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Íîâûå âîçìîæíîñòè ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè â öèòîëîãèè è ãèñòîëîãèè

Â îáçîðå ïðèâåäåí àíàëèç íîâûõ ìåòîäè÷åñêèõ ðàçðàáîòîê è òåõíè÷åñêèõ óñîâåðøåíñòâîâàíèé, ïî-
ÿâèâøèõñÿ çà ïîñëåäíèå ãîäû â ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè è íàïðàâëåííûõ íà óâåëè÷åíèå îïòè÷åñêîãî ðàç-
ðåøåíèÿ è êà÷åñòâà ñâåòîîïòè÷åñêîãî èçîáðàæåíèÿ. Ðàññìîòðåíû âîçìîæíîñòè è íåäîñòàòêè ìåòîäîâ:
«ñâåòîâîé ïëàñòèíêè», ëàçåðíîé ñêàíèðóþùåé êîíôîêàëüíîé è 2-ôîòîííîé ìèêðîñêîïèè, 4Pi è FRET,
TIRF, STED, STROM, PALM è GSD-ìèêðîñêîïèè. Ïðîàíàëèçèðîâàíû äîñòèæåíèÿ è ïðîáëåìû íîâûõ
ìåòîäîâ ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè. Ïðèâåäåííûå ìåòîäû ïîçâîëèëè çíà÷èòåëüíî ðàñøèðèòü èññëåäîâà-
òåëüñêèå âîçìîæíîñòè, ñïîñîáñòâîâàëè óëó÷øåíèþ êà÷åñòâà èçîáðàæåíèé, îäíàêî îíè òàê è íå ñìîãëè
îáîéòè äèôðàêöèîííûé ïðåäåë, îòêðûòûé Ý. Ê. Àááå.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ñâåòîâàÿ ìèêðîñêîïèÿ, ìåòîäû.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÑÌ — ñâåòîâàÿ ìèêðîñêîïèÿ, ÑÐÑÌ — ñâåðxðàçðåøàþùàÿ ñâåòîâàÿ
ìèêðîñêîïèÿ, ÝÌ — ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ, LSCM — ëàçåðíàÿ ñêàíèðóþùàÿ êîíôîêàëüíàÿ ìèêðî-
ñêîïèÿ.

Ïðèñóæäåíèå Íîáåëåâñêîé ïðåìèè 2014 ã. â îáëàñòè
õèìèè çà ðàçðàáîòêó ìåòîäîâ òàê íàçûâàåìîé ñâåðxðàçðå-
øàþùåé ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè (ÑÐÑÌ) ïîäâåëî ñâîåîá-
ðàçíûé èòîã ñòðåìèòåëüíîìó ðûâêó, êîòîðûé ñîâåðøèëà
çà ïîñëåäíèå 30 ëåò ñâåòîâàÿ ìèêðîñêîïèÿ (ÑÌ). Áûë
îïóáëèêîâàí ðÿä îáçîðíûõ ñòàòåé, ïîñâÿùåííûõ âîçìîæ-
íîñòÿì ñêàíèðóþùåé ëàçåðíîé êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêî-
ïèè, íà ðóññêîì ÿçûêå (×åíöîâ, 1994; Ëåæíåâ è äð., 2001;
Àçíàáàåâ è äð., 2006; Êëàðê, Ýáåðõàðäò, 2007; Ôåîôàíîâ,
2007; Ëóêàøåâà è äð., 2008; Êîðæåâñêèé è äð., 2009; Êî-
âàëåâ, 2010; Íåçëèí, 2010; Ìèòðîøèíà, 2012; Ôåäîðîâ,
2013) è ìíîãî áëåñòÿùèõ êíèã è ñòàòåé íà àíãëèé-
ñêîì ÿçûêå (Diaspro, 2001; Fornasiero, Opazo, 2015; Shep-
pard, 2017). Ïðè ýòîì ïîÿâèëàñü ñâîåîáðàçíàÿ ýéôî-
ðèÿ, ñâÿçàííàÿ ñ îæèäàíèÿìè òîãî, ÷òî ÑÐÑÌ âûòåñíèò
ýëåêòðîííóþ ìèêðîñêîïèþ (ÝÌ). Îäíàêî îðèãèíàëüíûõ
ñòàòåé ñ íîâûìè, íåèçâåñòíûìè ðàíåå ðåçóëüòàòàìè,
ïîëó÷åííûìè ñ èñïîëüçîâàíèåì ÑÐÑÌ, îïóáëèêîâàíî
ñðàâíèòåëüíî íåìíîãî. Â ñâÿçè ñ ýòèì ìû ïîïûòàåìñÿ
êðèòè÷åñêè îöåíèòü âîçìîæíîñòè ìåòîäîâ ÑÐÑÌ. Ïðè
ýòîì ìû îñòàíîâèìñÿ ïðåèìóùåñòâåííî íà îðèãèíàëü-
íûõ ðàáîòàõ, äàâøèõ íà÷àëî íîâûì ìåòîäàì, è ñòàòüÿõ, â
êîòîðûõ ýòè ìåòîäû èñïîëüçóþòñÿ èëè óñîâåðøåíñòâó-
þòñÿ. Îñîáîå âíèìàíèå òàêæå áóäåò óäåëåíî ïðîáëåìàì
ðåàëüíî äîñòèæèìîãî â èññëåäîâàíèÿõ îïòè÷åñêîãî ðàç-
ðåøåíèÿ.

Äëÿ òîãî ÷òîáû ïîíÿòü, êàê íîâûå ìåòîäè÷åñêèå ïîä-
õîäû âëèÿþò íà ðàçðåøåíèå, ïîëó÷àåìûå ðåçóëüòàòû è

ìîæíî ëè äîâåðÿòü ýòèì ðåçóëüòàòàì, íåîáõîäèìî çíàòü,
êàêèå ïðèíöèïû ïîëîæåíû â îñíîâó ìåòîäà. Â íàñòîÿùåì
îáçîðå ìû êðàòêî îñòàíîâèìñÿ ïðåèìóùåñòâåííî íà íî-
âûõ ìåòîäàõ ÑÌ, êîòîðûå ïîçâîëÿþò íåïîñðåäñòâåííî
óâåëè÷èòü îïòè÷åñêîå ðàçðåøåíèå, íå óãëóáëÿÿñü ïðè
ýòîì â ïîäðîáíîå îïèñàíèå ôèçè÷åñêèõ îñíîâ òîãî èëè
èíîãî ìåòîäà.

Ñîâðåìåííûå ðàçðàáîòêè, íàïðàâëåííûå
íà óâåëè÷åíèå îïòè÷åñêîãî ðàçðåøåíèÿ

ñâåòîâûõ ìèêðîñêîïîâ

Îäíèì èç òàêèõ ìåòîäîâ ÿâëÿåòñÿ ìåòîä «ñâåòîâîé
ïëàñòèíêè» (Light Sheet Fluorescence Microscopy; LSFM).
Îí áûë ðàçðàáîòàí äëÿ èññëåäîâàíèÿ òîëñòûõ îáðàçöîâ è
ïîëó÷åíèÿ îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ íà ãëóáèíå áîëåå 100 ìêì
(Heintzmann, Cremer, 1999; Pampaloni et al., 2015). Ìåòîä
ïîëó÷èë ñâîå íàçâàíèå èç-çà ôîðìû ñâåòîâîãî ëó÷à, êîòî-
ðûé òðàíñôîðìèðóåòñÿ ñïåöèàëüíûìè ëèíçàìè â î÷åíü
óçêèé ïàðàëëåëîãðàìì, èëè «ñâåòîâóþ ïëàñòèíêó».
Îáû÷íî îáúåêò îñâåùàåòñÿ «ñâåòîâîé ïëàñòèíêîé» ÷åðåç
îáúåêòèâ, ðàñïîëîæåííûé ñáîêó ïåðïåíäèêóëÿðíî îñè
îáúåêòèâà, èñïîëüçóåìîãî äëÿ íàáëþäåíèÿ (ðèñ. 1, à).
Ìåòîä ñíèæàåò ôîòîòîêñè÷íîñòü è ôîòîâûöâåòàíèå îá-
ðàçöà ïî÷òè â 10 000 ðàç ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíôîêàëüíûìè
ìèêðîñêîïàìè. Åñëè îñâåùàòü îáðàçåö «ñâåòîâîé ïëàñ-
òèíêîé», òî òåîðåòè÷åñêîå ðàçðåøåíèå ïî îñè Z áóäåò
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ðàâíî òîëùèíå ñâåòîâîãî ïó÷êà (Chen et al., 2014; Strobl
et al., 2017). Äðóãèì ïîäõîäîì äëÿ óâåëè÷åíèÿ ðàçðåøå-
íèÿ ïî îñè ÿâëÿåòñÿ èçó÷åíèå êðèîñðåçîâ òîëùèíîé 90 íì
ïîä ñâåòîâûì ìèêðîñêîïîì (Dunlop et al., 2017).

Åùå îäíîé ïðîãðåññèâíîé ðàçðàáîòêîé ñòàë ìåòîä
ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè íà îñíîâå çàòóõàþùåé
ýëåêòðîìàãíèòíîé âîëíû (Total Internal Reflection Fluo-
rescence microscopy; TIRF-ìèêðîñêîïèÿ). Â ôëóîðåñ-
öåíòíîì ìèêðîñêîïå èñïîëüçóåòñÿ çàòóõàþùàÿ ýëåêòðî-
ìàãíèòíàÿ âîëíà, êîòîðàÿ ãåíåðèðóåòñÿ ïðè ïîëíîì îòðà-
æåíèè ñâåòà îò ãðàíèöû ñðåä (íàïðèìåð, ñòåêëà è âîäû).
Ïðè ýòîì ÷àñòü ýíåðãèè èçëó÷åíèÿ ðàñïðîñòðàíÿåòñÿ â
òâåðäîé ôàçå â âèäå áûñòðî çàòóõàþùåé (ýâàíåñöåíòíîé)
ýëåêòðîìàãíèòíîé âîëíû (ðèñ. 1, á), êîòîðàÿ ñïîñîáíà
âîçáóæäàòü ôëóîðîôîðû (Fornasiero, Opazo, 2015). Äàí-
íûé ïîäõîä ìîæåò ïðèìåíÿòüñÿ â ìèêðîñêîïàõ ñàìûõ
ðàçíûõ îïòè÷åñêèõ êîíôèãóðàöèé, îñíàùåííûõ êàê ðòóò-

íîé ëàìïîé, òàê è ëàçåðàìè. Èìåííî â ñëó÷àå TIRF-ìèê-
ðîñêîïèè ïðè èñïîëüçîâàíèè èììåðñèîííûõ îáúåêòèâîâ
áûëî äîñòèãíóòî ìàêñèìàëüíîå çíà÷åíèå ÷èñëîâîé àïåð-
òóðû (1.65).

Ëàçåðíàÿ ñêàíèðóþùàÿ êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ
(Laser Scanning Confocal Microscopy; LSCM) ÿâëÿåòñÿ êî-
íå÷íûì ýòàïîì òåõíè÷åñêèõ ðàçðàáîòîê â îáëàñòè ñêàíè-
ðóþùåé ñâåòîâîé êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè. Â LSCM
èñòî÷íèê ñîçäàåò óçêèé ïó÷îê ñâåòà, îñâåùàþùèé òîëüêî
îäíó òî÷êó â ïîëå çðåíèÿ (ðèñ. 2, à). Ïðè ýòîì ëó÷ äâè-
æåòñÿ ïî îáðàçöó, îñóùåñòâëÿÿ ðàñòðîâîå ñêàíèðîâàíèå ñ
ïîìîùüþ ñèñòåìû çåðêàë. ×èñëî ôîòîíîâ, ïðîõîäÿùèõ
÷åðåç ïåðèôåðè÷åñêèå çîíû ïîëÿ çðåíèÿ, ìåíüøå, ïîýòî-
ìó êà÷åñòâî èçîáðàæåíèÿ â öåíòðå îáðàçöà çíà÷èòåëüíî
âûøå. Ôîêóñèðîâàíèå ëó÷à ëàìïû èëè ëàçåðà ïðîèñõîäèò
ñ ïîìîùüþ äèàôðàãìû, êîòîðàÿ îòñåêàåò á*îëüøóþ ÷àñòü
ôîòîíîâ, èñïóñêàåìûõ ôëóîðîôîðàìè âûøå èëè íèæå
îïòè÷åñêîé ôîêàëüíîé ïëîñêîñòè (ðèñ. 2, á). Òåì íå ìå-
íåå ÷àñòü ôîòîíîâ èç ýòèõ ïëîñêîñòåé âñå æå ïîïàäàåò íà
äåòåêòîð, ñîçäàâàÿ «ôîí» è óâåëè÷èâàÿ ðàçìåð òî÷êè îá-
ðàçöà ïî îñè Z. Ïîëó÷èòü èçîáðàæåíèå ñ âûñîêèì ðàçðå-
øåíèåì è äîâîëüíî íèçêèì óðîâíåì «ôîíà» ìîæíî, åñëè,
ïîñëåäîâàòåëüíî ïîäíèìàÿ (îïóñêàÿ) îáúåêòèâ, ïîëó÷èòü
ñåðèéíûå îïòè÷åñêèå ñðåçû èëè «Z-ñòîïêó», íà îñíîâå
êîòîðûõ ìîæíî òàêæå ïîñòðîèòü 3D-ìîäåëü îáúåêòà
(ðèñ. 2, ã). Ïðè ýòîì â êàæäûé ìîìåíò âðåìåíè áóäåò ðå-
ãèñòðèðîâàòüñÿ òî êîëè÷åñòâî ôîòîíîâ, êîòîðîå èñïóñêà-
åòñÿ èç îäíîé òî÷êè îáðàçöà. Äàëåå ðåãèñòðàòîð êàæäîìó
ïèêñåëþ (ôèçè÷åñêîìó ýëåìåíòó ìàòðèöû ðåãèñòðèðóþ-
ùèõ êàìåð (äèñïëååâ), ôîðìèðóþùèõ èçîáðàæåíèå) ïðè-
ñâàèâàåò ÷èñëî, ïðîïîðöèîíàëüíîå ÷èñëó çàðåãèñòðèðî-
âàííûõ ôîòîíîâ. Ïîëíîå èçîáðàæåíèå ñòðîèòñÿ êîìïüþ-
òåðîì ïóòåì ïðèñâàèâàíèÿ êàæäîìó ïèêñåëþ âåëè÷èíû
ÿðêîñòè, ïðîïîðöèîíàëüíîé ÷èñëó ôîòîíîâ, ïîëó÷åííûõ
îò êàæäîé òî÷êè ôîêàëüíîé ïëîñêîñòè.

Ñíèçèòü «ôîí» è óâåëè÷èòü êà÷åñòâî èçîáðàæåíèÿ
ìîæíî òàêæå óìåíüøàÿ ðàçìåð îòâåðñòèÿ äèàôðàãìû. Îä-
íàêî ïðè ýòîì êîëè÷åñòâî ôîòîíîâ, ïîïàäàþùèõ íà îáðà-
çåö, ðåçêî óìåíüøàåòñÿ, è âîçíèêàåò íåîáõîäèìîñòü â
óâåëè÷åíèè ÿðêîñòè è äëèòåëüíîñòè îáëó÷åíèÿ îáðàçà,
÷òî ïîâûøàåò îïàñíîñòü âûöâåòàíèÿ ôëóîðîôîðà. Ñ÷èòà-
åòñÿ, ÷òî ðàçðåøåíèå LSCM ïðèáëèçèòåëüíî â 1.4 ðàçà
âûøå, ÷åì ó «êëàññè÷åñêîãî» ñâåòîâîãî ìèêðîñêîïà. Ìî-
äèôèêàöèÿ LSCM íà îñíîâå äèñêà Íèïêîâà ïîçâîëÿåò
óâåëè÷èòü ñêîðîñòü ïîëó÷åíèÿ èçîáðàæåíèÿ (ðèñ. 2, â) è
ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé âðàùàþùèéñÿ äèñê ñ ðÿäàìè óçêèõ
îòâåðñòèé, ïîêðûâàþùèõ åãî ïîëå.

Äëÿ óâåëè÷åíèÿ ðàçðåøåíèÿ ïî îñè Z â êîíôîêàëüíîé
ëàçåðíîé ñêàíèðóþùåé ìèêðîñêîïèè èñïîëüçóþòñÿ òàê
íàçûâàåìûå 4Pi-ìèêðîñêîïû (Cremer et al., 1978; Hell
et al., 1994). Â íèõ äëÿ âîçáóæäåíèÿ ìîëåêóëû ôëóîðîôî-
ðà, ðàñïîëîæåííîé â îäíîé òî÷êå ïðîñòðàíñòâà, è (èëè)
ðåãèñòðàöèè ôëóîðåñöåíöèè èñïîëüçóþòñÿ äâà îáúåêòèâà
(íàïðàâëåííûõ îäèí íà äðóãîé), êîòîðûå ïîçâîëÿþò îñâå-
ùàòü è ðåãèñòðèðîâàòü ôëóîðåñöåíöèþ ñ äâóõ ñòîðîí îò
îáðàçöà (ðèñ. 3, à). Ïðè ýòîì èçîáðàæåíèå òî÷êè â çîíå
ôîêóñà âìåñòî ôîðìû îâîèäà ïðèîáðåòàåò ôîðìó öåíò-
ðàëüíîé êðóïíîé òî÷êè è äâóõ áîëåå ìåëêèõ — âûøå è
íèæå ôîêóñà (ðèñ. 3, á). Çàòåì ïî îïðåäåëåííîìó ìàòåìà-
òè÷åñêîìó àëãîðèòìó ïðîèñõîäèò äåêîíâîëþöèÿ èçîáðà-
æåíèÿ (âîññòàíîâëåíèå èñòèííîé ôîðìû ñèãíàëà), ïðè
ýòîì âåðõíÿÿ è íèæíÿÿ òî÷êè îòñåêàþòñÿ. Îäíàêî èç-çà
òîãî, ÷òî ôèêñèðîâàííàÿ èëè æèâàÿ êëåòêà ðåçêî ãåòåðî-
ãåííà ïî ñâîèì ôèçèêî-õèìè÷åñêèì ïàðàìåòðàì, «îòñå÷å-
íèå» ôîíà îñòàåòñÿ âî ìíîãîì ñóáúåêòèâíîé îïåðàöèåé.
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Ðèñ. 1. Ìåòîä ñâåòîâîé ïëàñòèíêè è TIRF-ìèêðîñêîïèÿ.

à — ñõåìà êîíñòðóêöèè ìèêðîñêîïà, ðàáîòàþùåãî ïî ìåòîäó «ñâåðõòîí-
êîé ñâåòîâîé ïëàñòèíêè»: ëåâûé îáúåêòèâ ôîðìèðóåò ñâåòîâóþ ïëàñ-
òèíêó, à ïðàâûé ñëóæèò äëÿ âèçóàëèçàöèè îáðàçöà (îáðàçåö ïîä á *îëü-
øèì óâåëè÷åíèåì ïîêàçàí âûøå); ñòðåëêà — ìåñòî âõîäà ñâåòîâûõ ëó-
÷åé â îñâåòèòåëüíûé îáúåêòèâ. á — ïðèíöèï TIRF-ìèêðîñêîïèè:
ëàçåðíîå èçëó÷åíèå (ËÈ), ýâàíåñöåíòíîå èçëó÷åíèå (ÝÈ), ÈÌ — èììåð-

ñèÿ, ÎÁ — îáúåêòèâ, ÎÇÂ — îáëàñòü çàòóõàþùåé âîëíû.



Êîììåð÷åñêèé îïûò ðåàëèçàöèè 4Pi-ìèêðîñêîïîâ ïîêà-
çàë, ÷òî èõ ïðåèìóùåñòâà (ðèñ. 3, â, ã) íèâåëèðóþòñÿ âîç-
ðîñøèì íåóäîáñòâîì â ðàáîòå (íàïðèìåð, äîñòàòî÷íî
òðóäíî íàéòè îáúåêò è ïðàâèëüíî åãî ðàñïîëîæèòü ìåæäó
äâóìÿ îáúåêòèâàìè) è ñòîèìîñòüþ.

Ýôôåêò âûöâåòàíèÿ ôëóîðîôîðà ïðè èñïîëüçîâàíèè
LSCM íàøåë ïðàêòè÷åñêîå ïðèìåíåíèå â íàó÷íûõ èññëå-
äîâàíèÿõ, íàïðèìåð ïðè èçó÷åíèè äèôôóçèè áåëêîâ ïîñ-
ëå èíäóöèðîâàííîãî âûöâåòàíèÿ ôëóîðîôîðà (ðèñ. 4, â);
òðàíñïîðòà áåëêîâ èëè ëèïèäîâ, ìå÷åííûõ ôëóîðîôîðîì
(ðèñ. 4, ä); êëåòî÷íûõ ñòðóêòóð, â òîì ÷èñëå èõ ñòðóêòóð-
íûõ è ôóíêöèîíàëüíûõ ñâÿçåé (ðèñ. 4, à, á, ã, ä, å).

Ñíèçèòü ôîòîòîêñè÷íîñòü è óâåëè÷èòü ïðîíèêàþ-
ùóþ ñïîñîáíîñòü óäàëîñü ïðè ðàçðàáîòêå 2-ôîòîííîãî
ìèêðîñêîïà (Two-Photon Microscopy; TPM). Èäåÿ
TPM-ìèêðîñêîïèè îñíîâàíà íà òîì, ÷òî õîòÿ âåðîÿòíîñòü
îäíîâðåìåííîãî ïîïàäàíèÿ äâóõ ôîòîíîâ íà îäíó ìîëå-
êóëó ôëóîðîôîðà ïðè íèçêîé èíòåíñèâíîñòè èçëó÷åíèÿ
ìàëà, íî îíà ðåçêî óâåëè÷èâàåòñÿ ïðè ôîêóñèðîâêå î÷åíü
ìîùíîãî è äîâîëüíî êðàòêîâðåìåííîãî èìïóëüñà ñâåòà.
Îäíîâðåìåííîå ïîïàäàíèå äâóõ ôîòîíîâ îáû÷íî ñ äëè-
íîé âîëíû, ñîîòâåòñòâóþùåé êðàñíîìó ñâåòó, âûçûâàåò

âîçáóæäåíèå ôëóîðîôîðà, êîòîðûé ïîòîì èñïóñêàåò
îäèí ôîòîí, äëèíà âîëíû êîòîðîãî ñîîòâåòñòâóåò çåëåíî-
ìó ñâåòó (Denk et al., 1990). Â òåîðèè ðàçðåøåíèå 2-ôî-
òîííîãî ìèêðîñêîïà ìåíüøå, ÷åì LSCM, òàê êàê â íåì
îáû÷íî èñïîëüçóþòñÿ ôëóîðîôîðû, êîòîðûå âîçáóæäà-
þòñÿ êðàñíûì ñâåòîì è, ñëåäîâàòåëüíî, èñïóñêàþò ñâåò ñ
áîëüøåé äëèíîé âîëíû, ÷åì â LSCM (ãäå ìîãóò èñïîëüçî-
âàòüñÿ ãîëóáîé è óëüòðàôèîëåòîâûé ñâåò, à ðåãèñòðèðîâà-
òüñÿ ñèíèé ñâåò).

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ èíòåíñèâíî ðàçðàáàòûâàþòñÿ ìèê-
ðîñêîïè÷åñêèå ñèñòåìû (Betzig, Trautman, 1992; Klar
et al., 2000; Hess et al., 2006; Sydor et al., 2015), êîòîðûå
ïðè ïîìîùè ðàçëè÷íûõ òåõíè÷åñêèõ ïðèåìîâ ïîçâîëÿþò
åñëè íå ïðåîäîëåòü, òî îáîéòè äèôðàêöèîííûé áàðüåð
Àááå (Abbe, 1873). Îñòàíîâèìñÿ, íà íàø âçãëÿä, íà íàè-
áîëåå çíà÷èìûõ èç íèõ.

STED-ìèêðîñêîïèÿ (Stimulated Emission Depletion
Microscopy; STED) èëè ìèêðîñêîïèÿ íà îñíîâå ïîäàâëå-
íèÿ ñïîíòàííîãî èñïóñêàíèÿ ôîòîíîâ èñïîëüçóåò ôåíî-
ìåí îáðàòèìîãî ïîäàâëåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ñ ïîìîùüþ
îáëó÷åíèÿ ôëóîðîôîðà ñâåòîì ñ áîëüøåé äëèíîé âîëíû,
÷åì ñâåò, âûçûâàþùèé ôëóîðåñöåíöèþ (Klar et al., 2000).
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Ðèñ. 2. Ìåòîä ëàçåðíîé ñêàíèðóþùåé êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè (ËÑÊÌ).

à — ïðèíöèï äåéñòâèÿ êîíôîêàëüíîé äèàôðàãìû, çà ñ÷åò óçêîãî îòâåðñòèÿ êîòîðîé â ìàêñèìàëüíîé ñòåïåíè äåòåêòîðîì ðåãèñòðèðóþòñÿ ôîòîíû èç
òî÷êè, íàõîäÿùåéñÿ â ôîêóñå, îñòàëüíûå çàäåðæèâàþòñÿ. á — ñõåìà ËÑÊÌ: ÑÄ — äèõðîè÷íîå çåðêàëî (ñâåòîäåëèòåëü), ÎÁ — îáúåêòèâ, ÎÁÐ — îáðà-
çåö, ÔÝÓ — äåòåêòîð, ÊÄ — êîíôîêàëüíàÿ äèàôðàãìà. â — ñõåìà ËÑÊÌ ñ äèñêîì Íèïêîâà. ã — ñõåìà ôîðìèðîâàíèÿ òðåõìåðíîãî èçîáðàæåíèÿ íà

îñíîâå ñåðèéíûõ îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ (âûñ÷èòûâàåòñÿ ÿðêîñòü êàæäîãî âîêñåëÿ è ñòðîÿòñÿ öèôðîâûå îïòè÷åñêèå ñðåçû).



Ïðè ðåàëèçàöèè ìåòîäà îáðàçåö ñíà÷àëà îáëó÷àåòñÿ èì-
ïóëüñîì ñâåòà ëàçåðà ñ òàêîé äëèíîé âîëíû, êîòîðàÿ ñïî-
ñîáíà âîçáóäèòü ôëóîðîôîð, çàòåì íåìåäëåííî òî÷êà îá-
ëó÷àåòñÿ ñâåòîì ñ äëèíîé âîëíû, ñäâèíóòîé â ñòîðîíó
êðàñíîãî ñïåêòðà. Ïðè ýòîì ëó÷ èìååò ôîðìó êðóãà ñ
î÷åíü óçêèì ïóñòûì öåíòðîì (äûðêîé) (ðèñ. 5, à). Ïîïà-
äàíèå âòîðîãî êðóãîâîãî (ñ îòâåðñòèåì â öåíòðå) ïó÷êà
ñâåòà íà çîíó ñ âîçáóæäåííûì ôëóîðîôîðîì âåäåò ê
òîìó, ÷òî ïîñëåäíèé òåðÿåò âîçáóæäåíèå è íå èñïóñêàåò
ôîòîíû. Ïðè âñòðå÷å ôëóîðîôîðà, íàõîäÿùåãîñÿ â âîç-
áóæäåííîì ñîñòîÿíèè, ñ ôîòîíîì, ýíåðãèÿ êîòîðîãî ñîîò-
âåòñòâóåò ðàçíèöå ýíåðãèé ìåæäó âîçáóæäåííûì è îñíîâ-
íûì ñîñòîÿíèÿìè ôëóîðîôîðà, ôëóîðîôîð âîçâðàùàåòñÿ
â íåâîçáóæäåííîå ñîñòîÿíèå äî òîãî, êàê ïðîèçîéäåò
ñïîíòàííàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ. Òàêèì îáðàçîì, îáúåì îáðàç-
öà, èç êîòîðîãî èñõîäèò ôëóîðåñöåíöèÿ, óìåíüøàåòñÿ çà
ñ÷åò ïåðåâîäà ÷àñòè ìîëåêóë ïî êðàÿì ïÿòíà çàñâåòêè â
ñîñòîÿíèå, ïðè êîòîðîì îíè íå ñïîñîáíû èçëó÷àòü ñâåò íà
ðàáî÷åé äëèíå âîëíû ñôîêóñèðîâàííîãî ëàçåðíîãî èçëó-
÷åíèÿ. Èñêëþ÷åíèå ñîñòàâëÿåò òîëüêî öåíòðàëüíàÿ òî÷êà,
êîòîðàÿ íå áûëà çàñâå÷åíà âòîðûì ëó÷îì. Èç íåå è èñïó-
ñêàþòñÿ ôîòîíû, ðåãèñòðèðóåìûå äåòåêòîðîì â âèäå ôî-
òîýëåêòðîííîãî óìíîæèòåëÿ èëè öèôðîâîé êàìåðû. Òà-
êèì îáðàçîì, STED-ìèêðîñêîïèÿ ïîçâîëÿåò äîñòè÷ü âû-

ñîêîãî ðàçðåøåíèÿ â öåíòðàëüíîé îáëàñòè ôîêóñíîãî
ïÿòíà (ðèñ. 5, á-1, á-3). STED-ìèêðîñêîïû ïðîäîëæàþò
ñîâåðøåíñòâîâàòüñÿ. Áûë äîáàâëåí âòîðîé èñòî÷íèê îá-
ëó÷åíèÿ, ÷òî ïîçâîëèëî óëó÷øèòü êà÷åñòâî èçîáðàæåíèÿ
(Gao, Nienhaus, 2017).

Â ðÿäó ðàçðàáîòîê ÑÐÑÌ, ïîçâîëÿþùèõ îáîéòè äèô-
ðàêöèîííûé áàðüåð, — ìåòîäû ñòàòèñòè÷åñêîãî îïðåäå-
ëåíèÿ ëîêàëèçàöèè òî÷å÷íîãî èñòî÷íèêà ñâåòà. Òàê, íà-
ïðèìåð, ïðè äîñòàòî÷íî íèçêîé êîíöåíòðàöèè «ïðèìåñ-
íûõ» ìîëåêóë â êàæäûé ìîìåíò âðåìåíè, âíóòðè êàæäîãî
äèôðàêöèîííî îãðàíè÷åííîãî îáúåìà îáðàçöà ëþìèíåñ-
öèðóåò òîëüêî îäíà ìîëåêóëà. Ýòî ïîçâîëÿåò çàðåãèñòðè-
ðîâàòü åå èçîáðàæåíèå è êîîðäèíàòû. Ðåãèñòðàöèÿ íå-
ñêîëüêèõ ïîñëåäîâàòåëüíûõ âñïûøåê äàåò âîçìîæíîñòü
âû÷èñëèòü ìåñòî, ãäå âñïûøêè ïîÿâëÿþòñÿ ñ íàèáîëüøåé
÷àñòîòîé. Äëÿ ýòîãî âûñ÷èòûâàåòñÿ ñðåäíåñòàòèñòè÷å-
ñêèé öåíòð òÿæåñòè ïîëÿ òî÷åê, ýòîò öåíòð îïèñûâàåòñÿ
êàê ñàìà òî÷êà, êîòîðàÿ çàïîìèíàåòñÿ êîìïüþòåðîì. Ýòà
òî÷êà è ïðèíèìàåòñÿ çà ìåñòî ðàñïîëîæåíèÿ ôëóîðîôîðà
(ðèñ. 5, â). Òàêàÿ òî÷êà îáúåêòà îáû÷íî îïðåäåëÿåòñÿ ïî-
ñëå ïîëó÷åíèÿ 1000 èçîáðàæåíèé, à ïðèíöèïû ñòàòèñòè-
÷åñêîé îáðàáîòêè òî÷å÷íûõ èñòî÷íèêîâ ñâåòà, ïðèìåíåí-
íûå â STED-ìèêðîñêîïèè, ïîçâîëèëè ïîâûñèòü ðàçðåøå-
íèå (Klar et al., 2000).

322 È. Ñ. Ñåñîðîâà è äð.

Ðèñ. 3. Ìåòîä 4Pi-ìèêðîñêîïèè.

à — ñõåìà ìèêðîñêîïà, ãäå ïîêàçàí õîä äâóõ ïó÷êîâ ñâåòà, êîòîðûå ïîëó÷àþòñÿ èç åäèíîãî ïó÷êà ïóòåì ðàñùåïëåíèÿ íà äèõðîè÷åñêîì çåðêàëå (DS),
CCD — êàìåðà, ST — âåòîäåëèòåëü. á — ôîðìèðîâàíèå îñíîâíîé ñôåðû ñâåòà â ôîêóñå è äâóõ äîáàâî÷íûõ âíå ôîêóñà (îòñåêàþòñÿ ïðè ïîñëåäóþùåé
äåêîíâîëþöèè) èç ñèãíàëà îâîèäíîé ôîðìû. â — òðåõìåðíàÿ ðåêîíñòðóêöèÿ ôðàãìåíòà êîìïëåêñà Ãîëüäæè, ïîëó÷åííàÿ ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëü-
íîé ëàçåðíîé ñêàíèðóþùåé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè (â—1) è ìåòîäà 4Pi (â-2). ã-1—ã-4 — êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç êîëîêàëèçàöèè äâóõ áåëêîâ ñ ïî-
ìîùüþ ìåòîäà 4Pi; çåëåíûé ñèãíàë — áåëîê ãàëàêòîçèëòðàíñôåðàçà (ñîäåðæèò â ñòðóêòóðå çåëåíûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê), êðàñíûé ñèãíàë — ïðî-
êîëëàãåí-1 (â ìîëåêóëó âøèò êðàñíûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê), æåëòûé öâåò — çîíà êîëîêàëèçàöèè. Èçîáðàæåíèÿ â è ã ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíû

ä-ðîì Ä. Ïåðèíåòòè.
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Ðèñ. 4. Èñïîëüçîâàíèå ìåòîäîâ ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè äëÿ èçó÷åíèÿ ìåõàíèçìîâ ðàáîòû êîìïëåêñà Ãîëüäæè.

à — ñòîïêà îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ ÷åðåç êîìïëåêñ Ãîëüäæè: öèñêîìïàðòìåíò ïîìå÷åí àíòèòåëàìè ïðîòèâ äæèàíòèíà (çåëåíûé ñèãíàë), òðàíñêîìïàðò-
ìåíò — àíòèòåëàìè ïðîòèâ áåëêà TGN 38 (êðàñíûé ñèãíàë), ìåòîä ËÑÊÌ. á — òðåõìåðíàÿ ðåêîíñòðóêöèÿ ïëàñòèí÷àòîãî êîìïëåêñà Ãîëüäæè, âûïîë-
íåííàÿ íà îñíîâå ñòîïêè îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ; ïîêàçàíû ïàðû èçîáðàæåíèé, ãäå êîìïëåêñ Ãîëüäæè âèäåí ïîä ðàçíûìè óãëàìè. â — äèíàìèêà âîññòà-
íîâëåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ïîñëå «ôîòîâûöâåòàíèÿ»: êëåòêè HeLa, òðàíñôèöèðîâàííûå õèìåðíûì àëüáóìèíîì, êîíúþãèðîâàííûì ñ çåëåíûì ôëóî-
ðåñöåíòíûì áåëêîì, ìåòîä ËÑÊÌ. ã — âûÿâëåíèå E-êàäãåðèíà (ãîëóáîé öâåò), P75-GFP (çåëåíûé öâåò) è LAMP2 (êðàñíûé öâåò) â êëåòêàõ ÌÄÑÊ
ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ËÑÊÌ. ä — äèíàìèêà òðàíñïîðòà ìå÷åíîãî àëüáóìèíà ÷åðåç êîìïëåêñ Ãîëüäæè ïîñëå ñíÿòèÿ òðàíñïîðòíîãî áëîêà íà âûõîäå èç
ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà, ìåòîä ËÑÊÌ. å — ïðîåêöèè êëåòêè HeLa, ñèíòåçèðóþùåé äâà ðàçíûõ õèìåðíûõ áåëêà — ãàëàêòîçèëòðàíñôåðàçó

(êðàñíûé ñèãíàë) è GPI-áåëîê (çåëåíûé ñèãíàë), ìåòîä ËÑÊÌ.



Èäåÿ ñëó÷àéíîé ïîñëåäîâàòåëüíîé àêòèâàöèè ôëóî-
ðîôîðîâ ñ ïîñëåäóþùèì îïðåäåëåíèåì ïîëîæåíèÿ èç-
ëó÷àþùåé òî÷êè ñòàòèñòè÷åñêèìè ìåòîäàìè ëåæèò
â îñíîâå STORM- (Rust et al., 2006; Huang et al., 2008) è
PALM-ìèêðîñêîïèè (Betzi et al., 2006).

Ñòîõàñòè÷åñêàÿ îïòè÷åñêàÿ ðåêîíñòðóêöèîííàÿ ìèê-
ðîñêîïèÿ (STochastic Optical Reconstruction Microscopy;
STORM) ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü èçîáðàæåíèÿ êëåòîê ñ âûñî-
êèì ðàçðåøåíèåì. Â íåé èñïîëüçóåòñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîå
âîçáóæäåíèå ìîëåêóë ôëóîðîôîðîâ òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû
êàæäàÿ ìîëåêóëà áûëà ïðåäñòàâëåíà â âèäå îäíîé äèô-
ðàêöèîííîé òî÷êè. Ýòî, â ÷àñòíîñòè, âîçìîæíî ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè èçëó÷åíèÿ ìàëîé ìîùíîñòè, äîñòîâåðíî âîç-
áóæäàþùåãî ëèøü íåáîëüøóþ ÷àñòü ïðèñóòñòâóþùèõ â
îáúåêòå ôëóîðîôîðîâ. Ïîâòîðÿþùèåñÿ öèêëû èìïóëüñîâ
ïîçâîëÿþò îïðåäåëèòü ïîëîæåíèå âñåõ ìîëåêóë, à ïðè íà-
ëîæåíèè äàþò èçîáðàæåíèå ñ âûñîêèì ðàçðåøåíèåì è
òî÷íûìè êîîðäèíàòàìè êàæäîé ìîëåêóëû ôëóîðîôîðà.

Ïåðâîíà÷àëüíî áûëè ïîëó÷åíû äâóõìåðíûå STORM-
èçîáðàæåíèÿ ñ çàÿâëåííûì ëàòåðàëüíûì ðàçðåøåíèåì
20—30 íì. Äîáàâëåíèå 3-é êîîðäèíàòû áûëî äîñòèãíóòî
ïóòåì èñïîëüçîâàíèÿ «àñòèãìàòè÷åñêîãî» ìåòîäà ïîëó÷å-
íèÿ èçîáðàæåíèé, êîòîðûé ãåíåðèðóåò äâå íåçíà÷èòåëüíî
îòëè÷àþùèåñÿ ôîêàëüíûå ïëîñêîñòè, àíàëèçèðóÿ ýëëèï-
òè÷íîñòü è îðèåíòàöèþ èçîáðàæåíèÿ ôëóîðîôîðà, ÷òî
ïîçâîëÿåò îïðåäåëèòü ïîëîæåíèå ìîëåêóëû ïî îñè Z ñ
òî÷íîñòüþ äî 50—60 íì.

Äëÿ ïîñòðîåíèÿ òðåõìåðíîãî èçîáðàæåíèÿ áèîëîãè-
÷åñêèõ îáúåêòîâ ïðèìåíÿþò ñëàáûå öèëèíäðè÷åñêèå ëèí-
çû. Ó òàêèõ ëèíç ôîêàëüíûå ïëîñêîñòè â íàïðàâëåíèÿõ X
è Y íåñêîëüêî ðàçëè÷àþòñÿ. Ïîýòîìó ýëëèïòè÷íîñòü è
îðèåíòàöèÿ èçîáðàæåíèÿ ôëóîðîôîðà çàâèñÿò îò åãî ïî-
ëîæåíèÿ ïî îñè Z. Åñëè ôëóîðîôîð íàõîäèòñÿ â ñðåäíåé
ôîêàëüíîé ïëîñêîñòè (ïðèìåðíî ïîñåðåäèíå ìåæäó ôî-
êàëüíûìè ïëîñêîñòÿìè X è Y), òî ôóíêöèÿ ðàññåÿíèÿ
òî÷êè èçîäèàìåòðè÷íà (èìååò îäèíàêîâóþ äëèíó ïî îñÿì
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à — ïðèíöèï STED-ìèêðîñêîïèè: ðåçêîå óìåíüøåíèå ðàçìåðà èñòî÷íèêà ñâåòà çà ñ÷åò ïîäàâëåíèÿ èñïóñêàíèÿ ôîòîíîâ âîêðóã èñòî÷íèêà èõ èñïóñêà-
íèÿ. á — êëåòêè HeLa, âèçóàëèçèðîâàííûå ìåòîäàìè STED (á-1, á-3), êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè (á-2) è GSD (á-4): êðàñíîå ñâå÷åíèå — àíòèòåëà
ïðîòèâ áåëêà Sec31. â — ïðèíöèï GSD-ìèêðîñêîïèè: çà ñ÷åò îïðåäåëåíèÿ ëîêàëèçàöèè ïîçèöèè îòäåëüíûõ ôîòîíîâ ñòàòèñòè÷åñêè îïðåäåëÿåòñÿ òî÷-
êà, ãäå íàõîäèòñÿ ñ íàèáîëüøåé èíòåíñèâíîñòüþ èñïóñêàíèÿ, è ýòà òî÷êà ïðèíèìàåòñÿ çà èñòî÷íèê ñâåòà. ã — ïðèíöèï SIM-ìåòîäà: äåêîíâîëþöèÿ íà-
ëîæåíèåì âðàùàþùåéñÿ ðåøåòêè, ñîñòîÿùåé èç óçêèõ ïàðàëëåëüíûõ íåïðîçðà÷íûõ ëèíèé. ä — èçîáðàæåíèå ìèòîõîíäðèè, ïîëó÷åííîå SIM-ìåòî-

äîì. Èçîáðàæåíèÿ ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíû ä-ðîì Ð. Ïàðàøóðàìàíîì.



X è Y). Êîãäà ôëóîðîôîð íàõîäèòñÿ âûøå ôîêàëüíîé
ïëîñêîñòè, èçîáðàæåíèå áîëüøå ñôîêóñèðîâàíî ïî îñè Y,
÷åì X, ïîýòîìó îíî âûãëÿäèò íå êðóãëûì, êàê â ïðåäûäó-
ùåì ñëó÷àå, à îâàëüíûì. Íàîáîðîò, åñëè ôëóîðîôîð íà-
õîäèòñÿ íèæå ñðåäíåé ôîêàëüíîé ïëîñêîñòè, ôóíêöèÿ
ðàññåÿíèÿ òî÷êè îêàçûâàåòñÿ âûòÿíóòîé âäîëü îñè Y.

Ôîòîàêòèâèðóþùàÿ ñâåòîâàÿ ìèêðîñêîïèÿ (Photo-
Activated Localization Microscopy; PALM) îñíîâàíà íà èñ-
ïîëüçîâàíèè âîçáóæäàþùåãî èçëó÷åíèÿ ìàëîé èíòåíñèâ-
íîñòè. Îíà èìååò îïðåäåëåííûå ïðîáëåìû, ïîñêîëüêó â
ýòîì ñëó÷àå îêàçûâàåòñÿ íåâîçìîæíûì ñòàòèñòè÷åñêè äî-
ñòîâåðíî îñóùåñòâèòü ðåãèñòðàöèþ áîëüøîãî (íåñêîëüêî
òûñÿ÷) ÷èñëà ôîòîíîâ îò åäèíñòâåííîãî ôëóîðîôîðà â
ïðåäåëàõ äèôðàêöèîííîãî ïÿòíà, íå âîçáóæäàÿ äðóãèå
áëèçêî ëåæàùèå ôëóîðîôîðû. Ðåøåíèå ýòîé ïðîáëåìû
áûëî íàéäåíî â èñïîëüçîâàíèè òàê íàçûâàåìûõ ïåðåêëþ-
÷àåìûõ (photoswitchable) ôëóîðåñöåíòíûõ êðàñèòåëåé
(Hell et al., 1994, 1995; Betzig et al., 2006). Òàêèå ôëóîðî-
ôîðû ìîãóò íàõîäèòüñÿ â òðåõ ñîñòîÿíèÿõ — «àêòèâèðî-
âàííîì» (ìîãóò ïîãëîùàòü âîçáóæäàþùåå èçëó÷åíèå),
«âîçáóæäåííîì» (ìîãóò ïåðåéòè â «òåìíîå» ñîñòîÿíèå ñ
èçëó÷åíèåì ôîòîíà) è «òåìíîì» (ìîëåêóëà íå ìîæåò ïî-
ãëîùàòü âîçáóæäàþùåå èçëó÷åíèå). Ïåðåõîä èç «òåìíî-
ãî» ñîñòîÿíèÿ â «àêòèâèðîâàííîå» ïðîèñõîäèò ïîä äåéñò-
âèåì «àêòèâèðóþùåãî» èçëó÷åíèÿ, äëèíà âîëíû êîòîðîãî
ìåíüøå äëèíû âîëíû «âîçáóæäàþùåãî» èçëó÷åíèÿ.

PALM èñïîëüçóåò ïîõîæèé íà STORM ïðèíöèï, îä-
íàêî â êëåòêå äîëæíû íàõîäèòüñÿ ôëóîðîôîðû, àêòèâè-
ðóþùèåñÿ ïîä âîçäåéñòâèåì ñâåòà îïðåäåëåííîé âîëíû.
Ïðè ýòîì ñíà÷àëà îáëó÷àþò íå èñïóñêàþùèé ñâåò ôëóî-
ðîôîðà îáðàçåö òîíêèì ëó÷îì îäíîãî ñâåòà, à çàòåì íå-
ìåäëåííî ôèêñèðóåòñÿ ôëóîðåñöåíöèÿ îáëó÷åííîé òî÷-
êè. Òåì ñàìûì äîñòèãàåòñÿ ìèíèìèçàöèÿ ðàçìåðîâ èñòî÷-
íèêà ñâåòà.

Ðàçðàáîòàí ìåòîä ìèêðîñêîïèè, îñíîâàííûé íà ñíè-
æåíèè âîçáóäèìîñòè ôëóîðîôîðà (Ground State Depletion
Microscopy; GSD Microscopy). Â îñíîâå ýòîãî ìåòîäà ëå-
æèò ïðèåì óäàëåíèÿ ôîíà è ïîñëåäóþùåãî ïîñòåïåííîãî
âîññòàíîâëåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè (Betzi et al., 2006; Bretsc-
hneider et al., 2007; Han et al., 2010). GSD-ìèêðîñêîïèÿ
áàçèðóåòñÿ íà ñâîéñòâå íåêîòîðûõ ôëóîðîôîðîâ ìåäëåí-
íî âîññòàíàâëèâàòü ôëóîðåñöåíöèþ ïîñëå åå ïîäàâëåíèÿ
îáëó÷åíèåì ïó÷êîì ñâåòà âûñîêîé èíòåíñèâíîñòè. Ïðè
ýòîì îáúåêò ñíà÷àëà îáëó÷àåòñÿ ìîùíûì ëàçåðíûì èñ-
òî÷íèêîì ñâåòà è òåðÿåò ñïîñîáíîñòü ê ôëóîðåñöåíöèè,
çàòåì âêëþ÷àåòñÿ äåòåêòîð ôîòîíîâ, êîòîðûé ðåãèñòðè-
ðóåò «âñïûøêè» îòäåëüíûõ ìîëåêóë ôëóîðîôîðà, íàõî-
äÿùèõñÿ çà ñ÷åò ïðåäûäóùåãî îáëó÷åíèÿ â âîçáóæäåííîì
ñîñòîÿíèè. Ýòè âñïûøêè î÷åíü ïîõîæè íà òå, ÷òî âèäíû
ïðè èñïîëüçîâàíèè STORM, äà è àëãîðèòì îáðàáîòêè
ñèãíàëà èñïîëüçóåòñÿ ïðàêòè÷åñêè òîò æå: ñòàòèñòèñòè÷å-
ñêè âû÷èñëÿåòñÿ ïîçèöèÿ (òî÷êà) ìîëåêóëû ôëóîðîôîðà,
èñïóñêàþùåé ôîòîíû, è ñòðîèòñÿ èçîáðàæåíèå èç ýòèõ
òî÷åê (ðèñ. 5, á-4).

Åùå îäíèì ìåòîäîì ñâåðõâûñîêîãî ðàçðåøåíèÿ ÿâëÿåòñÿ
ìåòîä, èñïîëüçóþùèé ñòðóêòóðèðîâàííîå îñâåùåíèå, —
SIM-ìèêðîñêîïèÿ (Structured Illumination Microscopy;
SIM). Äëÿ ýòîãî â ïëîñêîñòè, ñîïðÿæåííîé ñ ôîêàëüíîé,
ðàñïîëàãàåòñÿ ðåøåòêà, ñîçäàþùàÿ îïðåäåëåííûé ðèñó-
íîê îñâåùåíèÿ (íàïðèìåð, èç ïàðàëëåëüíûõ ÷åðíûõ ïîëî-
ñîê). Èíäóöèðóåìàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ ïîâòîðÿåò ðèñóíîê
îñâåùåíèÿ, ïðè ýòîì ôëóîðåñöåíöèÿ îáúåêòîâ, ðàñïîëî-
æåííûõ â ôîêàëüíîé ïëîñêîñòè, ìåíÿåòñÿ ïðè ïå-
ðåìåùåíèè ýòîãî ðèñóíêà. Íàïðîòèâ, ôëóîðåñöåíöèÿ, èñ-
õîäÿùàÿ èç ðàñïîëîæåííûõ âíå ôîêóñà îáúåêòîâ, ïðàêòè-

÷åñêè íå çàâèñèò îò ñäâèãà ðåøåòêè. Ïîñëåäóþùàÿ
êîìïüþòåðíàÿ îáðàáîòêà ïîçâîëÿåò îòñå÷ü ôëóîðåñöåí-
öèþ âíå ôîêóñà, óëó÷øèòü ðàçðåøåíèå è ïîëó÷èòü ÷åòêîå
èçîáðàæåíèå. Ïî ñóòè SIM-ìèêðîñêîïèÿ îñíîâàíà íà òîì
æå ôåíîìåíå ñòàòèñòè÷åñêîãî âû÷èñëåíèÿ ïîëîæåíèÿ òî-
÷å÷íîãî èñòî÷íèêà ñâåòà (ðèñ. 5, ã, ä). Â íåé èñïîëüçóåòñÿ
ìåòîä äåêîíâîëþöèè, îñíîâàííûé íà ðåàëüíûõ ïàðàìåò-
ðàõ ñèñòåìû äàííîãî ìèêðîñêîïà. Ïðè èñïîëüçîâàíèè ìå-
òîäà SIM äëÿ óëó÷øåíèÿ ðàçðåøåíèÿ òðåáóåòñÿ êàæäûé
îïòè÷åñêèé ñðåç ñíèìàòü íå ìåíåå 15 ðàç (Vermeulen
et al., 2015). Íà ïðàêòèêå SIM äàåò ðàçðåøåíèå, â 2 ðàçà
ïðåâûøàþùåå ðàçðåøåíèå LSCM (Fornasiero, Opazo,
2015) (ðèñ. 5, á-2).

Âîçìîæíîñòè ìåòîäîâ
ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè âûñîêîãî ðàçðåøåíèÿ

è ñëîæíîñòè èõ èñïîëüçîâàíèÿ

Ìåòîäû ÑÐÑÌ ïîñòîÿííî ñîâåðøåíñòâóþòñÿ. Ðàçðà-
áîòàíà êîìáèíàöèÿ ñòàòèñòè÷åñêèõ ìåòîäîâ ñ SIM è ìå-
òîäîì «ñâåòîâîé ïëàñòèíêè». Ïîñëåäíèé èñïîëüçóåòñÿ ñ
ýëåìåíòàìè òîìîãðàôèè (Gustavsson et al., 2018). Ïðè
ýòîì åñëè â îáúåêòèâ âñòàâèòü öèëèíäðè÷åñêóþ ëèíçó, òî
ïîÿâëÿåòñÿ âîçìîæíîñòü ðàçëè÷àòü òî÷êè, íàõîäÿùèåñÿ
âûøå è íèæå ôîêóñíîé ïëîñêîñòè, ïî èõ îðèåíòàöèè.
Â ïîñëåäíèå ãîäû ðàçðàáîòàí ìàòåìàòè÷åñêèé àïïàðàò
äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ (äåêîíâîëþöèè) ðàçìûòûõ èçîáðàæå-
íèé (Wiesmann et al., 2015; Sage et al., 2017). Ýòî ïîçâîëÿ-
åò óëó÷øèòü êà÷åñòâî ñâåòîîïòè÷åñêèõ èçîáðàæåíèé è
íåñêîëüêî ïîâûñèòü ðàçðåøåíèå (Zeitvogel et al., 2016).

Ðàçðàáîòàíà ìåòîäèêà äëÿ îïðåäåëåíèÿ öåíòðà èñ-
ïóñêàíèÿ ôîòîíîâ ñ ïîìîùüþ ðåãèñòðàöèè èõ óìåíü-
øåííîãî ÷èñëà (Nanoscopy with Minimal Photon Fluxes;
MINFLUX). Â íåé äëÿ èçìåðåíèÿ ðàçðåøåíèÿ èñïîëüçóþò
èñêóññòâåííûå òðåõìåðíûå ñòðóêòóðû, ïîëó÷àåìûå èç
ñïåöèàëüíî ðàíæèðîâàííûõ ìîëåêóë ÄÍÊ (îðèãàìè) è
ïîìåùàåìûå â èäåàëüíûå óñëîâèÿ äëÿ ðåãèñòðàöèè ôîòî-
íîâ (Balzarotti et al., 2017).

ÑÐÑÌ ñåãîäíÿ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé áûñòðî ðàçâèâàþ-
ùóþñÿ îòðàñëü íàó÷íûõ èññëåäîâàíèé, íî èñòîðèÿ èñ-
ïîëüçîâàíèÿ ýòèõ ìåòîäîâ åùå äîâîëüíî êîðîòêàÿ (Sydor
et al., 2017). Ïðàêòè÷åñêè íè â îäíîé èç ðàáîò, èñïîëüçó-
þùèõ ÑÐÑÌ, íå áûëî ïðåäñòàâëåíî äàííûõ î ïîäòâåðæ-
äåíèè ïîëó÷åííîãî ðàçðåøåíèÿ ñ ïîìîùüþ àëüòåð-
íàòèâíûõ ìåòîäîâ, íàïðèìåð êîððåëÿòèâíîé ñâåòîýëåêò-
ðîííîé ìèêðîñêîïèè (Kreft et al., 2010). Ïðè ýòîì, ïî
íàøåìó ìíåíèþ, äî ñèõ ïîð ÑÐÑÌ íå ïîçâîëèëà ïîëó-
÷èòü ïî-íàñòîÿùåìó íîâûå ðåçóëüòàòû. Ïðàêòè÷åñêè âñå
íàáëþäåíèÿ, ñäåëàííûå ñ ïîìîùüþ ýòèõ ìåòîäîâ, áûëè
îïèñàíû ðàíåå ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè.
Íàïðèìåð, ñ ïîìîùüþ óñîâåðøåíñòâîâàííîãî ìåòîäà
SIM íà áàçàëüíîé ÷àñòè ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû êëå-
òîê, ðàñòóùèõ in vitro, áûëè âèçóàëèçèðîâàíû ïîêðûòûå
êëàòðèíîì ìåìáðàííûå ïî÷êè, êîòîðûå èìåëè âèä êîëå-
÷åê (Li et al., 2015). Îäíàêî ýòà ñòðóêòóðà áûëà îïèñàíà
áîëåå 30 ëåò íàçàä (Robinson, 2015). Äàííûå î áûñòðîì
äâèæåíèè ñèíàïòè÷åñêèõ âåçèêóë, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ
STED, ñïîðíû (Kamin et al., 2010), â òî âðåìÿ êàê LSKM
ýòîò ôàêò îäíîçíà÷íî äîêàçûâàåò (Darcy et al., 2006a,
2006b). Äåéñòâèòåëüíî, íîâûì ðåçóëüòàòîì, ïîëó÷åííûì
ñ ïîìîùüþ ÑÐÑÌ, ÿâëÿåòñÿ îáíàðóæåíèå ïåðèîäè÷íîñòè
îðãàíèçàöèè ìîëåêóë àêòèíà (ñ øàãîì 180 íì), ëîêàëèçî-
âàííûõ íåïîñðåäñòâåííî ïîä ïëàçìàëåììîé îòðîñòêîâ
íåéðîíîâ (Xu et al., 2013; D’Este et al., 2015; Sahl et al.,
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2017), îäíàêî ýòè äàííûå òàêæå æåëàòåëüíî ïîäòâåðäèòü
ñ ïîìîùüþ êîððåëÿòèâíîé ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè è ÝÌ.

Èñïîëüçîâàíèå ìåòîäîâ ÑÐÑÌ íà ïðàêòèêå ñâÿçàíî ñ
ìíîãî÷èñëåííûìè ìåòîäè÷åñêèìè ñëîæíîñòÿìè. Òàê,
æèâûå êëåòêè ÷àñòî ãèáíóò (Wäldchen et al., 2015), è òðå-
áóåòñÿ ðàçðàáîòêà ñïîñîáîâ ïîääåðæàíèÿ èõ æèçíåñïî-
ñîáíîñòè. Åñòü ïðîáëåìû ñ ïîäãîòîâêîé êëåòîê äëÿ àíà-
ëèçà è âûöâåòàíèåì ôëóîðîôîðà. Íàïðèìåð, âñå ìåòîäû
ðåêîíñòðóêöèè íà îñíîâå ñòàòèñòè÷åñêîãî àíàëèçà ïîëî-
æåíèÿ ñâåòîâîé òî÷êè íà ãîðèçîíòàëüíîé ïëîñêîñòè
(îñè Õ è Y) âûçûâàþò ñèëüíîå âûöâåòàíèå îáðàçöà (Sydor
et al., 2017), ïîýòîìó òðåáóþò âûñîêîðåçèñòåíòíûõ ê âû-
öâåòàíèþ ôëóîðîôîðîâ.

Ïðè PALM-ìèêðîñêîïèè òðåáóåòñÿ ëó÷ ñ î÷åíü íèç-
êîé èíòåíñèâíîñòüþ èçëó÷åíèÿ, ÷òîáû êàê ìîæíî ìåíü-
øå ìîëåêóë ôëóîðîôîðà áûëî çàòðîíóòî. Êàê ñëåäñòâèå
òðåáóåòñÿ äëèòåëüíîå âðåìÿ äëÿ «ñáîðà» íåîáõîäèìîãî
êîëè÷åñòâà ôîòîíîâ. Êðîìå òîãî, â ñëó÷àå PALM ìîãóò
àêòèâèðîâàòüñÿ ìîëåêóëû, ðàñïîëîæåííûå êàê âûøå, òàê
è íèæå ïëîñêîñòè ôîêóñà. Ïîýòîìó íóæíî ó÷èòûâàòü ðÿä
ôàêòîðîâ, âåäóùèõ ê àðòåôàêòàì: ìíîæåñòâåííàÿ ëîêàëè-
çàöèÿ îäíîãî è òîãî æå ôëóîðîôîðà; «ôîòîìåðöàíèå»; íå-
ïîëíàÿ êîíâåðñèÿ öâåòà ôëóîðîôîðà; ñìåùåíèå ìîëåêóë
è îáðàçöà ïðè äëèòåëüíîì íàáëþäåíèè; íåîïòèìàëüíàÿ
ðåãèñòðàöèÿ äâóõöâåòíûõ èçîáðàæåíèé (òàê êàê ôîòîíû ñ
ðàçíîé äëèíîé âîëíû ïî-ðàçíîìó ïðåëîìëÿþòñÿ íà ãðà-
íèöå ñðåä) (Deschout et al., 2014).

4PI-ìèêðîñêîïèþ ìîæíî ðàñöåíèâàòü êàê äîâîëüíî
ñóáúåêòèâíûé ìåòîä, òàê êàê â åãî îñíîâå ëåæèò ïðèåì
«îòñå÷åíèÿ ôîíà». Ïîýòîìó åñëè èññëåäîâàòåëü íå çíàåò,
êàêóþ èìåííî ñòðóêòóðó îí íàáëþäàåò, âîçíèêàåò âîç-
ìîæíîñòü íåïðàâèëüíîé èíòåðïðåòàöèè èçîáðàæåíèÿ.
Íàïðèìåð, èçâåñòíî, ÷òî ìå÷åííûå ôëóîðîôîðîì ìåìá-
ðàíû îñîáåííî ÷àñòî äàþò àðòåôàêòû èçîáðàæåíèé èç-çà
ãåòåðîãåííîñòè ðàñïðåäåëåíèÿ ëèïèäîâ (Burgert et al.,
2015).

Îêàçàëîñü òàêæå, ÷òî SIM-ìèêðîñêîïèÿ ïðè ïðîâåðêå
óðîâíÿ ðàçðåøåíèÿ ñ ïîìîùüþ êîððåëÿòèâíîé ñâåòîâîé
ìèêðîñêîïèè ïðèâîäèò ê «ïîòåðå» íåêîòîðûõ ýëåìåíòîâ
(÷àñòèö) íà èçîáðàæåíèè (íå âñå òî÷êè îêàçûâàþòñÿ íà
ðåçóëüòèðóþùåì èçîáðàæåíèè) (Guggenheim et al., 2016).

Òàêèì îáðàçîì, íåñìîòðÿ íà îïòèìèñòè÷åñêèå çàÿâëå-
íèÿ ðàçðàáîò÷èêîâ ìåòîäîâ ìèêðîñêîïèè ñâåðõâûñîêîãî
ðàçðåøåíèÿ (Juette et al., 2008), íà ïðàêòèêå ïîëó÷èòü âû-
ñîêîå ðàçðåøåíèå íà òîëñòûõ îáðàçöàõ äîâîëüíî òðóäíî
(Vermeulen et al., 2015). Òàê, ÷àñòî ïðîèñõîäèò çàâûøå-
íèå ðàçìåðîâ ìåëêèõ ñòðóêòóð. Íàïðèìåð, ÷àñòèöà âèðóñà
Semliki forest ñ äèàìåòðîì 70 íì ïîä ôëóîðåñöåíòíûì
ìèêðîñêîïîì èìååò ðàçìåð 400 íì (Vonderheit, Helenius,
2005). Ñðàâíåíèå èçîáðàæåíèé, ïîëó÷åííûõ ñ ïîìîùüþ
ìåòîäà STORM, ñ òåìè æå ÝÌ-èçîáðàæåíèÿìè ïîêàçàëî,
÷òî âèçóàëèçàöèÿ ìèòîõîíäðèé ñ ïîìîùüþ STORM óâå-
ëè÷èâàåò ðàçìåðû îðãàíîèäîâ â 2 ðàçà (Kim et al., 2015).
Ïðè÷åì âåçèêóëû êîìïëåêñà Ãîëüäæè, îáðàçóåìûå êîàòî-
ìåðîì-I è èìåþùèå ðàçìåð 52 íì (Marsh et al., 2001), íà
èçîáðàæåíèÿõ, ïðåäñòàâëåííûõ â ñòàòüå Õóàíãà ñ ñîàâòî-
ðàìè (Huang et al., 2016), èìåþò ðàçìåð 100 íì.

Òåîðåòè÷åñêèå ïðîáëåìû ðàçðåøåíèÿ â ÑÐÑÌ ïî-
äðîáíî îïèñàíû â ëèòåðàòóðå (Sheppard, 2017). Îáû÷íî
àâòîðû ïðèâîäÿò ìàòåìàòè÷åñêèå äîêàçàòåëüñòâà òåîðå-
òè÷åñêè âîçìîæíîãî ðàçðåøåíèÿ ïðåäëîæåííîãî ìåòîäà,
íî íåäîñòàòî÷íîå ÷èñëî èçîáðàæåíèé êîíêðåòíûõ îáúåê-
òîâ. Îäíàêî ñëåäóåò îòëè÷àòü òåîðåòè÷åñêîå èëè ïðåä-
ñêàçàííîå ðàçðåøåíèå îò ðàçðåøåíèÿ, êîòîðîå ìîæíî ïî-
ëó÷èòü íà ìîäåëüíûõ îáúåêòàõ ïóòåì îòñå÷åíèÿ ôîíà,

ñòàòèñòè÷åñêîãî óñðåäíåíèÿ, à òàêæå ïðè ðàáîòå ñ áèîëî-
ãè÷åñêèì îáðàçöîì, ñ ó÷åòîì åãî îïòè÷åñêè ãåòåðîãåííîé
ñðåäû, àíèçîòðîïèçìà è äðóãèõ ôàêòîðîâ, ìåøàþùèõ äî-
ñòè÷ü òåîðåòè÷åñêè âîçìîæíîãî ðàçðåøåíèÿ.

Çäåñü ïîëåçíî ïðîâåñòè àíàëîãèþ ñ ìåòîäàìè ÝÌ. Íà
ìîäåëüíûõ ñèñòåìàõ ðàçðåøåíèå ïðîñâå÷èâàþùåé è ñêà-
íèðóþùåé ÝÌ äîñòèãàåò 0.05 íì (Li et al., 2015). Îäíàêî
â áèîëîãè÷åñêèõ îáðàçöàõ â ðåàëüíîñòè îíî íå ïðåâûøà-
åò 2—3 íì, ò. å. â 40 ðàç ìåíüøå. ÝÌ íå ïîçâîëÿåò îòëè-
÷èòü çîëîòûå ÷àñòèöû äèàìåòðîì 1.4 íì îò îñàäêà âîññòà-
íîâëåííîãî îñìèÿ. Òîëüêî ïðè íåãàòèâíîì êîíòðàñòèðî-
âàíèè âîçìîæíî äîñòèãíóòü ÷óòü áîëüøåãî ðàçðåøåíèÿ, à
èñïîëüçîâàíèå ÝÌ-òîìîãðàôèè ïîçâîëÿåò äîñòèãíóòü
ðàçðåøåíèÿ 1 íì (Ziese et al., 2002; Yakushevska et al.,
2007). Ïîýòîìó åñëè íà ìîäåëüíîé ñèñòåìå íóêëåèíîâûõ
«îðèãàìè» ðàçðåøåíèå ÑÐÑÌ äîñòèãàåò 5—10 íì (Balza-
rotti et al., 2017), òî ïî àíàëîãèè ñ ÝÌ íà ïðàêòèêå ìîæíî
îæèäàòü ïîëó÷åíèå ðàçðåøåíèÿ ÑÐÑÌ íå áîëåå ÷åì â
150 íì.

Ðàçðàáîò÷èêè ìåòîäîâ ÑÐÑÌ óòâåðæäàþò, ÷òî íà
êëåòî÷íîì óðîâíå äîñòèãíóòî ðàçðåøåíèå â 15—50 íì
(Meyer et al., 2008), ÷òî ïðàêòè÷åñêè íå ïîäòâåðæäåíî ðå-
àëüíûìè íàó÷íûìè èññëåäîâàíèÿìè, òàê êàê âñå ïîëó-
÷åííûå ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ðåçóëüòàòû íåîäíîçíà÷íû.
Òàê, Êèì ñ ñîàâòîðàìè (Kim et al., 2015) çàÿâëÿþò î ðàçðå-
øåíèè íà óðîâíå äåñÿòêîâ íàíîìåòðîâ, ïîëó÷åííîì ïðè
èñïîëüçîâàíèè ìåòîäà STORM, ïðè ýòîì íà èçîáðàæåíè-
ÿõ, ïðåäñòàâëåííûõ â ñòàòüå, íå âûÿâëÿþòñÿ ùåëè ìåæäó
ìèòîõîíäðèÿìè ðàçìåðîì îêîëî 100 íì. Â äðóãîé ñòàòüå
(Huang et al., 2008) îïèñûâàþòñÿ èçîáðàæåíèÿ, ãäå ðàçðå-
øåíèå ïî îñè Z ñîñòàâëÿåò 102 íì, îäíàêî ñóäÿ ïî ïðåä-
ñòàâëåííîìó èçîáðàæåíèþ, îíî íå ïðåâûøàåò 200 íì.
Åùå â îäíîì èññëåäîâàíèè ñ ïîìîùüþ ÑÐÑÌ áûëè âèçó-
àëèçèðîâàíû òðèïëåòû ìèêðîòðóáî÷åê â öåíòðèîëå (Lau
et al., 2012). Ïðè ýòîì îòäåëüíûå ìèêðîòðóáî÷êè â òðèï-
ëåòàõ îñòàëèñü íåðàçðåøèìûìè, à ñîãëàñíî ïðèâåäåííîé
ìàñøòàáíîé ëèíåéêå ðàçðåøåíèå íà èçîáðàæåíèè íå ïðå-
âûøàëî 150 íì.

Ñ ïîìîùüþ êîìáèíàöèè ìåòîäîâ PALM- è 4Pi-ìèê-
ðîñêîïèè ïðè èññëåäîâàíèè öåëîé êëåòêè áûëè âèçóàëè-
çèðîâàíû âåçèêóëû îêîëî êîìïëåêñà Ãîëüäæè, ïîêðûòûå
êîàòîìåðîì—I (îäíàêî, ñêîðåå âñåãî, ýòî ìåìáðàííûå
ïî÷êè íà öèñòåðíàõ êîìïëåêñà Ãîëüäæè, òàê êàê âåçèêó-
ëû áûñòðî òåðÿþò ïîêðûòèå ïîñëå îòäåëåíèÿ îò öèñòåð-
íû) (Huang et al., 2016). Ýòè äàííûå òðåáóþò ïîäòâåðæ-
äåíèÿ ñ ïîìîùüþ LSCM. Îäíàêî àâòîðû èñïîëüçîâàëè
ñëîæíûé â ïðèìåíåíèè ìåòîä 4Pi-ìèêðîñêîïèè, à íå ìå-
òîäû PALM è STROM, â êîòîðûõ çàÿâëåíî ðàçðåøåíèå
ïî îñè Z íå íèæå 100 íì. Ïðè ýòîì ñ ïîìîùüþ óñîâåð-
øåíñòâîâàííîãî ìåòîäà SIM òàêæå áûëè âèçóàëèçèðîâà-
íû ïîêðûòûå êëàòðèíîì ìåìáðàííûå ïî÷êè èëè ïóçûðü-
êè (Li et al., 2015).

Äëÿ ïðîâåðêè ðåàëüíîãî ðàçðåøåíèÿ ÑÐÑÌ, âèäèìî,
òðåáóåòñÿ øèðîêîå ñîòðóäíè÷åñòâî ó÷åíûõ, ðàáîòàþùèõ
ñ ðàçíûìè ìåòîäàìè, â òîì ÷èñëå ñ êîððåëÿòèâíîé ìèêðî-
ñêîïèåé. Â êà÷åñòâå ìîäåëüíûõ îáúåêòîâ, íàïðèìåð, ìî-
ãóò áûòü èñïîëüçîâàíû êâàíòîâûå òî÷êè èëè ÷àñòèöû çî-
ëîòà (äèàìåòðîì áîëåå 20 íì), êîíúþãèðîâàííûå ñ ôëóî-
ðîôîðîì. Ìîæíî îïðåäåëèòü ÷èñëî êâàíòîâûõ òî÷åê ñ
ïîìîùüþ ÑÐÑÌ â ýíäîñîìå è çàòåì ïðîâåðèòü ñ ïî-
ìîùüþ ÝÌ-òîìîãðàôèè. Âåçèêóëû ìîæíî ìåòèòü «íåãà-
òèâíî» è ïî ôëóîðåñöåíöèè ñîäåðæèìîãî îïðåäåëÿòü
«ñëåïûì» ìåòîäîì èõ êîëè÷åñòâî, à çàòåì ïðîâåðÿòü ïî-
ëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñ ïîìîùüþ êîððåëÿòèâíîé ìèêðî-
ñêîïèè. Òàêæå â êà÷åñòâå ìîäåëüíûõ ñèñòåì in situ ìîæíî
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èñïîëüçîâàòü ìèêðîòðóáî÷êè, êàæäûé òðèïëåò êîòîðûõ
èìååò äèàìåòð îêîëî 75 íì, ìèêðîñôåðû ñ èçâåñòíûì
äèàìåòðîì, öåíòðèîëè è äðóãèå ñòðóêòóðû ñ îáÿçàòåëü-
íîé ïðîâåðêîé ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ñ ïîìîùüþ ÝÌ.
Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè óæå ðàçðàáîòàíû ïðîòîêîëû, êî-
òîðûå ïîçâîëÿþò èñïîëüçîâàòü íà îäíîì ñðåçå STORM è
ïðîñâå÷èâàþùóþ ÝÌ (Kim et al., 2015).

Çàêëþ÷åíèå

Òàêèì îáðàçîì, îïèñàííûå íàìè ìåòîäè÷åñêèå ðàçðà-
áîòêè è òåõíè÷åñêèå óñîâåðøåíñòâîâàíèÿ ñïîñîáñòâîâà-
ëè óëó÷øåíèþ êà÷åñòâà ïîëó÷àåìûõ ñâåòîîïòè÷åñêèõ
èçîáðàæåíèé è çíà÷èòåëüíî ðàñøèðèëè èññëåäîâàòåëü-
ñêèå âîçìîæíîñòè ÑÌ. Îäíàêî âñå ïåðå÷èñëåííûå âûøå
ìåòîäû è ðàçðàáîòêè, íåñìîòðÿ íà çíà÷èòåëüíûå âîçìîæ-
íîñòè, âñå æå íå ïîçâîëÿþò ïðåîäîëåòü «äèôðàêöèîííûé
ïðåäåë» êàê òàêîâîé, à ëèøü «îáõîäÿò» åãî. Ïîêà ðåàëü-
íîå âûñîêîå ðàçðåøåíèå ìåòîäîâ ÑÐÑÌ äîêàçàíî òîëüêî
äëÿ ëèíåéíûõ ñòðóêòóð êëåòêè, ìèêðîòðóáî÷åê è ìèòî-
õîíäðèé (Xu et al., 2013; D’Este et al., 2015; Sahl et al.,
2017). Ýêñïåðèìåíòîâ, â êîòîðûõ ïîëó÷åííîå ñ ïîìîùüþ
òåõ èëè èíûõ ìåòîäîâ ÑÐÑÌ ðàçðåøåíèå ïðîâåðÿëîñü áû
ñ ïîìîùüþ êîððåëÿòèâíîé ìèêðîñêîïèè, ïðîâåäåíî ÷ðåç-
âû÷àéíî ìàëî. Êðîìå òîãî, òðåáóåòñÿ ðàçðàáîòêà èëè
àäàïòàöèÿ èìåþùèõñÿ ìåòîäîâ ñòåðåîëîãèè (Áåçíóñåíêî
è äð., 2005à, 2005á) äëÿ êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè äàííûõ,
ïîëó÷åííûõ ìåòîäàìè ÑÐÑÌ.

Àâòîðû âûðàæàþò èñêðåííþþ ïðèçíàòåëüíîñòü
ä-ðó Ä. Ïåðèíåòòè (D. Perinetti, Îòäåë áèîìåäèöèíû
óíèâåðñèòåòà Òðèåñòà, Èòàëèÿ) è ä-ðó Ï. Ïàðàøóðàìàíó
(P. Parashuraman, Èíñòèòóò áèîõèìèè áåëêà, Íåàïîëü,
Èòàëèÿ) çà ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåííûå èçîáðàæåíèÿ.
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The article gives an analysis of the new methodological developments and technical improvements that ha-
ve appeared in recent years in light microscopy and aimed at increasing the optical resolution and quality of a
light-optical image. The possibilities and shortcomings of methods are considered: «a light plate», the confocal
laser scanning microscopy and two-photon excitation microscopy, 4Pi and FRET, TIRF, STED, STROM,
PALM, GSD-microscopy. The achievements and problems of new methods of light microscopy are analyzed.
The brought methods over extended research possibilities of light microscopy considerably assisted the impro-
vement of quality of images. However they could not bypass and diffraction limit which was discovered by
E. K. Abbe.
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