
ÈÇÓ×ÅÍÈÅ ÂÍÅÊËÅÒÎ×ÍÛÕ ÂÅÇÈÊÓË, ÂÛÄÅËÅÍÍÛÕ ÈÇ ÏËÀÇÌÛ ÊÐÎÂÈ,
Ñ ÏÎÌÎÙÜÞ ÑÊÀÍÈÐÓÞÙÅÉ ÝËÅÊÒÐÎÍÍÎÉ ÌÈÊÐÎÑÊÎÏÈÈ

ÍÈÇÊÎÃÎ ÍÀÏÐßÆÅÍÈß

© Ê. À. Êîíäðàòîâ,1, * Ò. À. Ïåòðîâà,1, 2 Â. Þ. Ìèõàéëîâñêèé,3

À. Í. Èâàíîâà,4, 5 À. À. Êîñòàðåâà,1 À. Â. Ôåäîðîâ1

1 Ñåâåðî-Çàïàäíûé ôåäåðàëüíûé ìåäèöèíñêèé èññëåäîâàòåëüñêèé öåíòð èì. Â. À. Àëìàçîâà,
Èíñòèòóò ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè è ãåíåòèêè, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, 197341,

2 Êàôåäðà öèòîëîãèè è ãèñòîëîãèè Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, 199034,

3 Ìåæäèñöèïëèíàðíûé ðåñóðñíûé öåíòð ïî íàïðàâëåíèþ «Íàíîòåõíîëîãèè»
Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, 199034,

4 Áîòàíè÷åñêèé èíñòèòóò èì. Â. Ë. Êîìàðîâà ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, 197376, è
5 Ðåñóðñíûé öåíòð «Ðàçâèòèå ìîëåêóëÿðíûõ è êëåòî÷íûõ òåõíîëîãèé»

Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, 199034;
* ýëåêòðîííûé àäðåñ: kondratovk.kirill@yandex.ru

Ê. À. Êîíäðàòîâ è äð.
Èçó÷åíèå âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë, âûäåëåííûõ èç ïëàçìû êðîâè

Âíåêëåòî÷íûå âåçèêóëû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ñåêðåòèðóåìûå êëåòêàìè îêîëîñôåðè÷åñêèå ìåìáðàí-
íûå ñòðóêòóðû, îáîãàùåííûå ðàçëè÷íûìè òèïàìè áèîëîãè÷åñêèõ ìîëåêóë. Êîëè÷åñòâî è ìîëåêóëÿðíûé
ñîñòàâ ýòèõ ñòðóêòóð çàâèñÿò êàê îò ôèçèîëîãè÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ îðãàíèçìà, òàê è îò ñîïóòñòâóþùèõ çà-
áîëåâàíèé. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî âíåêëåòî÷íûå âåçèêóëû èãðàþò âàæíóþ ðîëü â ìåæêëåòî÷íîé êîììóíè-
êàöèè, à òàêæå ÿâëÿþòñÿ ïîòåíöèàëüíûìè áèîìàðêåðàìè ïàòîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ, ìåõàíèçìû èõ
ôîðìèðîâàíèÿ, ôóíêöèè è ìîðôîëîãè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè èçó÷åíû íåäîñòàòî÷íî. Ñêàíèðóþùàÿ
ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ íèçêîãî íàïðÿæåíèÿ ÿâëÿåòñÿ ïåðñïåêòèâíûì ìåòîäîì äëÿ èçó÷åíèÿ âíåêëå-
òî÷íûõ âåçèêóë, ïîñêîëüêó íå òðåáóåò íàíåñåíèÿ ñëîÿ òîêîïðîâîäÿùåãî ïîêðûòèÿ è ïîýòîìó ïîçâîëÿåò
ñ âûñîêèì ðàçðåøåíèåì âèçóàëèçèðîâàòü äåòàëè ìîðôîëîãèè îáúåêòîâ â íàíîìåòðîâîì äèàïàçîíå. Â íà-
ñòîÿùåé ðàáîòå ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ìîðôîëîãèè è ðàçìåðîâ îáúåêòîâ èç ôðàêöèé
ïëàçìû êðîâè ñ ïîìîùüþ ñêàíèðóþùåé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè íèçêîãî íàïðÿæåíèÿ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: âíåêëåòî÷íûå âåçèêóëû, ìèêðîâåçèêóëû, ýêçîñîìû, ñêàíèðóþùàÿ ýëåêòðîí-
íàÿ ìèêðîñêîïèÿ íèçêîãî íàïðÿæåíèÿ, òðàíñìèññèîííàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ, ïëàçìà êðîâè, áå-
ëîê CD9.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÑÝÌ — ñêàíèðóþùàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ, ÑÝÌÍÍ — ÑÝÌ
íèçêîãî íàïðÿæåíèÿ, ÒÝÌ — òðàíñìèññèîííàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ.

Â ïîñëåäíèå ãîäû âñå áîëüøå âíèìàíèÿ óäåëÿåòñÿ
èçó÷åíèþ ñïåêòðà áèîìîëåêóë, âûäåëÿåìûõ êëåòêàìè âî
âíåøíþþ ñðåäó â ñîñòàâå îêðóæåííûõ ëèïèäíûì áèñëî-
åì ñòðóêòóð (Harrison et al., 2014). Ê òàêèì ñòðóêòóðàì îò-
íîñÿò ýêçîñîìû, ìèêðîâåçèêóëû è àïîïòîòè÷åñêèå òåëà.
Ðàçìåð ýòèõ îáðàçîâàíèé êîëåáëåòñÿ â äèàïàçîíå îò íå-
ñêîëüêèõ äåñÿòêîâ äî íåñêîëüêèõ òûñÿ÷ íàíîìåòðîâ (Gy-
orgy et al., 2011b; Raposo, Stoorvogel, 2013). Ïîëíîñòüþ
óñòîÿâøåéñÿ òåðìèíîëîãèè, èñïîëüçóåìîé äëÿ êëàññèôè-
êàöèè ýòèõ îáúåêòîâ, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ñâîèì ðàçìåðàì,
ìåõàíèçìàì ôîðìèðîâàíèÿ è ìîëåêóëÿðíîìó ñîñòàâó, äî
ñèõ ïîð íå âûðàáîòàíî. Ïîýòîìó â íàñòîÿùåå âðåìÿ âñþ
ñîâîêóïíîñòü âíåêëåòî÷íûõ ìåìáðàííûõ ñòðóêòóð ðåêî-
ìåíäóþò íàçûâàòü òåðìèíîì «âíåêëåòî÷íûå âåçèêóëû»
(extracellular vesicles) (Van der Pol et al., 2016). Èíòåðåñ ê
èçó÷åíèþ âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë îáóñëîâëåí òåì, ÷òî ýòè
÷àñòèöû âûïîëíÿþò ðåãóëÿòîðíûå ôóíêöèè è ìîãóò ó÷à-
ñòâîâàòü â ìåæêëåòî÷íîé ñèãíàëèçàöèè (Ramachandran,

Palanisamy, 2012; Êîðåíüêîâ è äð., 2014). Êðîìå ýòîãî,
âíåêëåòî÷íûå âåçèêóëû ÿâëÿþòñÿ ïåðñïåêòèâíûìè ìè-
øåíÿìè äëÿ ïîèñêà íîâûõ áèîìàðêåðîâ çàáîëåâàíèé, òàê
êàê èõ êîëè÷åñòâî â áèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñòÿõ è ìîëåêó-
ëÿðíûé ñîñòàâ ìîãóò èçìåíÿòüñÿ ïðè ðàçâèòèè ïàòîëîãèé
(Øòàì è äð., 2012; Gangoda et al., 2015; Kourembanas,
2015).

Äëÿ ïðîÿñíåíèÿ ôóíäàìåíòàëüíûõ ìåõàíèçìîâ ôîð-
ìèðîâàíèÿ âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë, à òàêæå îïðåäåëåíèÿ
èõ ðîëè â íîðìàëüíîì ôóíêöèîíèðîâàíèè îðãàíèçìà è
ïðè ðàçâèòèè ïàòîëîãèé íåîáõîäèìî ïîëó÷àòü î÷èùåí-
íûå ïðåïàðàòû âåçèêóë îïðåäåëåííîãî òèïà. Îäíàêî èç-çà
ñõîäñòâà ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê âûäåëÿåìûå
ïðåïàðàòû íå ÿâëÿþòñÿ àáñîëþòíî ãîìîãåííûìè ïîïóëÿ-
öèÿìè âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë è ñîäåðæàò áîëüøåå èëè
ìåíüøåå êîëè÷åñòâî âåçèêóë äðóãèõ òèïîâ è ïðî÷èõ êîì-
ïîíåíòîâ ôèçèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñòåé èëè êóëüòóðàëü-
íûõ ñðåä. Îñîáåííî àêòóàëüíî ïðîáëåìà ïðèìåñåé ñòîèò
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ïðè âûäåëåíèÿõ (è î÷èñòêå) èç ïëàçìû êðîâè, òàê êàê ýòà
ñðåäà ñîäåðæèò ðàçëè÷íûå âåçèêóëû îò êëåòîê ìíîãèõ
òèïîâ, à òàêæå ñàìè öèðêóëèðóþùèå êëåòêè. Êðîìå
ýòîãî, ïëàçìà áîãàòà áèîìîëåêóëàìè, ñïîñîáíûìè ôîð-
ìèðîâàòü êîìïëåêñû, êîòîðûå ïðè î÷èñòêå áóäóò âûäå-
ëÿòüñÿ ñîâìåñòíî ñ âíåêëåòî÷íûìè âåçèêóëàìè. Òàê, ïðå-
ïàðàòû âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë, ïîëó÷àåìûå èç ïëàçìû ñ
ïîìîùüþ íàèáîëåå ïîïóëÿðíîãî ìåòîäà âûäåëåíèÿ —
äèôôåðåíöèàëüíîãî öåíòðèôóãèðîâàíèÿ (Lacroix et al.,
2012), ìîãóò ñîäåðæàòü êîìïëåêñû áåëêîâ, â ÷àñòíîñòè
èììóíîãëîáóëèíîâ (Rood et al., 2010; Gyorgy et al., 2011a),
ëèïîïðîòåèíû (Yuana et al., 2015), ôðàãìåíòû êëåòî÷íûõ
ìåìáðàí è îðãàíåëë, õðîìàòèí, à òàêæå âèðóñû è áàêòåðèè
(Gluschankof et al., 1997; Witwer et al., 2013). Ïðèñóòñòâèå
ýòèõ ïðèìåñåé èñêàæàåò èçó÷àåìûå õàðàêòåðèñòèêè âíå-
êëåòî÷íûõ âåçèêóë, âêëþ÷àÿ èõ ìîëåêóëÿðíûé ñîñòàâ è
ðåãóëÿòîðíûå ñâîéñòâà (Paolini et al., 2016).

Ïîýòîìó äëÿ ïîâûøåíèÿ äîñòîâåðíîñòè ðåçóëüòàòîâ
ïðè àíàëèçå ïðåïàðàòîâ âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë íåîáõîäè-
ìî ïðèìåíåíèå ìåòîäîâ, êîòîðûå ñïîñîáíû îòëè÷àòü ñóá-
ïîïóëÿöèè âåçèêóë îïðåäåëåííîãî òèïà äðóã îò äðóãà è
îò ÷àñòèö ïðèìåñåé. Ýòè ìåòîäèêè ïîçâîëÿò ïðîâîäèòü
îöåíêó êà÷åñòâà ïðåïàðàòîâ, à òàêæå èçó÷àòü ðÿä õàðàê-
òåðèñòèê âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë äàæå ïðè íàëè÷èè â îá-
ðàçöå ïðèìåñåé. Òàêèå çàäà÷è ìîãóò áûòü ðåøåíû ñ ïî-
ìîùüþ ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè, ïîçâîëÿþùåé â íàíî-
ìåòðîâîì äèàïàçîíå âèçóàëèçèðîâàòü èíäèâèäóàëüíûå
îáúåêòû è îäíîâðåìåííî ïîëó÷àòü èíôîðìàöèþ îá èõ
ðàçìåðå, ìîðôîëîãèè è ñîäåðæàíèè ñïåöèôè÷íûõ ìîëå-
êóëÿðíûõ ìàðêåðîâ. Òðàíñìèññèîííàÿ (ÒÝÌ), ñêàíèðóþ-
ùàÿ (ÑÝÌ) è êðèîýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ óñïåøíî
ïðèìåíÿþòñÿ äëÿ àíàëèçà ïðåïàðàòîâ âíåêëåòî÷íûõ âåçè-
êóë. Òàê, äëÿ àíàëèçà ðàçìåðîâ è ôîðìû âåçèêóë èñïîëü-
çóþòñÿ ÒÝÌ (Van der Pol et al., 2010) è êðèîýëåêòðîííàÿ
ìèêðîñêîïèÿ (Yuana et al., 2013). ÑÝÌ ïîçâîëÿåò ïîëó-
÷àòü äîïîëíèòåëüíóþ èíôîðìàöèþ î òðåõìåðíîé ñòðóê-
òóðå âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë, âûäåëåííûõ èç êóëüòóðàëü-
íûõ ñðåä (Sokolova et al., 2011; Zhou at al., 2016) è ôèçèî-
ëîãè÷åñêèõ æèäêîñòåé (Masyuk et al., 2010; Mrvar-Brecko
et al., 2010; Sharma et al., 2010; Peramo, Diaz, 2011; Enderle
at al., 2015). Êðîìå òîãî, ýòîò ìåòîä äàåò âîçìîæíîñòü
èçó÷àòü ïðîöåññû ôîðìèðîâàíèÿ è ñëèÿíèÿ âåçèêóë, à
òàêæå ñâÿçàííûå ñ ýòèìè ïðîöåññàìè èçìåíåíèÿ â óëüòðà-
ñòðóêòóðå ïîâåðõíîñòè êëåòîê (Hughes et al., 2000; Nguyen
et al., 2016).

Âî âñåõ óïîìÿíóòûõ âûøå ðàáîòàõ äëÿ ñêàíèðîâàíèÿ
âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë ïðèìåíÿëàñü êëàññè÷åñêàÿ ÑÝÌ,
êîòîðàÿ òðåáóåò íàíåñåíèÿ íà ïîâåðõíîñòü îáðàçöîâ äî-
ïîëíèòåëüíîãî òîêîïðîâîäÿùåãî ïîêðûòèÿ (êàê ïðàâèëî,
çîëîòà) òîëùèíîé 2—10 íì, êîòîðîå îáåñïå÷èâàåò ñòåêà-
íèå çàðÿäà ñ íåïðîâîäÿùèõ áèîëîãè÷åñêèõ îáúåêòîâ
(Goldstein et al., 2003). Îäíàêî ñëîé ìåòàëëà îáëàäàåò
ñîáñòâåííîé ìîðôîëîãèåé ïîâåðõíîñòè è ìîæåò çíà÷èòå-
ëüíî èñêàæàòü èçîáðàæåíèå èññëåäóåìûõ îáúåêòîâ, îñî-
áåííî êîãäà èõ ðàçìåðû ñòàíîâÿòñÿ ñîïîñòàâèìû ñ òîë-
ùèíîé íàïûëÿåìîãî ñëîÿ. Ñîâðåìåííûå ñêàíèðóþùèå
ýëåêòðîííûå ìèêðîñêîïû ïðèîáðåëè âîçìîæíîñòü ðàáî-
òàòü ïðè íèçêèõ óñêîðÿþùèõ íàïðÿæåíèÿõ (ìåíåå 1 êÂ),
ò. å. âûïîëíÿòü ÑÝÌ íèçêîãî íàïðÿæåíèÿ (ÑÝÌÍÍ), ÷òî
äàåò ðÿä ïðåèìóùåñòâ äëÿ èññëåäîâàíèÿ áèîëîãè÷åñêèõ
îáúåêòîâ.

Âî-ïåðâûõ, íåò íåîáõîäèìîñòè íàíåñåíèÿ òîêîïðîâî-
äÿùåãî ïîêðûòèÿ, òàê êàê óäàåòñÿ èçáåæàòü íàêîïëåíèÿ
çàðÿäà íà îáðàçöå (Cazaux, 2012). Âî-âòîðûõ, îòñóòñòâèå
òîêîïðîâîäÿùåãî ñëîÿ ìåòàëëà îòêðûâàåò âîçìîæíîñòü

ïðîèçâîäèòü èììóíîäåòåêöèþ áèîìîëåêóë ñ èñïîëüçîâà-
íèåì àíòèòåë, êîíúþãèðîâàííûõ ñ ÷àñòèöàìè êîëëîèäíî-
ãî çîëîòà (Schroeder-Reiter et al., 2003), òîãäà êàê
êëàññè÷åñêàÿ ÑÝÌ òðåáóåò äëÿ ýòîãî íàïûëåíèÿ êîíòðà-
ñòíîãî ñ çîëîòîì ìåòàëëà — îáû÷íî õðîìà (Goldberg, Fi-
serova, 2010). Â-òðåòüèõ, èñïîëüçîâàíèå íèçêèõ óñêîðÿþ-
ùèõ íàïðÿæåíèé óìåíüøàåò ðàäèàöèîííîå ïîâðåæäåíèå
÷óâñòâèòåëüíûõ îáúåêòîâ ýëåêòðîííûì ïó÷êîì è ïîýòî-
ìó ïîçâîëÿåò âûïîëíÿòü ìåíåå æåñòêóþ õèìè÷åñêóþ
ôèêñàöèþ îáðàçöà, ñîõðàíÿÿ èññëåäóåìûå áèîëîãè÷åñêèå
îáúåêòû â áîëåå íàòèâíîì ñîñòîÿíèè. Ñ ïîìîùüþ
ÑÝÌÍÍ áûë âèçóàëèçèðîâàí äîñòàòî÷íî øèðîêèé êðóã
áèîëîãè÷åñêèõ îáúåêòîâ, âêëþ÷àÿ êëåòêè æèâîòíûõ,
äðîææåé, ðàñòåíèé è áàêòåðèé (Osumi et al., 1989; Wang
et al., 1998; Pawley, Schatten, 2008). Îäíàêî àâòîðàì íà-
ñòîÿùåé ðàáîòû íåèçâåñòíû èññëåäîâàíèÿ âíåêëåòî÷íûõ
âåçèêóë, êîòîðûå ïðîâîäèëèñü áû ìåòîäîì ÑÝÌÍÍ áåç
íàïûëåíèÿ òîêîïðîâîäÿùåãî ïîêðûòèÿ.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå, ïîäîáðàâ óñëîâèÿ ïðîáîïîäãî-
òîâêè ïðåïàðàòîâ è ðåæèìû ñêàíèðîâàíèÿ, ìû àäàïòèðî-
âàëè ìåòîäèêó ÑÝÌÍÍ äëÿ âèçóàëèçàöèè, îïðåäåëåíèÿ
ðàçìåðîâ è àíàëèçà ìîðôîëîãèè îáúåêòîâ íàíîìåòðîâîãî
äèàïàçîíà èç ôðàêöèé ïëàçìû êðîâè êðûñû è ÷åëîâåêà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ï î ë ó ÷ å í è å ï ë à ç ì û ê ð î â è. Ïëàçìó ïîëó÷àëè îò
çäîðîâûõ äîíîðîâ è ñàìöîâ êðûñ ëèíèè Wistar ìàññîé
250—350 ã ïî ìåòîäèêå, îïèñàííîé ðàíåå (Kondratov
et al., 2016).

Â û ä å ë å í è å â í å ê ë å ò î ÷ í û õ â å ç è ê ó ë. Ïîñëå
ðàçìîðîçêè îáðàçöû ïëàçìû ÷åëîâåêà è êðûñû (îáúåìîì
1 ìë) öåíòðèôóãèðîâàëè 10 ìèí ïðè 5000 g äëÿ îòäåëåíèÿ
âîçìîæíûõ îñòàòêîâ êëåòî÷íîãî äåáðèñà. Äàëåå ñóïåðíà-
òàíò ïåðåíîñèëè â íîâûå ïðîáèðêè è öåíòðèôóãèðîâàëè
ïðè 16 000 g 10 ìèí, çàòåì ñóïåðíàòàíò ïåðåíîñèëè â óëü-
òðàöåíòðèôóæíûå ïðîáèðêè, ðàçâîäèëè ôîñôàòíî-ñîëå-
âûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì (PBS, ðÍ 7.4: 137 ìÌ NaCl è
2.7 ìÌ KCl) äî 25 ìë è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 100 000 g
2 ÷. Ïîëó÷åííûå îñàäêè äâàæäû ïðîìûâàëè PBS ïóòåì
ïîâòîðíîãî öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ñ ðåñóñïåíäèðîâàíèåì è
óäàëåíèåì ñóïåðíàòàíòà. Ïðîìûòûå îñàäêè ðåñóñïåíäè-
ðîâàëè â 30 ìêë PBS. Ñóñïåíçèè îñàäêîâ, à òàêæå ñóïåð-
íàòàíò, ïîëó÷åííûé ïîñëå ïåðâîãî óëüòðàöåíòðèôóãèðî-
âàíèÿ, çàìîðàæèâàëè è õðàíèëè ïðè –70 °Ñ äî äàëüíåé-
øåãî èñïîëüçîâàíèÿ.

È ì ì ó í î á ë î ò è í ã. Ïðîáû ïëàçìû, ôðàêöèé îñàä-
êîâ, à òàêæå ñóïåðíàòàíòà, ïîëó÷åííîãî ïîñëå ïåðâîãî
óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèÿ, ñìåøèâàëè ñ áóôåðîì Ëýì-
ìëè (Laemmli, 1970), èíêóáèðîâàëè ïðè 100 °Ñ â òå÷åíèå
10 ìèí è íàíîñèëè íà 12%-íûé ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü.
Ïîñëå ïðîâåäåíèÿ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ áåë-
êîâ è èõ ïåðåíîñà íà íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó, ïî-
ñëåäíþþ îêðàøèâàëè àíòèòåëàìè ïðîòèâ áåëêà CD9
(ab65230, Abcam, Âåëèêîáðèòàíèÿ). Äàëåå ìåìáðàíó èí-
êóáèðîâàëè ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè âòîðûìè àíòèòåëàìè,
êîíúþãèðîâàííûìè ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà (Cell Signaling,
ÑØÀ), è ïðîâîäèëè äåòåêöèþ ñ ïîìîùüþ íàáîðà ECL
Plus (GE Healthcare, Âåëèêîáðèòàíèÿ). Ñèãíàë ðåãèñò-
ðèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ñèñòåìû äîêóìåíòàöèè Gel Doc
System XRS (Bio-Rad, ÑØÀ). Â êà÷åñòâå ñòàíäàðòà ìî-
ëåêóëÿðíûõ ìàññ èñïîëüçîâàëè ìàðêåð Precision Plus
Protein Dual Color Standards (Bio-Rad Laboratiries, Inc.
ÑØÀ).

170 Ê. À. Êîíäðàòîâ è äð.



Ñ Ý Ì Í Í. Äëÿ âèçóàëèçàöèè îáúåêòîâ èç ôðàêöèé
ïëàçìû êðîâè àäàïòèðîâàëè ïðîòîêîë ÑÝÌÍÍ, ðàçðàáî-
òàííûé äëÿ èçó÷åíèÿ ìîðôîëîãèè âíóòðèÿäåðíûõ ñòðóê-
òóð (Kulikova et al., 2016). À èìåííî: ïðåäìåòíûå ñòåêëà
Superfrost Plus (Thermo Scientific, ÑØÀ) ïðîòðàâëèâàëè
õðîìîâîé ñìåñüþ â òå÷åíèå íî÷è è çàòåì ìûëè 2%-íûì
ðàñòâîðîì 7Õ Cleaning solution (Õåëèêîí, Ðîññèÿ) äëÿ
óäàëåíèÿ âñåõ ïîñòîðîííèõ ÷àñòèö. Çàòåì ñòåêëà ïðîìû-
âàëè äåèîíèçîâàííîé âîäîé è âûñóøèâàëè. Íåêîòîðûå
ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè íà ñòåêëàõ ñ íàïûëåííûì ñ ïî-
ìîùüþ ïðèáîðà Gatan PECS 682 (ÑØÀ) ñëîåì óãëåðîäà
òîëùèíîé îêîëî 4 íì. Ïî 5 ìêë ñóñïåíçèé îñàäêîâ, ïîëó-
÷åííûõ èç 1 ìë ïëàçìû ñ ïîìîùüþ öåíòðèôóãèðîâàíèÿ
ïðè 16 000 èëè 100 000 g, íàíîñèëè íà âûñóøåííûå ïðåä-
ìåòíûå ñòåêëà. Ïðÿìî íà ñòåêëå ñóñïåíçèþ îñàäêà ñìå-
øèâàëè ñ ðàâíûì îáúåìîì 5%-íîãî ãëóòàðàëüäåãèäà,
ïðèãîòîâëåííîãî íà PBS, è èíêóáèðîâàëè 0.5 ÷ âî âëàæ-
íîé êàìåðå äëÿ ôèêñàöèè ìàòåðèàëà íà ñòåêëå. Çàòåì ïðî-
áó ïîñëåäîâàòåëüíî îáåçâîæèâàëè â ðàñòâîðàõ ýòàíîëà
70, 80 è 95 % è âûñóøèâàëè íà âîçäóõå. Â êà÷åñòâå îòðè-
öàòåëüíîãî êîíòðîëÿ âñå âûøåîïèñàííûå ïðîöåäóðû
ïðîâîäèëè â êàïëå PBS îáúåìîì 5 ìêë, íàíåñåííîé íà
ñòåêëî. Ðåãèñòðàöèþ èçîáðàæåíèé ïðîâîäèëè ïðè ïîìî-
ùè ðàñòðîâîãî ýëåêòðîííîãî ìèêðîñêîïà ñ àâòîýìèññèîí-
íûì êàòîäîì Zeiss Merlin (Ãåðìàíèÿ) ïðè óñêîðÿþùåì
íàïðÿæåíèè 200—400 Â è òîêå ïó÷êà 100 ïÀ. Äàâëåíèå â
êàìåðå ìèêðîñêîïà ñîñòàâëÿëî îêîëî 7�10–5 Ïà.

Ò Ý Ì. Ïî 10 ìêë ñóñïåíçèé îñàäêîâ, ïîëó÷åííûõ èç
1 ìë ïëàçìû ñ ïîìîùüþ öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðè 16 000
èëè 100 000 g, ñìåøèâàëè ñ ðàâíûì îáúåìîì 5%-íîãî
ãëóòàðàëüäåãèäà. Íà ïîëó÷åííóþ êàïëþ ñâåðõó íàêëàäû-
âàëè ìåäíûå ñåòêè 300 mesh (Electron Microscopy Scien-
ces, ÑØÀ) ñ ôîðìâàðîâûì ïîêðûòèåì, íàïûëåííûì óã-
ëåðîäîì, è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 5 ìèí. Çàòåì ñåòêè
ïðîìûâàëè, ïåðåêëàäûâàÿ íà ïîâåðõíîñòü êàïåëü äåèîíè-
çîâàííîé âîäû. Ïîñëå ýòîãî ïðåïàðàòû êîíòðàñòèðîâàëè
1 ìèí â 1%-íîì ðàñòâîðå àöåòàòà óðàíà, èçáûòîê êîíòðà-
ñòåðà óäàëÿëè ôèëüòðîâàëüíîé áóìàãîé. Ðåãèñòðàöèþ
èçîáðàæåíèé ïðîâîäèëè íà ïðîñâå÷èâàþùåì ýëåêòðîí-
íîì ìèêðîñêîïå Jeol JEM-1400 (ßïîíèÿ) ïðè óñêîðÿþ-
ùåì íàïðÿæåíèè 90 êÂ è òîêå ïó÷êà 50 ìÀ ñ ïîìîùüþ
êàìåðû áîêîâîãî êðåïëåíèÿ Olympus Veleta (ßïîíèÿ) ïðè
óâåëè÷åíèè â 100—250 òûñ.

È ç ì å ð å í è å ð à ç ì å ð î â âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë âû-
ïîëíÿëè ñ ïîìîùüþ èíñòðóìåíòà «Stored vector profile»
ïðîãðàììû Smart SEM Zeiss. Îáðàáîòêó è âèçóàëèçàöèþ
ðåçóëüòàòîâ èçìåðåíèé ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàì-
ìíîãî ïàêåòà R âåðñèè 2.15.2.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Á è î õ è ì è ÷ å ñ ê à ÿ õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê à ï ð å ï à ð à -
ò î â â í å ê ë å ò î ÷ í û õ â å ç è ê ó ë. Èç îáðàçöîâ ïëàçìû
÷åëîâåêà è êðûñû ñ ïîìîùüþ äèôôåðåíöèàëüíîãî öåíò-
ðèôóãèðîâàíèÿ áûëè ïîëó÷åíû ôðàêöèè ñóïåðíàòàíòà, à
òàêæå ìàòåðèàëà, îñàæäàþùåãîñÿ ïðè 16 000 èëè
100 000 g. Ñ ïîìîùüþ èììóíîáëîòèíãà â ïîëó÷åííûõ
ôðàêöèÿõ àíàëèçèðîâàëè ïðèñóòñòâèå áåëêà CD9, êîòî-
ðûé îïèñàí êàê ìàðêåð âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë, îñàæäàþ-
ùèõñÿ ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ è ïðè ~16 000, è ïðè
~100 000 g (Bobrie et al., 2012; Crescitelli et al., 2013).

Êàê âèäíî íà ðèñ. 1, áåëîê CD9 âûÿâëÿåòñÿ âî ôðàê-
öèÿõ îñàäêîâ ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðè 16 000 è
100 000 g, ÷òî ïîäòâåðæäàåò ïðèñóòñòâèå â ýòèõ ôðàêöè-

ÿõ âíåêëåòî÷íûõ ìåìáðàííûõ âåçèêóë. Íàáëþäàåìûé
ñèãíàë â ñóïåðíàòàíòå ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè ëèòåðàòóðû
î òîì, ÷òî ÷àñòü âíåêëåòî÷íîãî CD9 ïðèñóòñòâóåò âî
ôðàêöèè, íå îñàæäàåìîé öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè
150 000 g (Vyas et al., 2014).

À ä à ï ò à ö è ÿ ì å ò î ä è ê è ï ð è ã î ò î â ë å í è ÿ ï ð å -
ï à ð à ò î â ä ë ÿ â è ç ó à ë è ç à ö è è î á ú å ê ò î â â î ô ð à ê -
ö è ÿ õ ï ë à ç ì û ê ð î â è ñ ï î ì î ù ü þ Ñ Ý Ì Í Í. Àäàï-
òàöèþ ïðîèçâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ôðàêöèè îñàäêà èç
ïëàçìû êðîâè êðûñû ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðè
16 000 g. Íà ïåðâîì ýòàïå ñ ïîìîùüþ ÒÝÌ ïîäòâåðäèëè
ïðèñóòñòâèå â ýòîé ôðàêöèè êðóãëûõ è îâàëüíûõ îáúåê-
òîâ äèàìåòðîì 100—300 íì (íå ïîêàçàíî). Íàèáîëåå îï-
òèìàëüíîé îêàçàëàñü ïðîöåäóðà ïðîáîïîäãîòîâêè, îïè-
ñàííàÿ â ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà». Ýòîò ìåòîä
âêëþ÷àë â ñåáÿ ïðîìûâêè ïðåäìåòíûõ ñòåêîë è ïîñëåäî-
âàòåëüíûå ýòàïû ôèêñàöèè ïðåïàðàòîâ ãëóòàðàëüäåãèäîì
è îáåçâîæèâàíèè â ðàñòâîðàõ ýòàíîëà. Ïðè ïðèìåíåíèè
ýòîé ìåòîäèêè ïðîáîïîäãîòîâêè íà ìèêðîôîòîãðàôèÿõ
ïðåïàðàòîâ èç ôðàêöèé ïëàçìû, íî íå êîíòðîëüíîãî ðàñò-
âîðà PBS, íàáëþäàëîñü íàèáîëüøåå ÷èñëî îáúåêòîâ. Ñëå-
äóåò îòìåòèòü, ÷òî íà ÷àñòè ìèêðîôîòîãðàôèé íàáëþäàëè
îáëàñòè èçáûòî÷íîé çàñâåòêè, îñîáåííî ïðè ìíîãîêðàò-
íûõ öèêëàõ ñúåìêè êîíêðåòíîé îáëàñòè ïðåïàðàòà. Ïî-
äîáíûå àðòåôàêòû áûëè îáóñëîâëåíû íàêîïëåíèåì çàðÿ-
äà ñòàòè÷åñêîãî ýëåêòðè÷åñòâà â èññëåäóåìîé îáëàñòè.
Ïîñêîëüêó ïîäëîæêà ïðåäñòàâëÿëà ñîáîé äèýëåêòðè÷å-
ñêèé ìàòåðèàë (ñòåêëî), ìû ðåøèëè, ÷òî íàïûëåíèå ïðî-
âîäÿùåãî ñëîÿ óãëåðîäà òîëùèíîé îêîëî 5 íì ìîæåò
îáåñïå÷èòü ñòåêàíèå çàðÿäà, ÷òî ïðèâåäåò ê óìåíüøåíèþ
ýòèõ íåæåëàòåëüíûõ èñêàæåíèé èçîáðàæåíèÿ.

Ñðàâíåíèå èçîáðàæåíèé, ïîëó÷åííûõ áåç è ñ íàïûëå-
íèåì óãëåðîäíîé ïëåíêè, ïîêàçàëî, ÷òî ñëîé óãëåðîäà
çíà÷èòåëüíî ñíèæàåò çàðÿä ñòàòè÷åñêîãî ýëåêòðè÷åñòâà
íà íàáëþäàåìîì îáúåêòå (äàííûå íå ïðèâåäåíû). Îäíàêî
ñëîé óãëåðîäà èìååò ñîáñòâåííóþ çåðíèñòóþ ñòðóêòóðó,
ðàçìåðû îòäåëüíûõ ýëåìåíòîâ êîòîðîé ñðàâíèìû ñ ðàç-
ìåðàìè ýêçîñîì. Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî
ìåëêèå îáúåêòû òèïà ýêçîñîì ëó÷øå íàáëþäàòü íà ïîä-
ëîæêå èç ÷èñòîãî ñòåêëà áåç íàïûëåíèÿ. Òàêæå ñëåäóåò
îòìåòèòü áîëåå òåìíûé ôîí èçîáðàæåíèé ïðåïàðàòîâ ñ
íàïûëåíèåì óãëåðîäà. Ýòî îáóñëîâëåíî áîëåå íèçêèì êî-
ýôôèöèåíòîì âòîðè÷íîé ýëåêòðîííîé ýìèññèè èç óãëåðî-
äà è áîëåå âûñîêîé ðàáîòîé âûõîäà ïî ñðàâíåíèþ ñî
ñòåêëîì. Êðîìå ïåðå÷èñëåííûõ ýôôåêòîâ, íàïûëåíèå
òîíêîé ïëåíêè óãëåðîäà íå îêàçàëî ñóùåñòâåííîãî ïîëî-
æèòåëüíîãî âëèÿíèÿ íà êà÷åñòâî èçîáðàæåíèé. Ïîýòîìó
äàëåå â íàñòîÿùåé ðàáîòå äëÿ ÑÝÌÍÍ èñïîëüçîâàëè
ñòåêëà áåç íàïûëåíèÿ.

Â è ç ó à ë è ç à ö è ÿ î á ú å ê ò î â â î ô ð à ê ö è ÿ õ
ï ë à ç ì û ê ð î â è ñ ï î ì î ù ü þ Ñ Ý Ì Í Í. Ìèêðîôîòî-

Èçó÷åíèå âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë, âûäåëåííûõ èç ïëàçìû êðîâè 171

Ðèñ. 1. Èììóíîáëîòèíã áåëêîâûõ ïðåïàðàòîâ ôðàêöèé ïëàçìû
êðîâè ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ CD9.

Áåëîê ñ ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé, ñîîòâåòñòâóþùåé ìàññå CD9, âûÿâëÿåòñÿ
â öåëüíîé ïëàçìå, ôðàêöèÿõ îñàäêîâ ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðè
16 000 èëè 100 000 g, à òàêæå â ñóïåðíàòàíòå. Ñïðàâà óêàçàíî ïîëîæåíèå

ìàðêåðà ìîëåêóëÿðíîé ìàññû.



ãðàôèè íà ðèñ. 2 äåìîíñòðèðóþò ïðèìåðû îáúåêòîâ, âû-
ÿâëÿåìûõ ñ ïîìîùüþ ÑÝÌÍÍ âî ôðàêöèè îñàäêà ïîñëå
öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïëàçìû êðîâè êðûñû ïðè 16 000 g.
Íàèáîëåå ÷àñòî íà ýòèõ ïðåïàðàòàõ âñòðå÷àëèñü îêîëîñ-
ôåðè÷åñêèå ÷àñòèöû äèàìåòðîì îò 40 äî 500 íì (ðèñ. 2,
à—ã, áåëûå ãîëîâêè ñòðåëîê). Òàêæå íà ïðåïàðàòàõ ïðè-
ñóòñòâîâàëè àãðåãàòû áîëåå ìåëêèõ ÷àñòèö (ðèñ. 2, á, â,
÷åðíûå ñòðåëêè). Ðåäêî íà ïðåïàðàòàõ âñòðå÷àëèñü îäè-
íî÷íûå ôðàãìåíòû êëåòîê (ðèñ. 2, à, ÷åðíûå ãîëîâêè
ñòðåëîê).

Íà ñëåäóþùåì ýòàïå ðàáîòû ÑÝÌÍÍ èñïîëüçîâàëè
äëÿ âèçóàëèçàöèè îáúåêòîâ âî ôðàêöèÿõ îñàäêà ïîñëå
öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïëàçìû êðîâè ÷åëîâåêà ïðè 16 000 è
100 000 g. Ìèêðîôîòîãðàôèè íà ðèñ. 3 äåìîíñòðèðóþò
ïðèìåðû îáúåêòîâ, âûÿâëÿåìûõ ñ ïîìîùüþ ÑÝÌÍÍ âî
ôðàêöèè îñàäêà ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïëàçìû êðîâè
÷åëîâåêà ïðè 16 000 g. Íà ïðåïàðàòàõ âûÿâëåíû ñôåðè÷å-
ñêèå (ðèñ. 3, á), îêîëîñôåðè÷åñêèå (ðèñ. 3, â) è ýëëèïñî-
èäíûå (ðèñ. 3, à) ÷àñòèöû äèàìåòðîì îò 40 äî 500 íì.
×àùå âñòðå÷àëèñü îäèíî÷íûå ÷àñòèöû (ðèñ. 3, à—â), îä-
íàêî áûëè îáíàðóæåíû è àãðåãàòû èç 2—5 ÷àñòèö (ðèñ. 3,
ã, ä). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî íà ïðåïàðàòàõ ôðàêöèè îñàä-
êà ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðè 16 000 g âñòðå÷àëèñü
òàêæå è ÷àñòèöû ðàçìåðîì ìåíåå 40 íì (ðèñ. 3, à, â,
ñòðåëêè).

Ìèêðîôîòîãðàôèè íà ðèñ. 4 äåìîíñòðèðóþò ïðèìåðû
îáúåêòîâ, âûÿâëÿåìûõ ñ ïîìîùüþ ÑÝÌÍÍ âî ôðàêöèè
îñàäêà ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïëàçìû êðîâè ÷åëîâåêà
ïðè 100 000 g. Íàèáîëåå ÷àñòî íà ýòèõ ïðåïàðàòàõ âñòðå-
÷àëèñü îêîëîñôåðè÷åñêèå ÷àñòèöû äèàìåòðîì ìåíåå
40 íì (ðèñ. 4, à—â, ñòðåëêè). Íàðÿäó ñ îäèíî÷íûìè ÷àñ-

òèöàìè íà ïðåïàðàòàõ ïðèñóòñòâîâàëè è àãðåãàòû òàêèõ
÷àñòèö (ðèñ. 4, á, ãîëîâêè ñòðåëîê).

Àíàëèç ðåçóëüòàòîâ âèçóàëèçàöèè êîìïîíåíòîâ ôðàê-
öèé ïëàçìû ïîçâîëÿåò çàêëþ÷èòü, ÷òî ïðèìåíÿåìûé ìå-
òîä ïðîáîïîäãîòîâêè ïîçâîëÿåò èììîáèëèçîâàòü íà ñòåê-
ëàõ äîñòàòî÷íîå äëÿ èññëåäîâàíèÿ êîëè÷åñòâî îáúåêòîâ,
ïðè ýòîì ðàçðåøåíèå ìåòîäà ÑÝÌÍÍ ïîçâîëÿåò ïîëó÷àòü
äàííûå î ðàçìåðå è ôîðìå îáúåêòîâ, à òàêæå î ìîðôîëî-
ãèè ïîâåðõíîñòè ÷àñòèö. Íà îñíîâå ýòèõ õàðàêòåðèñòèê
ñðåäè êîìïîíåíòîâ ïëàçìû ìîæíî ðàçëè÷èòü íåñêîëüêî
òèïîâ ñòðóêòóð, à èìåííî: ôðàãìåíòû êëåòîê, èíäèâè-
äóàëüíûå îêîëîñôåðè÷åñêèå è ýëëèïñîèäíûå ÷àñòèöû
äèàìåòðîì îò 10 äî 500 íì, à òàêæå àãðåãàòû òàêèõ ÷àñ-
òèö. Îäíàêî ïðè èíòåðïðåòàöèè ðåçóëüòàòîâ âèçóàëèçà-
öèè âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë ñëåäóåò ó÷èòûâàòü, ÷òî ïðîöå-
äóðà ïðîáîïîäãîòîâêè ìîæåò îêàçûâàòü ñóùåñòâåííîå
âëèÿíèå íà ìîðôîëîãèþ è ðàçìåðû íàáëþäàåìûõ îáúåê-
òîâ (Chernyshev et al., 2015). Êðîìå ýòîãî, ðåçóëüòàòû àíà-
ëèçà ïðèñóòñòâèÿ êîíêðåòíîãî òèïà âíåêëåòî÷íûõ âåçè-
êóë â îáðàçöàõ ìîãóò èñêàæàòüñÿ âñëåäñòâèå òîãî, ÷òî ïî-
ïóëÿöèè âåçèêóë, ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî ðàçìåðàì è
õàðàêòåðèñòèêàì ñâîèõ îáîëî÷åê, ìîãóò ñåëåêòèâíî óäåð-
æèâàòüñÿ èëè, íàîáîðîò, ñìûâàòüñÿ ñ ïîâåðõíîñòè ñòåêëà.

Ï ð è ì å í å í è å Ñ Ý Ì Í Í ä ë ÿ î ï ð å ä å ë å í è ÿ
ð à ç ì å ð î â ÷ à ñ ò è ö è ç ô ð à ê ö è é ï ë à ç ì û ê ð î â è.
ÑÝÌÍÍ íå òðåáóåò íàíåñåíèÿ íà èññëåäóåìûé îáðàçåö
ñëîÿ òîêîïðîâîäÿùåãî ïîêðûòèÿ è ïðè ýòîì îáëàäàåò äî-
ñòàòî÷íûì ðàçðåøåíèåì äëÿ âèçóàëèçàöèè ÷àñòèö â íàíî-
ìåòðîâîì äèàïàçîíå. Ïîýòîìó ïîëó÷åííûå ýòèì ìåòîäîì
èçîáðàæåíèÿ ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ îïðåäåëåíèÿ
ðàçìåðîâ ïîïóëÿöèé âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë. Â íàñòîÿùåé

172 Ê. À. Êîíäðàòîâ è äð.

Ðèñ. 2. Âèçóàëèçàöèÿ ñ ïîìîùüþ ÑÝÌÍÍ îáúåêòîâ èç ôðàêöèè îñàäêà ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïëàçìû êðîâè êðûñû ïðè
16 000 g.

à—ã — ìèêðîôîòîãðàôèè îáðàçöîâ, ïîëó÷åííûõ èç ïëàçìû êðîâè êðûñû; ä — èçîáðàæåíèå ïîâåðõíîñòè ñòåêëà ïðè èñïîëüçîâàíèè â êà÷åñòâå êîíòðî-
ëÿ ðàñòâîðà ôîñôàòíî-ñîëåâîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà. Îêîëîñôåðè÷åñêèå îáúåêòû äèàìåòðîì áîëåå 40 íì ïîêàçàíû áåëûìè ãîëîâêàìè ñòðåëîê, àãðå-

ãàòû ìåëêèõ ÷àñòèö — ÷åðíûìè ñòðåëêàìè, ôðàãìåíòû êëåòîê — ÷åðíûìè ãîëîâêàìè ñòðåëîê.
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Ðèñ. 3. Âèçóàëèçàöèÿ ñ ïîìîùüþ ÑÝÌÍÍ îáúåêòîâ èç ôðàêöèè îñàäêà ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïëàçìû êðîâè ÷åëîâåêà ïðè
16 000 g.

à—â — ïðèìåðû îäèíî÷íûõ ÷àñòèö ðàçìåðîì áîëåå 40 íì; ã, ä — âèäíû àãðåãàòû òàêèõ ÷àñòèö. Ñôåðè÷åñêèå è ýëëèïñîèäíûå îáúåêòû äèàìåòðîì
áîëåå 40 íì ïîêàçàíû ãîëîâêàìè ñòðåëîê, ñôåðè÷åñêèå îáúåêòû äèìåòðîì ìåíåå 40 íì — ñòðåëêàìè.

Ðèñ. 4. Âèçóàëèçàöèÿ ñ ïîìîùüþ ÑÝÌÍÍ îáúåêòîâ èç ôðàêöèè îñàäêà ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïëàçìû êðîâè ÷åëîâåêà ïðè
100 000 g.

à—â — ìèêðîôîòîãðàôèè îáðàçöîâ; ã — èçîáðàæåíèå ïîâåðõíîñòè ñòåêëà ïðè èñïîëüçîâàíèè â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ ðàñòâîðà ôîñôàòíî-ñîëåâîãî áó-
ôåðíîãî ðàñòâîðà. Îäèíî÷íûå ñôåðè÷åñêèå ÷àñòèöû äèàìåòðîì ìåíåå 40 íì ïîêàçàíû ñòðåëêàìè, àãðåãàòû òàêèõ ÷àñòèö — ãîëîâêàìè ñòðåëîê.



ðàáîòå èçìåðåíèå äèàìåòðà ÷àñòèö ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ
ïðîãðàììû Smart SEM Zeiss, âõîäÿùåé â ïàêåò ïðîãðàì-
ìíîãî îáåñïå÷åíèÿ ìèêðîñêîïà, èñïîëüçóÿ èíñòðóìåíò
«Stored vector profile». Ìåòîäèêà èçìåðåíèÿ ðàçìåðîâ ÷à-
ñòèö ïðîèëëþñòðèðîâàíà íà ðèñ. 5. Ãðàíèöû ÷àñòèö îïðå-
äåëÿëè ÷åðåç ïîñòðîåíèå ïðîôèëÿ èíòåíñèâíîñòè ñèãíàëà
âòîðè÷íûõ ýëåêòðîíîâ âäîëü ëèíèè, ïðîâåäåííîé ÷åðåç
öåíòð ñòðóêòóðû (ðèñ. 5, àR). Èçìåðåíèÿ äèàìåòðà ïðîâî-
äèëè êàê íà îäèíî÷íûõ ÷àñòèöàõ, òàê è íà ÷àñòèöàõ
(ðèñ. 5, á, â), íàõîäÿùèõñÿ íà ïîâåðõíîñòè êëàñòåðà

(ðèñ. 5, à). Äëÿ ýëëèïñîèäíûõ ÷àñòèö (ðèñ. 5, á) èçìåðÿëè
èõ ñîïðÿæåííûå äèàìåòðû (ðèñ. 5, áR, áS), à çàòåì ðàññ÷è-
òûâàëè ñðåäíèé äèàìåòð.

Îïèñàííóþ âûøå ìåòîäèêó ïðèìåíèëè äëÿ îïðå-
äåëåíèÿ ðàñïðåäåëåíèÿ ïî ðàçìåðàì îêîëîñôåðè÷åñêèõ
è ýëëèïñîèäíûõ ÷àñòèö èç ôðàêöèé îñàäêîâ ïëàçìû êðî-
âè ÷åëîâåêà ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðè 16 000 è
100 000 g.

Êàê âèäíî íà ðèñ. 6, ðàçìåðû ÷àñòèö äèàìåòðîì áîëåå
40 íì èç ôðàêöèè 16 000 g íàõîäÿòñÿ â äèàïàçîíå îò 40 äî

174 Ê. À. Êîíäðàòîâ è äð.

Ðèñ. 5. Ïîÿñíåíèå ê ìåòîäèêå èçìåðåíèÿ ðàçìåðîâ ÷àñòèö íà ìèêðîôîòîãðàôèÿõ, ïîëó÷åííûõ ìåòîäîì ÑÝÌÍÍ.

à, â — ïðèìåðû îêîëîñôåðè÷åñêèõ ÷àñòèö; á — ïðèìåð ýëëèïñîèäíîé ÷àñòèöû; àR, áR, áS, âR — äåíñèòîìåòðè÷åñêèå ïðîôèëè èññëåäóåìûõ ñòðóêòóð, ïî-
ëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Smart SEM Zeiss, è èçìåðåííûå äèàìåòðû (Ä) ÷àñòèö.

Ðèñ. 6. Ðàñïðåäåëåíèå ïî ðàçìåðàì îêîëîñôåðè÷åñêèõ è ýëëèïñîèäíûõ ÷àñòèö èç ôðàêöèé îñàäêîâ ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ
ïëàçìû êðîâè ÷åëîâåêà ïðè 16 000 (à) è 100 000 (á) g. Èçìåðåíèÿ ïðîâåäåíû íà ìèêðîôîòîãðàôèÿõ, ïîëó÷åííûõ ñ ïîìîùüþ

ÑÝÌÍÍ.

à — ÷àñòèöû äèàìåòðîì áîëåå 40 íì; á — ÷àñòèöû äèàìåòðîì ìåíåå 40 íì. Äèàïàçîí ðàçìåðîâ êàæäîé èç ÷àñòèö ðàçáèò íà 11 ó÷àñòêîâ.



350 íì, ïðè÷åì áîëåå 50 % ÷àñòèö èìååò ðàçìåðû îò 80
äî 140 íì (ðèñ. 6, à). Ðàçìåðû ÷àñòèö äèàìåòðîì ìåíåå
40 íì èç ôðàêöèè 100 000 g íàõîäÿòñÿ â äèàïàçîíå îò 10
äî 38 íì, ïðè÷åì áîëåå 60 % ÷àñòèö èìååò ðàçìåðû îò 12
äî 22 íì (ðèñ. 6, á).

Ñîïîñòàâëÿÿ ðåçóëüòàòû âèçóàëèçàöèè êîìïîíåíòîâ
ôðàêöèé ïëàçìû ñ äàííûìè ëèòåðàòóðû, ìîæíî ïðåäïî-
ëîæèòü, ÷òî íàáëþäàåìóþ ïîïóëÿöèþ îêîëîñôåðè÷åñêèõ
è ýëëèïñîèäíûõ ÷àñòèöû äèàìåòðîì 40—350 íì, âûÿâëÿ-
åìûõ âî ôðàêöèè îñàäêà ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïëàç-
ìû êðîâè ïðè 16 000 g, ñîñòàâëÿþò ìåìáðàííûå ñòðóêòó-
ðû, íàçûâàåìûå ìèêðîâåçèêóëàìè (Gyorgy et al., 2011a).
Íåäàâíî áûëî ïîêàçàíî, ÷òî âûñîêîñêîðîñòíîå öåíòðè-
ôóãèðîâàíèå ìîæåò âûçûâàòü àãðåãàöèþ âíåêëåòî÷íûõ
âåçèêóë (Linares et al, 2015). Ïîýòîìó, âåðîÿòíî, èìåííî
àãðåãàöèÿ ÷àñòèö äèàìåòðîì ìåíåå 40 íì äðóã ñ äðóãîì
èëè ñ áîëåå êðóïíûìè ÷àñòèöàìè ìîæåò áûòü ïðè÷èíîé
ïðèñóòñòâèÿ ýòèõ áîëåå ìåëêèõ ÷àñòèö âî ôðàêöèè îñàäêà
ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðè 16 000 g. Íàøè äàííûå ïî-
êàçûâàþò, ÷òî ôðàêöèÿ ïëàçìû, ïîëó÷àåìàÿ ïîñëå öåíò-
ðèôóãèðîâàíèÿ ïðè 16 000 g, ìîæåò ñîäåðæàòü êàê àãðå-
ãàòû ÷àñòèö, òàê è ôðàãìåíòû êëåòîê. Ýòîò ôàêò ïîä÷åð-
êèâàåò àêòóàëüíîñòü ïðèìåíåíèÿ ìåòîäîâ ìèêðîñêîïèè, â
÷àñòíîñòè ÑÝÌÍÍ, äëÿ ïðîâåðêè êà÷åñòâà ïðåïàðàòîâ
âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë ïåðåä èõ àíàëèçîì ñ ïîìîùüþ ìå-
òîäîâ áèîõèìèè è ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè.

Íàáëþäàåìûå íàìè îêîëîñôåðè÷åñêèå è ýëëèïñîèä-
íûå ÷àñòèöû âî ôðàêöèè îñàäêà ïîñëå öåíòðèôóãèðîâà-
íèÿ ïëàçìû êðîâè ïðè 100 000 g èìåëè äèàìåòð îò 10 äî
38 íì. Ïîäîáíûå óñëîâèÿ öåíòðèôóãèðîâàíèÿ îáû÷íî èñ-
ïîëüçóþò äëÿ ïîëó÷åíèÿ ìåìáðàííûõ ñòðóêòóð, íàçûâàå-
ìûõ ýêçîñîìàìè, ðàçìåðû êîòîðûõ ëåæàò â äèàïàçîíå
30—100 íì (Gyorgy et al., 2011b). Ðàñõîæäåíèå íàøèõ ðå-
çóëüòàòîâ ñ äàííûìè ëèòåðàòóðû ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ
òåì, ÷òî íàáëþäàåìûé ðàçìåð ìåìáðàííûõ âåçèêóë çàâè-
ñèò îò ïàðàìåòðîâ ïðîáîïîäãîòîâêè. Â ÷àñòíîñòè, áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî ðàçëè÷íûå ðåæèìû âûñóøèâàíèÿ ïðåïàðà-
òîâ ìîãóò ïðèâîäèòü ê èçìåíåíèþ íàáëþäàåìîãî ðàçìåðà
ýêçîñîì îò 40—90 äî 10—40 íì (Chernyshev et al., 2015).
Êðîìå ýòîãî, íåëüçÿ èñêëþ÷àòü, ÷òî ÷àñòü îêîëîñôåðè÷å-
ñêèõ ÷àñòèö äèàìåòðîì ìåíåå 30 íì ÿâëÿþòñÿ íå ìåìá-
ðàííûìè âåçèêóëàìè, à, íàïðèìåð, ëèïîïðîòåèíàìè èëè
êîìïëåêñàìè áåëêîâ (Rood et al., 2010; Yuana et al., 2015).
Ïîñëåäíåå ïðåäïîëîæåíèå ìîæåò áûòü òàêæå ïðîâåðåíî
ñ ïîìîùüþ ÑÝÌÍÍ, ïîñðåäñòâîì âèçóàëèçàöèè îáúåê-
òîâ ïîñëå èõ ïðåäâàðèòåëüíîãî èììóíîîêðàøèâàíèÿ àí-
òèòåëàìè ê ìàðêåðíûì áåëêàì ðàçëè÷íûõ òèïîâ ñòðóêòóð
íàíîìåòðîâîãî äèàïàçîíà.

Ç à ê ë þ ÷ å í è å. Àäàïòèðîâàííàÿ ìåòîäèêà ïðèãîòîâ-
ëåíèÿ ïðåïàðàòîâ ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü ìåòîä ÑÝÌÍÍ
äëÿ èçó÷åíèÿ âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë èç ôðàêöèé ïëàçìû
êðîâè. Ñ ïîìîùüþ ýòîãî ìåòîäà ìîæíî ïîëó÷àòü âûñîêî-
êà÷åñòâåííûå èçîáðàæåíèÿ áèîëîãè÷åñêèõ îáúåêòîâ,
ïðèãîäíûå êàê äëÿ èçó÷åíèÿ ôîðìû è ðàçìåðà ñòðóêòóð
íàíîìåòðîâîãî äèàïàçîíà, òàê è äëÿ âûÿâëåíèÿ â îáðàç-
öàõ ïðèìåñåé íåâåçèêóëÿðíûõ îáúåêòîâ. Îòñóòñòâèå ñëîÿ
òîêîïðîâîäÿùåãî ïîêðûòèÿ ïîçâîëÿåò âèçóàëèçèðîâàòü
äåòàëè ìîðôîëîãèè ïîâåðõíîñòè, à òàêæå äåëàåò âîçìîæ-
íûì èììóíîäåòåêöèþ ñïåöèôè÷íûõ àíòèãåíîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ñ èñïîëüçîâàíèåì îáîðóäîâàíèÿ
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EXTRACELLULAR VESICLES FROM BLOOD PLASMA STUDIED BY LOW
VOLTAGE SCANNING ELECTRON MICROSCOPY
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Extracellular vesicles are subspherical membranous structures secreted by cells and enriched with different
types of biological molecules. The number and the molecular content of these structures depend on pathological
conditions and the physiological state of the organism. Extracellular vesicles play an important role in intercel-
lular communication and represent potential disease biomarkers. However, mechanisms of formation, functions
and morphological characteristics of extracellular vesicles are still studied insufficiently. Low voltage scanning
electron microscopy is a promising method to investigate extracellular vesicles, since it does not require con-
ductive coating and therefore enables a high-resolution visualization of morphological details of nanosized ob-
jects. This paper presents the results of low voltage scanning electron microscopy study of morphology and size
of objects from blood plasma fractions.

K e y w o r d s: extracellular vesicles, microvesicles, exosomes, low-voltage scanning electron microscopy,
transmission electron microscopy, blood plasma, CD9.
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