ í î â î ã î ï î ê î ë å í è ÿ. Ïðîöåäóðà ïðèãî-
òîâëåíèÿ ñòåêëÿííûõ íîæåé íà áîëåå ñîâðåìåííûõ ìîäå-
ëÿõ íàéôìåéêåðîâ îòëè÷àåòñÿ. Â ìîäåëÿõ Reichert-Jung
ñåðèè 705202 (Reichert-Jung, Àâñòðèÿ), Leica EM KMR2
(Àâñòðèÿ) è êîíñòðóêòèâíî íàèáîëåå ñîâåðøåííûõ Leica
EM KMR3 (Leica Microsystems, ÑØÀ) è GKM-2 (RMC,
Boeckeler Instruments, Inc., ÑØÀ) ìåòîä ïðèãîòîâëåíèÿ
íîæåé îñíîâàí íà ïðèíöèïå ñáàëàíñèðîâàííîãî ðàçëîìà
(balanced break) ïî Òîêóÿñó äëÿ ïîëó÷åíèÿ ñòåêëÿííûõ

íîæåé äëÿ êðèîóëüòðàòîìèè (Tokuyasu, Okamura, 1959;
Griffiths et al., 1983). Ïðîöåññ ïðèãîòîâëåíèÿ íîæåé íà÷è-
íàþò ñ ðàçëîìà ñòåêëÿííîé ïîëîñû íà ðàâíîâåñíûå ôðàã-
ìåíòû, âïëîòü äî ïîëó÷åíèÿ ñòåêëÿííûõ êâàäðàòîâ
(ðèñ. 7). Ìåòîä îòëè÷àåòñÿ åùå è òåì, ÷òî â ïðîöåññå ðàç-
ëîìà êâàäðàòîâ íà äâà íîæà ðåæóùàÿ êðîìêà îáðàçóåòñÿ
ïëîñêîñòüþ ñ. Äëÿ ýòîãî ïîëó÷åííûé èç ñòåêëÿííîé ïîëî-
ñû êâàäðàò ïîâîðà÷èâàþò íà 45° ïî ÷àñîâîé ñòðåëêå, íàä-
ðåçàþò è ðàçëàìûâàþò íà äâà íîæà (ðèñ. 7, ïðîöåäóðû À1,
À2). Îäèí èç äâóõ íîæåé áóäåò èìåòü îñòðûé óãîëîê ñïðà-
âà, êîòîðûì ìîæíî îáòî÷èòü ãðàíü ïèðàìèäêè ñëåâà. Ëå-
âàÿ ñòîðîíà ðåæóùåé êðîìêè ýòîãî íîæà îãðàíè÷åíà íå-
ðîâíîé ïîâåðõíîñòüþ ïëîñêîñòè ñ, èìåþùåé ñëåä îò
ñòåêëîðåçà, è íåïðèãîäíà äëÿ çàòî÷êè ãðàíè ïèðàìèäêè
ñïðàâà (ðèñ. 7, ãîëîâêà ñòðåëêè íà êðóãëîé âñòàâêå ââåðõó
(À2)). Âòîðîé íîæ, êàê ïðàâèëî, èìååò ñêîëîòûé ïðàâûé
óãîëîê è íåïðèãîäåí äëÿ çàòî÷êè ïèðàìèäêè. ×òîáû ïî-
ëó÷èòü íîæ ñ «çåðêàëüíûì» ïðîôèëåì áåç èçìåíåíèÿ íà-
ñòðîåê íàéôìåéêåðà äëÿ îáòî÷êè ïèðàìèäêè ñïðàâà, ìîæ-
íî èñïîëüçîâàòü ïðàâèëî, àíàëîãè÷íîå òîìó, ÷òî ïðåäëî-
æåíî âûøå äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ äâóõ òèïîâ íîæåé íà
íàéôìåéêåðàõ LKB ñåðèè 7800, à èìåííî ïåðåä ðàçëîìîì
íà 2 íîæà ñòåêëÿííûé êâàäðàò ñëåäóåò ðàçâåðíóòü íà 45°
ïðîòèâ ÷àñîâîé ñòðåëêè è íà 180° âäîëü äëèííîé îñè íàé-
ôìåéêåðà (ðèñ. 7, ïðîöåäóðû Á1, Á3). Ïðèãîòîâëåííûé òà-
êèì îáðàçîì íîæ áóäåò èìåòü îñòðûé óãîëîê ñëåâà
(ðèñ. 7, êðóãëàÿ âñòàâêà âíèçó (Á3)), èì ìîæíî ïîëó÷èòü
ãðàíü ïàðàëëåëüíóþ ïåðâîé, îáòî÷èâ ïèðàìèäêó ñïðàâà.

Ìû íå èìåëè âîçìîæíîñòè îïðîáîâàòü ìåòîä íà ïî-
ñëåäíèõ ìîäåëÿõ íàéôìåéêåðîâ, íî ðàáîòîñïîñîáíîñòü
ìåòîäà è èäåíòè÷íîñòü ðåçóëüòàòà ïðîâåðåíà è ïîäòâåðæ-
äåíà íà äâóõ ïðåäøåñòâóþùèõ ìîäåëÿõ — Reichert-Jung
ñåðèè 705202 è Leica EM KMR2. Êîíñòðóêöèÿ íàéôìåé-
êåðà GKM-2 îòëè÷àåòñÿ ïîëîæåíèåì ðîëèêà ñòåêëîðåçà
(îí ðàñïîëîæåí ñíèçó), íî îðèåíòàöèÿ ñòåêëÿííûõ ïîëîñ
è êâàäðàòîâ ïðè ïðèãîòîâëåíèè íîæåé íà íàéôìåéêåðàõ
KMR2, KMR3 è GKM-2 èäåíòè÷íà.

Â û á î ð ï ë î ñ ê î ñ ò è, ô î ð ì è ð ó þ ù å é ð å æ ó -
ù ó þ ê ð î ì ê ó. Ïðè ïðèãîòîâëåíèè äâóõ òèïîâ ñòåêëÿí-
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Ðèñ. 7. Ñõåìà ïîëó÷åíèÿ äâóõ òèïîâ ñòåêëÿííûõ íîæåé íà íàéôìåéêåðå Leica EM KMR2.

À1, À2 — ñòàíäàðòíûå ïðîöåäóðû ïðèãîòîâëåíèÿ íîæåé; îäèí èç äâóõ íîæåé, êàê ïðàâèëî, èìååò ñêîëîòûé ïðàâûé óãîëîê è íåïðèãîäåí äëÿ çàòî÷êè
ïèðàìèäêè (ïåðå÷åðêíóò íà ñòàäèè À2). Á1—Á3 ïðîöåäóðû ïðèãîòîâëåíèÿ íîæà ñ «çåðêàëüíûì» ïðîôèëåì. Îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 3.

Ðèñ. 8. Âûáîð ïëîñêîñòåé ñòåêëÿííûõ êâàäðàòîâ d è ñ äëÿ ïî-
ëó÷åíèÿ ðåæóùåé êðîìêè íîæà.

à — êâàäðàò ïîëó÷åí ñòàíäàðòíîé ïðîöåäóðîé íà íàéôìåéêåðå
LKB 7801. Ïðîôèëü ïëîñêîñòè d îáðàçóåò íà ðåáðå ïðÿìîé óãîë (ñòðåë-
êà). Ðåæóùàÿ êðîìêà (÷åðíûå øòðèõè), ïîëó÷åííàÿ íà ïëîñêîñòè d, îá-
ðàçóåò íà ðåáðå îñòðûé óãîëîê, ïðèãîäíûé äëÿ çàòî÷êè ãðàíè ïèðàìèä-
êè; â — âåðõíÿÿ ïëîñêîñòü êâàäðàòà; á — êâàäðàò ïîëó÷åí ñáàëàíñèðî-
âàííûì ðàçëîìîì ñ çàäåðæêîé (3 ìèí) íà íàéôìåéêåðå Reichert-Jung
ñåðèè 705202. Ïðîôèëü ïîâåðõíîñòè c íå îáðàçóåò ïðÿìîãî óãëà íà ðåá-
ðå (ñòðåëêà). Ðåæóùàÿ êðîìêà (÷åðíûå øòðèõè), ïîëó÷åííàÿ íà ïëîñêî-
ñòè c áóäåò íåïðèãîäíà äëÿ çàòî÷êè ãðàíè ïèðàìèäêè; í — íèæíÿÿ ïëîñ-
êîñòü êâàäðàòà. Âåðõíèå ÷àñòè ðèñóíêîâ äîïîëíåíû ñõåìàòè÷íûìè

èçîáðàæåíèÿìè ïîïåðå÷íûõ ñå÷åíèé ðåáåð êâàäðàòîâ.



íûõ íîæåé äëÿ ïîëó÷åíèÿ ðåæóùåé êðîìêè ìû èñïîëüçî-
âàëè ïîâåðõíîñòü d. Ýòî ñâÿçàíî ñ ïðîôèëåì çàäíåé ïî-
âåðõíîñòè íîæà âáëèçè îñòðîãî óãîëêà (ðèñ. 3, 7, ñòðåëêè
íà êðóãëûõ âñòàâêàõ). ×åì ýòà ïîâåðõíîñòü áëèæå ê ïëîñ-
êîñòè (ðèñ. 8, à), òåì âûøå áóäåò êà÷åñòâî çàòî÷åííîé ïè-
ðàìèäêè. Ïðîôèëü ýòîé ïëîñêîñòè ìîæåò çàâèñåòü êàê îò
íàñòðîåê íàéôìåéêåðà (âçàèìîðàñïîëîæåíèÿ îïîðíûõ è
ëîìàþùèõ øòûðåé), òàê è îò ïðîèçâîäñòâà ñòåêëÿííûõ
ïîëîñ. Ðåæóùàÿ êðîìêà âûñîêîãî êà÷åñòâà, îáðàçîâàííàÿ
íà ïîâåðõíîñòè ñ, è íàèìåíüøàÿ êðèâèçíà ýòîé ïîâåðõíî-
ñòè ïîëó÷àþòñÿ ïðè ñáàëàíñèðîâàííîì ðàçëîìå ñòåêëà ñ
çàäåðæêîé (Hagler, 2007). Îäíàêî äàæå ïðè èñïîëüçîâà-
íèè òàêîãî ñïîñîáà âáëèçè íèæíåé ãðàíèöû ðàçëîìà ïî-
ëîñû ñòåêëà íà êâàäðàòû ïîâåðõíîñòü ñ äàëåêî íå âñåãäà
îáðàçóåò ïðÿìîé óãîë ñ íèæíåé ïîâåðõíîñòüþ êâàäðàòà
(ðèñ. 8, á). Â ñëó÷àå åñëè ïîâåðõíîñòü ñ âáëèçè îñòðîãî
óãîëêà, ïîëó÷åííàÿ ïî ìåòîäó Òîêóÿñó (Tokuyasu, Oka-
mura, 1959; Griffiths et al., 1983) (ðèñ. 7), äàëåêà îò ïëîñ-
êîñòè, ïîëó÷èòü íîæè «çåðêàëüíîãî» ïðîôèëÿ íà íàé-
ôìåéêåðàõ íîâîãî ïîêîëåíèÿ äëÿ çàòî÷êè ïèðàìèäêè
ìîæíî èñïîëüçóÿ ïðàâèëî ðèñ. 3. Â òàêîì ñëó÷àå ðåæó-
ùèå êðîìêà è óãîëîê áóäóò ñîçäàíû ïîâåðõíîñòüþ d.

Çàêëþ÷åíèå

Îïèñàí ñïîñîá çàòî÷êè ïàðàëëåëüíûõ ãðàíåé ïèðà-
ìèäêè äëÿ ïîëó÷åíèÿ ñòàáèëüíîé ñåðèè óëüòðàòîíêèõ
ñðåçîâ äâóìÿ ñòåêëÿííûìè íîæàìè «çåðêàëüíîãî» ïðîôè-
ëÿ. Ñïîñîá ïðîâåðåí íà íàéôìåéêåðàõ LKB 7800 (Èíñòè-
òóò áèîõèìèè è ôèçèîëîãèè ìèêðîîðãàíèçìîâ ÐÀÍ, Ïó-
ùèíî), LKB 7801 (Èíñòèòóò áèîôèçèêè êëåòêè ÐÀÍ, Ïó-
ùèíî), Reichert-Jung ñåðèè 705202 (ôèëèàë Èíñòèòóòà
áèîîðãàíè÷åñêîé õèìèè ÐÀÍ, Ïóùèíî), Leica EM KMR2
(ÖÍÈË Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêîãî èíñòèòóòà ïðèêëàä-
íîé è ôóíäàìåíòàëüíîé ìåäèöèíû Íèæåãîðîäñêîé ãîñó-
äàðñòâåííîé ìåäèöèíñêîé àêàäåìèè) è ìîæåò áûòü ðåà-
ëèçîâàí íà íàéôìåéêåðàõ íîâîãî ïîêîëåíèÿ, Leica EM
KMR3 è RMC GKM-2 áåç èçìåíåíèÿ èõ íàñòðîåê.

Äâà íîæà, ïðèãîòîâëåííûõ îïèñàííûì ñïîñîáîì, ïî-
çâîëÿþò ïîäãîòîâèòü äî 10 è áîëåå ïèðàìèäîê ìÿãêèõ
òêàíåé, çàëèòûõ â ñìåñè ýïîêñèäíûõ ñìîë, ïðè ýòîì îíè
íà 3 ïîðÿäêà äåøåâëå àëìàçíûõ. Ïðåäñòàâëåííûé ìåòîä
ïðîñò, îñíîâàí ëèøü íà èçìåíåíèè îðèåíòàöèè ñòåêëÿí-
íîãî êâàäðàòà ïðè ðàçëîìå íà äâà íîæà è ðåàëèçóåì ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ïðàêòè÷åñêè ëþáîãî äîñòóïíîãî íà ñåãîä-
íÿøíèé äåíü íàéôìåéêåðà è äàæå ïðè ïðèãîòîâëåíèè
ñòåêëÿííûõ íîæåé âðó÷íóþ.

Àâòîð âûðàæàåò áëàãîäàðíîñòü Ì. Ë. Áóãðîâîé
(ÖÍÈË ÍÈÈ ÏÔÌ ÍèæÃÌÀ, Íèæíèé Íîâãîðîä) çà òåõ-
íè÷åñêóþ ïîääåðæêó â àïðîáàöèè ïðåäëîæåííîãî ìåòî-
äà íà íàéôìåéêåðå Leica EM KMR2.
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A METHOD OF THE MESA TRIMMING WITH GLASS KNIVES FOR THE OBTAINING

THE LARGE SERIES OF ULTRATHIN SECTIONS
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Ultrastructural analysis of tissue based on 3D reconstruction from serial ultrathin sections is one of the
most adequate methods in the research of spatial organization of biological objects. Sample preparation techni-
que for 3D reconstruction includes two technically the most difficult procedures: an obtaining of a stable ribbon
of serial sections and the mounting of the ribbon onto a grid coated with support film. Both special approaches
and technical tools for mounting of the ribbon onto the film have been proposed and well appreciated. Much
attention has been paid to obtaining the large and stable ribbon of serial section but this mainly concerned the
selection of epoxy embedding media. The critical condition for the obtaining the straight and stable ribbon is
the precise parallelism of leading (bottom) and trailing (top) edges of the mesa falling onto the cutting edge.
The trimming of mesa with dry diamond knife for cryoultratomy allows fulfilling this rule. In the given report, a
method for obtaining parallel edges of mesa by means of two forms of glass knives is offered.

K e y w o r d s: electron microscopy, 3D reconstruction, ultrathin serial sections, diamond knife, glass knife,
mesa trimming.
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