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Продемонстрирован пример успешной модернизации аналитического просвечиваю-
щего электронного микроскопа JEOL JEM-2100 до криоэлектронного микроскопа 
низкого разрешения, предназначенного для решения задач отработки пробоподготов-
ки и оценки качества препарата. В результате модернизации прибор позволяет полу-
чать субнанометровое разрешение реконструкций белковых молекул (в пределах 8 Å). 
Обсуждается влияние подложек из графена и аморфного углерода для предотвращения 
эффекта преимущественной ориентации белковых частиц в замороженном образце. 
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Введение
Криоэлектронная микроскопия (криоЭМ) на-

ряду с рентгеноструктурным анализом и спектро-
скопией ядерно-магнитного резонанса (ЯМР) яв-
ляется одним из основных методов в структурной 
биологии. На сегодняшний момент криоЭМ по-
зволяет получать экспериментальные данные 
о  трехмерной организации биологических макро-
молекул с атомным разрешением [1, 2]. КриоЭМ 
интенсивно развивается с 2013 г. благодаря появ-
лению быстрых детекторов прямой регистрации 
электронов (Direct Detector). Количество атомных 
структур в Protein Data Bank, получаемых ежегод-
но с помощью криоЭМ, растет в геометрической 
прогрессии [3], а в 2017 г. создатели основных ме-
тодов криоЭМ были удостоены Нобелевской пре-
мии [4]. КриоЭМ позволяет исследовать макромо-
лекулы, комплексы макромолекул, вирусные 
частицы и клеточные структуры в нативном со-
стоянии, в то время как другие методы имеют 
в этой области серьезные ограничения [5].

Для получения экспериментальных данных 
с  высоким разрешением в криоЭМ необходим 

просвечивающий криоэлектронный микроскоп, 
обладающий следующими особенностями. Пре-
жде всего, такой микроскоп должен иметь воз-
можность непрерывно поддерживать температуру 
образца ниже −170°C в течение всего экспери-
мента  [6]. В противном случае, в аморфном льду 
начнется кристаллизация, в результате которой 
рассеяние электронов на кристаллах льда затруд-
нит получение изображений исследуемых объек-
тов, а  сами объекты могут потерять нативную 
структуру. Также в течение всего эксперимента 
образец должен быть изолирован от атмосферной 
влаги во избежание ее конденсации на поверхно-
сти холодного препарата. Для этого вся пробо-
подготовка проводится либо в жидком азоте, либо 
вблизи его поверхности, а вакуумная система ми-
кроскопа должна поддерживать давление ниже 
10-5 Па в течение всего эксперимента [7]. Допол-
нительно для предотвращения конденсации 
вблизи объекта в  криоэлектронном микроскопе 
расположены криосорбционные пластины, ох-
лаждаемые жидким азотом до более низкой тем-
пературы, чем образец. 

https://orcid.org/ 0000-0003-1112-2356
https://orcid.org/0000-0002-5137-303X
https://orcid.org/0000-0003-4678-232X


52

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ / LOMONOSOV BIOLOGY JOURNAL. 2023. Т. 78. № 3S

А.В. Моисеенко, А.М. Егоров, К.В. Шайтан, О.С. Соколова

Второй особенностью высокоразрешающего 
криоэлектронного микроскопа является быстрый 
детектор электронов в сочетании с системой кон-
троля дозы облучения образца [8]. Биологические 
препараты чрезвычайно чувствительны к облуче-
нию электронами, поэтому даже небольшая элек-
тронная доза приводит к существенным радиаци-
онным повреждениям [9–11]. Эти повреждения 
выражаются как в ухудшении потенциально воз-
можного разрешения трехмерной реконструкции 
за счет разрушения макромолекул, так и в смеще-
ниях образца во время съемки изображений. Де-
текторы прямого обнаружения электронов (Direct 
Electron Detectors) позволяют решить обе эти 
проблемы, снимая с каждого поля зрения после-
довательности изображений в режиме низкой 
дозы с  очень короткой выдержкой и последую-
щей коррекцией смещений. Специальное про-
граммное обеспечение, сочетая управление  
микроскопом и  детектором, позволяет автомати-
зировать эксперимент для получения больших 
наборов данных [12]. 

Для получения данных с высоким разрешени-
ем микроскоп должен быть оснащен источником 
электронов с полевой эмиссией: холодным като-
дом или катодом Шоттки для обеспечения высо-
кой пространственной и энергетической коге-
рентности электронного пучка, для возможности 
снимать изображения при типичных для криоЭМ 
значениях дефокуса от -0,5 до -3,0 мкм. Также ми-
кроскоп должен иметь высокое ускоряющее на-
пряжение: 200 или300 кВ [13]. 

Подготовка препаратов для криоЭМ может 
представлять существенные сложности, требую-
щие специальной пробоподготовки для получения  
требуемого результата [14]. В связи с этим высоко-
разрешающий микроскоп целесообразно исполь-
зовать для получения финального набора данных, 
в то время как отработку пробоподготовки и оцен-
ку качества препарата можно производить на бо-
лее простом приборе. В настоящей работе проде-
монстрирован пример успешной модификации 
аналитического просвечивающего электронного 
микроскопа до криоэлектронного микроскопа 
низкого разрешения, предназначенного для реше-
ния такого класса задач.

Материалы и методы

Модификация просвечивающего  
электронного микроскопа

Просвечивающий электронный микроскоп 
JEM-2100 (Jeol, Japan) с ускоряющим напряжени-
ем 200 кВ и источником электронов на основе ка-
тода из гексаборида лантана (LaB6) был модифи-
цирован для работы в качестве криоэлектронного 
микроскопа. Вакуумная система этого микроско-
па удовлетворяет минимальным требованиям для 
криоЭМ: поддерживает вакуум 5 · 10-6−10-5 Па 

с  помощью ионно-геттерного насоса и оснащена 
криосорбционной ловушкой, что существенно 
ограничивает темпы нежелательной конденсации 
на поверхности холодного образца. 

Микроскоп в процессе модификации был до-
оснащен криотрансферным объектодержателем 
Elsa (Gatan, США) позволяющим работать с об-
разцами, охлажденными до криотемператур. Об-
разец закрепляется в атмосфере холодного азота 
для уменьшения контаминации конденсируемой 
влагой и безопасно переносится внутрь электрон-
ного микроскопа, избегая контакта с атмосфер-
ным воздухом и нежелательного нагрева. В про-
цессе эксперимента автоматический контроллер 
поддерживает температуру образца ниже -170°C 
для предотвращения девитрификации, перекри-
сталлизации льда.

К микроскопу присоединен детектор прямо-
го обнаружения электронов DE-20 (Direct 
Electron, США). Он позволяет использовать для 
записи изображений крайне низкую дозу облуче-
ния образца, а также имеет возможность сохра-
нять серии изображений – фреймов – с частотой 
32 Гц для последующей коррекции дрейфа. 
Управление детектором и микроскопом, автома-
тизация сбора данных в режиме низкой дозы осу-
ществляется с помощью программного обеспече-
ния SerialEM [15]. 

Прибор дополнен минимальным набором 
оборудования для пробоподготовки: установкой 
для витрификации образцов в жидком этане EM 
GP2 (Leica Microsystems, Германия), а также уста-
новкой для обработки подложек тлеющим разря-
дом EasyGlow (Pelco, США).

Получение криоЭМ изображений  
и построение реконструкций

Для всех представленных ниже препаратов ис-
пользовался стандартный подход к витрификации: 
3 мкл препарата наносились на стандартную мед-
ную сеточку, предварительно обработанную тлею-
щим разрядом 25 мА в остаточной атмосфере в те-
чение 30 с в приборе EasyGlow (Pelco, США). Для 
препаратов вирусных частиц AR9 и инактивиро-
ванного вируса клещевого энцефалита использова-
лись сеточки 300 mesh с дырчатой углеродной под-
ложкой Lacey. Для препаратов нуклеосом были 
использованы сеточки с дырчатой подложкой 
Quantifoil R1.2/1.3 (Quantifoil, Германия), а  также 
сеточки с дополнительно нанесенным слоем окси-
да графена по описанной ранее методике [16]. Для 
препаратов РНК-полимеразы использовались се-
точки 300 mesh Lacey со слоем ультратонкого угле-
рода толщиной 3–5 нм.

После нанесения образец инкубировался 30 с 
в  климатической камере установки для витрифи-
кации EM GP2 при температуре 4°C и относи-
тельной влажности 95%. Затем каплю необхо- 
димо было промокнуть фильтровальной бумагой 
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Whatman #1 и  немедленно заморозить в жид- 
ком этане при температуре -180°C. После перено-
са (криотрансфера) в криоэлектронный микро-
скоп JEM-2100 производилась серийная съемка 
с  дефокусом в диапазоне от -0,5 до -3,0 мкм, 
с  суммарной дозой на изображение в диапазоне 
50−100 е/Å2.

Результаты и обсуждение
С помощью метода криоЭМ были получены 

несколько наборов данных, характеризующих воз-
можности модифицированного микроскопа. Эти 
наборы включают в себя как отдельные микрогра-
фии, позволяющие изучать морфологические осо-
бенности препаратов в нативном виде, так и серии 
изображений для анализа единичных частиц 
и трехмерной реконструкции. 

Для препаратов гигантского бактериофага AR9 
были получены отдельные микрографии, позво-
лившие подтвердить сохранность вирионов перед 
проведением эксперимента на высокоразрешаю-
щем криомикроскопе. Подтверждено наличие от-
дельных штопорообразных фибрилл (рис. 1А), что 
позволит сравнить их структуру с опубликованной 
ранее реконструкцией с низким разрешением [17].

Построена трехмерная реконструкция инак-
тивированных вирионов вируса клещевого энце-
фалита, используемых в качестве вакцины 
(рис. 1Б). Произведен анализ гетерогенности пре-
парата, подтверждена сохранность более чем 95% 
вирусных частиц [18]. Разрешение карты плотно-
сти, полученной из 5 тыс. проекций отдельных ча-

стиц, составляет 8 Å, что позволило встроить 
в плотность атомные модели для Е и М белков – 
структурных компонентов оболочки вируса 
(PDB5O6A) [19]. Таким образом визуализирована 
общая структурная организация оболочек инакти-
вированных вирионов, которая в данном случае 
не отличается от нативных вирусов.

Продемонстрирована возможность использо-
вания микроскопа для скрининговых исследова-
ний отдельных белковых частиц. В частности,  
получены трехмерные реконструкции для нуклео-
сомы (рис. 2А) и для РНК-полимеразы Escherichia 
coli (рис. 2В), в которые вписаны модели PDB 
3LZ0 и 7MKP соответственно [20, 21]. Реконструк-
ции построены из 13 тыс. проекций отдельных ча-
стиц в случае нуклеосомы и из 35 тыс. проек- 
ций в случае РНК-полимеразы. В обоих случаях 
построение трехмерной реконструкции позволи-
ло выявить особенности при подготовке образ-
цов и оптимизировать параметры витрификации. 
Одной из серьезнейших проблем для получения 
высоко разрешающих реконструкций в криоЭМ 
является предпочтительная ориентация [22]. 
В  случае заморозки нуклеосом их адгезия к гра-
нице раздела жидкость-газ приводит к  появле-
нию предпочтительной ориентации, в результате 
которой в наборе данных оказываются представ-
лены проекции только вдоль оси сверхспирали. 
Для решения этой проблемы были изготовлены 
поддерживающие подложки из оксида графена 
и  оптимизированы параметры заморозки. Боль-
шинство нуклеосом электростатически закрепля-

Рис. 1. Изображения и трехмерные реконструкции вирусных частиц, полученные с использованием модифицированного крио-
микроскопа. А – визуализация штопороподобных фибрилл гигантского бактериофага AR9 (стрелки), масштабный отрезок 
100 нм. Б – трехмерная реконструкция (слева) и атомная модель (справа) частицы инактивированной вакцины против вируса 
клещевого энцефалита [18] (сверху). Масштабный отрезок 10 нм. Кривая оценки разрешения реконструкции по Фурье-корреля-
ции с отсечкой 0,143 (снизу).
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ются на поверхность графена, при этом предпо-
чтительная ориентация исчезает (рис. 2Б). 
Аналогичный эффект наблюдается для препара-
тов РНК-полимеразы, однако в этом случае ви-
трификация с использованием дополнительных 
подложек не уменьшает влияние предпочтитель-
ной ориентации (рис. 2Г). 

Заключение
В настоящей работе продемонстрированы 

возможности модифицированного микроскопа 
JEM-2100 для проведения экспериментов с помо-
щью метода криоЭМ. Микроскоп может исполь-
зоваться для получения изображений широкого 
спектра витрифицированных биологических пре-
паратов: от крупных вирусных частиц до отдель-
ных белков. Автоматизированные методы сбора 
и  обработки данных позволяют не только анали-
зировать микроморфологию препарата по отдель-

ным изображениям, но и проводить статистиче-
скую обработку данных методами анализа 
единичных частиц, а также строить трехмерные 
реконструкции белковых комплексов с разреше-
нием до 8 Å.

Модернизация микроскопа проводилась 
в рамках проекта Министерства науки и высшего 
образования Российской Федерации. Анализ об-
разцов и получение трехмерных структур вируса 
клещевого энцефалита выполнен при финансо-
вой поддержке Программы развития МГУ  
(проект №23А-Ш04-01). Разработка методик из-
мерений нуклеосом производилась при поддерж-
ке Российского научного фонда (проект №19-74-
30003). Работа проведена без использования 
животных и  без привлечения людей в качестве 
испытуемых. Авторы заявляют об отсутствии кон-
фликта интересов.

Рис. 2. Реконструкции отдельных частиц, полученные с использованием модифицированного криоэлектронного микроскопа. 
А – двумерные классовые суммы и трехмерная реконструкция нуклеосомы. Б – распределение проекций нуклеосом по углам 
Эйлера для препарата, витрифицированного на стандартных подложках Quantifoil (сверху) и на подложках из оксида графена 
(снизу). В – трехмерная реконструкция и модель РНК-полимеразы Escherichia coli. Г – распределение проекций РНК-поли- 
меразы по углам Эйлера на стандартных подложках (сверху) и на ультратонком углероде (снизу). 
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SHORT COMMUNICATION

Cryo-electron microscopy at the Faculty of Biology 
of Lomonosov Moscow State University
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This paper demonstrates an example of a successful upgrade of a JEOL JEM-2100 analytical 
transmission electron microscope to a low-resolution cryo-electron microscope designed for 
routine tasks of sample preparation and quality evaluation. As a result of the upgrade, the 
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instrument allows the subnanometer resolution of protein molecule reconstructions (within 8 Å). 
The influence of graphene and amorphous carbon support films to prevent the effect of preferred 
orientation of protein particles in the frozen sample is discussed.

Keywords: Cryo-electron microscopy, structural biology, single particle analysis, equipment 
upgrading, structure, virus, nucleosome
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