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Астроциты являются важнейшими компонента-
ми нейронных цепей, наиболее распространенны-
ми глиальными клетками в центральной нервной 
системе и участвуют в синаптических, контурных 
и поведенческих функциях. Хорошо развитые про-
топлазматические астроциты содержат многочис-
ленные отростки, имеющие сложную разветвлен-
ную форму. При нормальных физиологических 
процессах, таких как развитие и старение мозга, 
а также при патологических процессах, например 
эпилепсии, болезни Альцгеймера, наблюдаются 
значительные изменения в нейрон-астроцитарных 
взаимодействиях. В частности, данные изменения 
регулируются отростками астроцитов. Обнару-
жение и изучение патологий этих микроструктур 
стало возможно только благодаря инновационным 
подходам в микроскопии. Однако клеточные и 
молекулярные механизмы изменений в астроци-
тарных отростках малоизучены. Критически важ-
ным для понимания и дальнейшего исследования 
этих структур является возможность разрешить 
ультратонкие детали самих астроцитов и областей 
их контактов с другими структурами [1]. Мелкие 
астроцитарные отростки имеют наноразмеры, что 
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исключает использование световой микроскопии 
без дополнительного маркирования ткани флу-
оресцентными метками и обусловливает необ-
ходимость использования методов микроскопии 
высокого разрешения [2]. Современные подходы 
позволяют сочетать различные методы визуализа-
ции и манипулирования тканями для получения 
трехмерной картины таких сложных структур, как 
астроциты [3–5]. Однако данные различных взаи-
модополняющих методов получения изображений 
с большим пространственным разрешением тре-
буют разработки не только процедур накопления 
данных, но и методик идентификации элементов 
на изображениях, алгоритмов восстановления 
трехмерных структур.

В данной работе мы представляем результа-
ты проведения сравнительного анализа корреля-
тивных измерений систем отростков астроцитов 

методами просвечивающей электронной микро-
скопии (ПЭМ) и сканирующей зондовой микро-
скопии (СЗМ) с использованием ультрамикро-
томии (УМТ). В предыдущих работах нами была 
разработана уникальная научная установка (http://
ckp-rf.ru/usu/486825/), объединяющая в себе тех-
ники СЗМ и УМТ [6–8]. Эта разработка позволяет 
многократно производить сверхтонкие (до 20 нм) 
срезы с поверхности образца с последующим полу-
чением СЗМ-изображений, восстанавливая таким 
образом морфологию образца. Данная методика 
получила название "сканирующая зондовая нано-
томография" (СЗНТ) и может быть использована 
для восстановления трехмерной ультраструктуры 
биологических объектов за счет интегрирования 
СЗМ-изображений поверхности образца после по-
следовательных сверхтонких срезов. Данный метод 
представляется перспективным для исследования 

Комплементарные ПЭМ- и СЗМ-изображений участков астроцитов. Обзорные изображения (слева) и увеличенные 
участки (справа). На увеличенных изображениях тонкие отростки астроцитов на ПЭМ-изображениях отмечены 
цветом, символами указаны комплементарные области.
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тонкой структуры астроцитов, тем более что полу-
чение СЗМ-изображений может быть дополнено 
измерениями пространственного распределения 
флуоресцентно-меченых объектов и спектральной 
информации методом конфокальной микроспек-
троскопии на тех же участках [7]. Для корректной 
интерпретации изображений, полученных с помо-
щью СЗМ, и однозначного определения элементов 
астроцитов в случае исследования тканей мозга 
требовалось проведение предварительных корреля-
ционных измерений с помощью просвечивающей 
электронной микроскопии.

Для измерений использована ткань мозга “гено-
типически здоровых” мышей линии 5хFAD. Ткань 
мозга мышей была фиксирована путем транскар-
диальной перфузии растворами альдегидов, извле-
чена и дополнительно фиксирована 1%-ным рас-
твором тетраоксида осмия. Затем  –  обезвожена и 
заключена в акрилатную среду. 

При помощи ультрамикротома, входящего в со-
став установки СЗНТ с алмазным ножом Diatome 
Ultra AFM 35 (Diatome AG, Швейцария), были по-
лучены сверхтонкие срезы образцов тканей толщи-
ной 70 нм. Применяемые алмазные ножи позволя-
ют получить не только малую толщину среза, но и 
достаточно гладкую поверхность, что критически 
важно для проведения измерений методом СЗМ.

Несколько последних срезов были перенесены 
на стандартные медные бленды для электронной 
микроскопии с покрытием из формвара. После 
чего образцы были контрастированы с использова-
нием насыщенных водных растворов уранилацета-
та и цитрата свинца согласно [9]. 

ПЭМ-изображения срезов нервной ткани были 
получены в режиме СПЭМ (сканирующей элек-
тронной микроскопии в просвечивающем режиме) 
с использованием микроскопа Zeiss Merlin (Zeiss, 
Германия). Для получения достаточного контраста 
изображений были использованы ускоряющие на-
пряжения 20–24 кВ, ток зонда 150–180 пА. Такие 
параметры измерений позволили получать изобра-
жения как в просвечивающем режиме, так и в ре-
жиме обратно отраженных электронов. 

Поверхность блока залитого образца нервной 
ткани непосредственно после выполнения срезов 
была проанализирована при помощи СЗМ, входя-
щего в состав установки СЗНТ. Для ориентации на 
поверхности образца были использованы обзорные 
изображения с малым увеличением, на которых 
можно было найти реперные особенности, напри-
мер крупные образования характерной формы. Та-
кие реперные особенности были использованы для 
согласования масштаба и угла поворота изображе-
ний СЗМ и СПЭМ.

Поскольку при использовании СЗМ разрешение 
изображений ограничено количеством точек, в ко-
торых проводятся измерения, для выделения тонких 
астроцитарных структур были получены СЗМ-изо-
бражения меньшего размера с существенно более 
высоким латеральным разрешением. На рисуноке 
приведены комплементарные ПЭМ- и СЗМ-изо-
бражения участков астроцитов. На ПЭМ-изобра-
жениях желтыми контурами отмечены участки, 
которые мы идентифицируем как астроциты. Со-
ответствующие структуры на СЗМ-изображениях 
отмечены стрелками. Видно, что применение элек-
тронной микроскопии позволяет получить изобра-
жения более высокого качества. Однако СЗМ-и-
зображения имеют достаточную детализацию для 
определения характерных деталей нервной ткани. 
Анализ приведенных данных позволяет заключить, 
что наиболее уверенно на СЗМ-изображениях 
можно регистрировать тонкие отростки астроцитов 
(веточки, листочки) толщиной 50–100 нм в окрест-
ностях синапсов и щелевых контактов, которые вы-
глядят как окружающие их удлиненные двух- или 
трехслойные структуры. Изучение подобных астро-
цитарно-нейронных взаимодействий является важ-
ной задачей, поскольку подвергается изменениям 
при ряде патологий. Приведенные изображения 
были получены для выполненного сверхтонкого 
среза при помощи ПЭМ и поверхности блока по-
сле среза при помощи СЗМ. Однако, несмотря на 
максимально приближенные к комплементарности 
объекты, коррелятивная морфология наблюдаемых 
структур не полностью совпадает, что говорит о 
том, что морфология астроцитарных участков мо-
жет заметно изменяться на масштабе нескольких 
толщин среза, которая составляет всего несколько 
десятков нанометров. 

Таким образом, на основании коррелятивных 
измерений методами СЗМ и ПЭМ в работе пока-
зано, что сканирующая зондовая микроскопия мо-
жет применяться для эффективной визуализации 
тканей головного мозга и исследования особен-
ностей строения астроцитов с пространственным 
разрешением на нанометровом уровне. При этом 
методически можно рекомендовать выполнение 
измерений с разрешением не более 2 нм/px. При 
анализе изображений в первую очередь необходимо 
регистрировать удлиненные двух- или трехслойные 
структуры толщиной от 50 до 100 нм, располагаю-
щиеся вокруг синапсных структур размерами около 
1 мкм. Данные удлиненные структуры с высокой 
вероятностью являются тонкими астроцитарны-
ми отростками, которые можно сегментировать 
для последующей трехмерной реконструкции. Ис-
пользование СЗНТ для последовательного удале-
ния тонких слоев с поверхности блока и получения 
СЗМ-изображений тканей головного мозга даст 
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возможность восстановить трехмерную картину 
распределений астроцитарных участков. 

При этом важно отметить, что использование 
СЗМ для анализа поверхности блоков не требует 
контрастирования с применением соединений тя-
желых металлов. Это может играть важную роль для 
минимизации нарушений клеточных структур, вы-
зываемых фиксацией и контрастированием. Кроме 
того, соединения тяжелых металлов, используемые 
для контрастирования в электронной микроско-
пии, в большинстве случаев значительно снижают 
эффективность использования флуоресцентных 
маркеров. Таким образом, использование СЗНТ 
как метода исследований трехмерной ультраструк-
туры нервной ткани также расширяет возможности 
применения и коррелятивных методик флуорес-
центной микроскопии. 
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Nanoscale morphological features of branched processes of glial cells may be of decisive importance for neuron-
astrocytic interactions in health and disease. The paper presents the results of a correlation analysis of images 
of thin processes of astrocytes in the nervous tissue of the mouse brain, obtained by scanning probe microscopy 
and transmission electron microscopy with high spatial resolution. Samples were prepared and imaged using a 
unique hardware combination of ultramicrotomy and scanning probe microscopy. It was shown that the images 
identified details of astrocytes with a thickness of the order of tens of nanometers, which can be used in the future 
to reconstruct the three-dimensional structure of astrocytic processes by integrating a series of sequential images 
of ultrathin sections of nervous tissue.
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