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Данная статья может рассматриваться как технико-методическая заметка, целью кото-
рой является внедрение в практику биологических исследований методов криомикро-
скопии в конвейерном режиме, начиная с малых увеличений и заканчивая пределами 
увеличениия/разрешения сканирующей электронной криомикроскопии (scanning 
electron cryomicroscopy, CryoSEM). Описываемый протокол может быть применен на 
образцах с малой сложностью пробоподготовки, без ультратомии и проводки, свой-
ственной методам просвечивающей криоэлектронной микроскопии. В рамках данного 
протокола анализ образцов производится в единой микрокювете (чипе), последователь-
но перемещаемой от инструментов оптической микроскопии низкого разрешения  
(таких, как безлинзовые криомикроскопы) на уровень CryoSEM/CryoESEM 
(environmental scanning electron microscope – криоэлектронной микроскопии в про-
граммируемых средах/атмосферах). Были внедрены и апробированы методы: корреля-
ционной безлинзовой криомикроскопии и CryoSEM (в том числе, с последовательным 
переходом к микроанализу на волнодисперсионном рентгеновском спектрометре на 
круге Роуланда); микроскопии и микроинтерферометрии в диапазонах от инфракрас-
ного до дальнего ультрафиолетового. Преимущество протокола криоконвейерного ана-
лиза состоит в:  обеспечении сохранности образца в единой переносимой кювете при 
возможности установления пространственной колокализации данных оптической 
и  электронной микроскопии с использованием програмного обеспечения для распоз-
навания образов (вплоть до индексирования в лабораторной информационной систе-
ме – laboratory information system, LIS) при проведении полного комплекса криомикро-
скопических изысканий. При этом предоставляется возможность обеспечения 
комплексного неразрушающего анализа при последовательном исследовании микро-
скопических систем с возможностью варьирования последующих стадий микроскопии 
высокого разрешения, в зависимости от результатов, полученных на предшествующих 
стадиях микроскопии (более низкого разрешения).
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Основной фокус методов исследований в со-
временной структурной биологии смещен в сторо-
ну просвечивающей криоэлектронной микроско-
пии (cryoTEM, transmission electron cryomicroscopy) 
и электронной криотомографии (cryo-ET, cryogenic 
electron tomography) на уровень одиночных макро-
молекул, кристаллов и супрамолекулярных ансам-
блей, но это не умаляет значения других методов 
криомикроскопии в науках о жизни (sensu lato). 

В связи с этим необходимо обеспечение стабильно-
сти поддержания температуры в этих методах или 
сериях методов, связанных в отдельные протоко-
лы криомикроскопии (даже в случаях, когда до 
криоэлектронной микроскопии сверхвысокого 
разрешения протоколы не доходят, в силу ограни-
ченности задачи исследований и визуализации бо-
лее крупными масштабами, свидетельствующими 
о клеточных изменениях на микроструктурном 
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уровне, элементарно достигавшемся более 30 лет 
назад [1]).

К таким методам можно отнести как методы 
сканирующей криоэлектронной микроскопии 
(CryoSEM, scanning electron cryomicroscopy), в том 
числе – с программируемой средой или атмосфе-
рой (cryoESEM, cryogenic environmental scanning 
electron microscopy / cryoASEM, cryogenic atmos-
pheric scanning electron microscopy [2, 3]), так 
и  различные методы оптической криомикроско-
пии. В качестве примеров широкого распростра-
нения и высокой (параллельной или последова-
тельной) интегрируемости методов оптической 
криомикроскопии, представляющих, по нашему 
мнению, широкий интерес для биологов [4, 5], 
можно привести: 

1) рамановскую криомикро(спектро)скопию 
и конфокальную рамановскую криомикроско-
пию [6, 7]; 

2) интегрированные методы инфракрасной 
спектроскопии с преобразованием Фурье (FTIR, 
fourier-transform infrared spectroscopy) и оптиче-
ской или лазерной конфокальной сканирующей 
криомикроскопии [8, 9]; 

3) многофотонную криомикроскопию [10]; 
4) интегрированные синхротронные криопро-

токолы с анализом дифракции синхротронного 
излучения [11]; 

5) методы криомикроскопии неоптического 
спектрального диапазона, в том числе в ультрафи-
олетовом и вакуумном ультрафиолетовом диапа-
зонах (UV/VUV) [12, 13]; 

6) криомикроскопию, интегрированную с диф-
ференциальной сканирующей калориметрией 
(DSC, differential scanning calorimetry) [14]; 

7) интегрированную криопресервацию в раз-
личных средах и криоосмометрию данных сред, 
в том числе – с картированием состояния образца 
в данной среде [15–17];

и др.
Учитывая разнообразие и распространение 

методов оптической микроскопии и их интегри-
руемость с CryoSEM, как в случае корреляцион-
ной световой и электронной криомикроскопии 
(CryoCLEM, cryogenic correlative light and electron 
microscopy), так и в последовательных реализа-
циях, нами предложена и позднее испытана си-
стема «Криоконвейер» (данное название было 
новым, так как первая работа с подобным назва-
нием для другой системы появилась позже [18]). 
В рамках данного протокола анализ образцов 
производится в единой микрокювете-криочипе 
(в перспективе – «лаборатории на чипе» для 
ESEM), индексируемой лабораторной информа-
ционной системой (LIS, laboratory information 
system) и последовательно перемещаемой от не-
разрушающих инструментов оптической микро-
скопии низкого разрешения (таких, как безлин-
зовые криомикроскопы) и оптического сверх- 

разрешения (некоторые микроинтерферометры 
и микроскопы типа МИМ с криостолом) на уро-
вень CryoSEM/CryoESEM (в  программируемых 
средах и атмосферах).

В период до 2019 г. был осуществлен ряд  
попыток реализации этого принципа как по по-
следовательной, так и по параллельной схеме 
(CryoCLEM). Последняя включала в себя совме-
щение CryoSEM с оптической микроскопией на 
микроскопах с криосистемами путем модифика-
ции оптической схемы встроенного в колонну 
оптического микроскопа для позиционирования 
рентгеновского микроанализатора (какие встраи-
вались также и на полноценных микрозондовых 
рентгеноспектральных анализаторах Camebax до 
1990-х гг.). В частности, были внедрены методы 
корреляционной безлинзовой криомикроскопии 
и сканирующей электронной микроскопии 
(в  том числе, с последовательным переходом 
к  микроанализу и YMD (modulated detection 
methods) – методу трехмерной визуализации на 
принципах Y-модулированного детектирования); 
методы криогенной корреляционной электрон-
ной и оптической микроскопии в ультрафиоле-
товом B и С (CryoCUVEM – cryogenic correlative 
ultraviolet and electron microscopy) и инфракрас-
ном (CryoCIREM – cryogenic correlative infrared 
and electron microscopy) диапазонах соответ-
ственно, однако последние оказались малоин-
формативными для охлаждаемых биологических 
систем; методы интерферометрии с использова-
нием многолучевого интерферометра отраженно-
го света (на платформе микроинтерферометра 
МИИ-11 с конструктивными изменениями; раз-
работка не была завершена); инициирована раз-
работка систем CryoCDICEM (схема криогенной 
корреляционной оптической и электронной ми-
кроскопии с  использованием оптики Номарско-
го, метод дифференциального интерференцион-
ного контраста) на основе оптического тракта 
инвертированного металлографического микро-
скопа с приставкой для дифференциального  
интерференционного контраста и доступным 
спектрозональным светодиодным излучателем 
(опытно-конструкторские работы не завершены, 
вследствие уничтожения инфраструктуры, свя-
занного с реорганизацией институтов и переда-
чей площадей) [19]. 

Преимущество протоколов криоконвейерно-
го микроанализа состоит в обеспечении сохран-
ности образца в единой кювете и возможности 
установления пространственной колокализации 
между данными оптической и электронной ми-
кроскопии (в том числе, в CLEM и CryoCLEM-
режиме), а также в обеспечении при последова-
тельном исследовании структур неразрушающего 
анализа микроскопических систем (достигаемого 
также путем использования низковакуумных 
ASEM/ESEM принципов организации экспери-
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ментальной схемы, в противовес применявшим-
ся с 1980-х гг. высоковакуумным и высоковольт-
ным / сверхвысоковольтным техникам крио- 
микроскопического анализа клеток [20, 21]). При 
этом реализуется варьирование последующих 
стадий микроскопии высокого разрешения, в за-
висимости от результата, полученного на пред-
шествующих стадиях микроскопии более низко-
го разрешения. Схема серийного протокола 
«Криоконвейер» представлена на рис. 1.

При криоконвейерных измерениях создается 
иерархическая система данных с различными ко-
локализуемыми физическими (оптическими 
и  неоптическими) дескрипторами, характеризу-
ющими образец в ходе его анализа, в том числе – 
в динамике при воздействии электронного либо 
оптического (ультрафиолетового) пучка на крио-
статируемый образец. Последнее позволяет отде-
лить по ходу эксперимента следствия термиче-
ского и нетермического воздействия на образец. 
Этот подход явно имеет смысл в биофизике, при-

чем не только для «сверхнизкотемпературного», 
но и для «высокотемпературного» криобиологи-
ческого интервала.

В частности, возможны и реализуемы на 
практике способы подачи в камеру CryoCLEM 
лазерных пучков с заданными длинами волн че-
рез иллюминатор встроенного оптического ми-
кроскопа, обеспечивающего позиционирование 
образца для рентгеновского микроанализа (вме-
сто лампы накаливания), что дает возможность 
оптического воздействия на криопрепарат в за-
дачах моделирования отклика тканей на фотоди-
намическую терапию и апробации будущих 
трендов биофотоники и тераностики на клеточ-
ном и тканевом уровне организации (что соот-
ветствовало задачам, de facto, решавшимся кол-
лективом, в котором работал автор). Пример 
колокализации/корреляции изображений, полу-
ченных с использованием двух лазерных источ-
ников и сканирующего электронного микроско-
па приводится на рис. 2.

Рис. 1. Применимость различных по пространственному разрешению методов микроскопии в рамках протокола «Криоконвей-
ер», интегрированного с лабораторной информационной системой для обеспечения анализа колокализации и изменений образ-
ца во времени и при переносе по линии измерений. Изначально для структур от 1 мм до единиц микрон осуществляется безлин-
зовая криомикроскопия и обычные криооптические методы микроанализа в охлаждаемой кювете – от инфракрасного до 
ультрафиолетового диапазона. В диапазоне размеров порядка десятков микрометров и менее становится актуальной SEM 
(scanning electron microscopy, сканирующая электронная микроскопия)/CryoSEM (включая включая рентгеновский микроана-
лиз с охлаждением – CryoEDX, регистрацию токов, наведенных электронным пучком, с охлаждением – CryoEBIC и трехмерно-
отображающий комплекс методов Y-модулированного детектирования, YMD (Y-modulated detection methods) в криогенной ми-
кроскопии – CryoYMD), реализуемая на том же образце. В диапазоне много менее микрона целесообразным является 
коррелирование данных CryoSEM с данными криоинтерференционных техник/«криомикроинтерферометрии», используемы-
ми, например, для анализа поверхностных свойств биологических клеток (например, микрошероховатости и наношероховато-
сти в статическом криофиксированном состоянии, что при сопоставлении с методами YMD/CryoYMD заменяет современные 
методы профилометрии и зондовой микроскопии). В области перекрытия с диапазоном CryoTEM (transmission electron 
cryomicroscopy просвечивающей криоэлектронной микроскопии) этот комплекс методов («Криоконвейер») не является акту-
альным, так как чип, в котором может осуществляться исследование, а также способы пробоподготовки для ТЕМ и SEM каче-
ственно отличаются, как и характерные размеры образца.
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Для установления соответствия микроизо-
бражений сканирующей электронной и оптиче-
ской микроскопии можно пользоваться мето- 
дами корреляционно-спектрального анализа: 
рядом с сопоставляемыми микрофотографиями 
приведены их ISC (integral spatial characteristics, 
интегральные пространственные характеристи-
ки), полученные на основе двумерного преоб- 
разования Фурье (2D  FFT, 2D fast Fourier 
transform). Можно видеть, что ориентации 
структур на микрофотографиях (рис.  2) подоб-
ны, как следует из эмуляции дифракции лазер-
ного пучка на них. С позиций многоканального 
корреляционно-спектрального анализа изобра-
жений, это говорит о правдоподобии гипотезы 
о  соответствии структур на коррелируемых  
таким образом изображениях. Полное соответ-
ствие при этом недостижимо, в силу различно-

сти спектральных свойств образцов в используе- 
мых спектральных диапазонах.

Более подробное изложение аннотированных 
в данном кратком сообщении методов и техник 
планируется в статьях автора ближайших лет.

Работа выполнена без финансовой поддержки 
от государственных фондов за счет собственных 
средств автора. Исследования проведены без ис-
пользования животных и без привлечения людей 
в  качестве испытуемых. Автор заявляет об отсут-
ствии конфликта интересов и благодарит коллег 
и  студентов из МГУ, Федерального исследова-
тельского центра химической физики имени 
Н.Н.  Семенова и Института биохимической фи-
зики имени Н.М. Эмануэля РАН за участие 
в  апробации методов корреляционной микроско-
пии и криомикроскопии.
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Рис. 2. Пример поиска-выявления идентичных структур и установления колокализации их на электронной микрофотографии 
и двух оптических изображениях. В отличие от старых лазерных источников, компактные красные диодные лазеры (λ = 635 нм, 
на рисунке – RDL) и твердотельные фиолетовые лазеры с диодной накачкой (λ = 405 нм, на рисунке – B-DPSSL), используемые 
в  флуоресцентных методах визуализации, удобно интегрировать с оптическими микроскопами и камерами в CryoSEM. Для 
установления соответствия микроизображений сканирующей электронной (SEM) и оптической микроскопии можно пользо-
ваться методами корреляционно-спектрального анализа: рядом с сопоставляемыми микрофотографиями приведены их ISC 
(integral spatial characteristics, интегральные пространственные характеристики), полученные на основе двумерного преобразова-
ния Фурье (2D FFT, 2D fast Fourier transform). Можно видеть, что ориентации структур на данных микрофотографиях подобны, 
как следует из эмуляции дифракции лазерного пучка на них.
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transmission electron microscopy methods. According to this protocol samples are analyzed in 
a single microcuvette (chip) indexed by laboratory information management system and 
sequentially moved from the non-destructive low-resolution optical microscopy instruments 
(such as lensless cryomicroscopes) and optical super-resolution methods (some 
microinterferometers and MIMs with cryotables) to the CryoSEM/CryoESEM level 
(in  programmable environments and atmospheres). Methods of correlation lensless 
cryomicroscopy and scanning microscopy (including those with the subsequent transition to 
microanalysis) were introduced; CryoCUVEM and CryoCIREM methods in the ultraviolet and 
infrared range, respectively; microinterferometry methods using a multi-beam reflected light 
interferometer (based on the MII-11 platform with several changes); the development of 
CryoCDICEM systems based on the optical path of an inverted metallographic microscope 
with a DIC attachment and a LED emitter was also initiated. The advantages of cryoconveyor 
analysis protocols are ensuring the sample safety in a single cuvette-chip and the possibility of 
establishing spatial colocalization between the data of optical and electron microscopy 
(including in the CLEM/CryoCLEM mode), as well as providing a comprehensive non-
destructive sample analysis in the sequential study of the microscopic systems with the 
possibility of varying the subsequent stages of high-resolution microscopy, depending on the 
results obtained at the previous stages of lower resolution microscopic studies.

Keywords: CryoSEM, CLEM, CryoCLEM, ESEM, CryoESEM, ASEM, lens-less cryomicroscopy
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