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Трехмерная микроскопия (3D-микроскопия) стала важным инструментом в клеточном анализе 
и биомедицинских исследованиях, предоставляя уникальные возможности для визуализации и 
изучения сложных биологических структур. Возможности различных типов микроскопии в изучении 
клеточных структур и макромолекулярных комплексов охватывают широкий диапазон масштабов, от 
исследования поведения и функций клеток в физиологических средах до понимания молекулярной 
архитектуры органелл. На каждом масштабе задача 3D-визуализации заключается в извлечении 
максимально возможного пространственного разрешения, минимизируя при этом повреждение 
живых клеток. Обзор освещает различные применения 3D-микроскопии в таких областях, как 
исследование раковых опухолей, изучение свойств и строения вирусов и бактерий, а также анализ 
микроструктур органов и имплантов. В онкологии 3D-изуализация позволяет детально исследовать 
клеточные взаимодействия, микросреду опухолей и их гетерогенность, что способствует лучшему 
пониманию механизмов метастазирования и устойчивости к терапии. В вирусологии 3D-методы 
помогают раскрыть структуру вирусов и их взаимодействие с клеточными компонентами, что имеет 
ключевое значение для разработки вакцин и противовирусных препаратов. Изучение бактерий 
с использованием 3D-микроскопии открывает новые горизонты в понимании их колонизации, 
биоразнообразия и патогенности. Кроме того, анализ микроструктур органов и имплантов с 
применением 3D-технологий улучшает качество и безопасность медицинских изделий. Наконец, 
интеграция 3D-микроскопии в процесс разработки лекарственных препаратов позволяет более точно 
оценивать эффективность и токсичность новых соединений на клеточном уровне. Таким образом, 
3D-микроскопия представляет собой мощный инструмент для углубленного изучения биологических 
процессов и разработки инновационных решений в медицине.
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действия, органоиды, злокачественные образования
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syndrome coronavirus) – коронавирус ближневосточного респираторного синдрома; PAINT (point accumulation for imaging in 
nanoscale topography) – точечная аккумуляция для визуализации в наноразмерной томографии; SARS-CoV (severe acute respi- 
ratory syndrome coronavirus) – коронавирус тяжелого острого респираторного синдрома; SEM – сканирующая электронная 
микроскопия; SIM (structured-illumination microscopy) – микроскопия структурированного освещения; ssTEM (serial sectoning 
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1. ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время проводится множество 
исследований, направленных на определение 
структуры биологических объектов на микро- и 
наноуровнях. Однако многие из существующих 
методов предоставляют информацию лишь о 
двухмерном строении, что не всегда достаточно для 
глубокого понимания процессов, происходящих в 
этих объектах. Современные технологии позво- 
ляют интегрировать массивы двухмерных дан- 
ных для реконструкции 3D-изображений и карт 
различных свойств, что обеспечивает более 
полное представление о структуре биологических 
объектов и их функциональных процессах. 3D- 
визуализация находит применение в клеточном 
анализе, исследовании раковых опухолей, ви- 
русологии, в изучении свойств и строения бакте- 
рий, микроструктур органов и имплантов, а также  
в разработке лекарственных препаратов. В 
настоящем обзоре мы предлагаем ряд примеров 
передовых исследований, показывающих важ- 
ность применения объемной визуализации. 

2. КРАТКОЕ ОПИСАНИЕ МЕТОДОВ  
3D-ВИЗУАЛИЗАЦИИ

Современные исследования различных био- 
логических объектов зачастую требуют изучения 
их 3D-структуры. Для двумерной визуализации с 
использованием 3D-микроскопии применяются 
такие методы, как оптическая микроскопия (ОМ)  
[1], электронная микроскопия (ЭМ) [2] и скани- 
рующая зондовая микроскопия (СЗМ) [3]. Каждый 
из этих подходов предоставляет уникальную 
информацию об исследуемых объектах и обладает 
своими преимуществами и недостатками. Методы 
ОМ, например, позволяют проводить анализ об- 
разцов в конфокальном режиме, однако харак- 
теризуются низким пространственным разре- 
шением. В свою очередь, методы СЗМ и ЭМ 
характеризуются высоким пространственным 

разрешением и позволяют распознавать внут- 
реннюю структуру образца. Однако эти методы 
имеют ограниченное поле исследования и не 
дают информации о составе биологических 
объектов. За последние десятилетия появилось 
множество методов, позволяющих наблюдать 
биологические структуры и процессы с высоким 
уровнем детализации [4], также появилось мно- 
жество различных 3D-методик, позволяющих 
восстанавливать 3D-изображения ультраструк- 
туры биологических образцов [5].

В большинстве случаев подходы для получе- 
ния данных о 3D-ультраструктурах с помощью 
электронной микроскопии основаны на получении 
последовательных сечений с накоплением массива 
2D-данных [6]. Основные различия применяемых 
подходов заключаются в способе получения 
последовательных срезов, пространственном 
разрешении и объеме данных.

Первый метод 3D-микроскопии на базе по- 
верхностной электронной микроскопии – ssTEM  
(serial sectioning TEM) [7–9], в котором приме- 
няется 3D-реконструкция образца с использо- 
ванием просвечивающей электронной микроско- 
пии (ПЭМ) изображений ультратонких после- 
довательных срезов. Метод матричной томографии 
схож с методом ssTEM, но серийные срезы ви- 
зуализируются с помощью сканирующей электрон- 
ной микроскопии (СЭМ) [10]. Электронная то- 
мография (ЭТ) также выступает высокоразре- 
шающим 3D-методом [11], но с использованием 
создания виртуальных срезов материала образца 
[12–14]. Однако получение изображений методом 
сканирующей электронной микроскопии воз- 
можно не только с поверхности срезов, но и с  
поверхности самого образца, оставшегося после  
среза. На этом основан метод SBF-SEM (Se- 
rial Block-Face Scanning EM) и схожий метод 
СЭМ с фокусированным ионным пучком (FIB- 
SEM, Focused Ion Beam Scanning ЕМ) [15–19],  
в котором для среза поверхности применяется 
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сфокусированный ионный пучок. На рис. 1 изобра- 
жены схемы методов получения 3D-изображений 
с использованием ПЭМ и СЭМ [6]. 

Подход к получению 3D-изображений на базе 
СЗМ схож с вышеописанным методом СЭМ, которая 
требует получения серий последовательных 
срезов. 3D-реконструкция достигается за счет по- 
слойного наложения изображений полученного 
массива 2D-данных. Впервые подобный метод 
был осуществлен с использованием плазменного 
травления измеряемой поверхности, однако травле- 
ние не позволяет проводить исследования на неко- 
торых типах материалов, например, пористых. 
В качестве альтернативного метода удаления 
верхнего слоя с поверхности было предложено 
использование ультрамикротома [20–23], кото- 
рый позволяет получать ультратонкие срезы с 
использованием алмазного ножа.

Оптическая микроскопия традиционно ис- 
пользуется для визуализации биологических струк- 
тур, в большинстве случаев применяется конфо- 
кальная флуоресцентная микроскопия и ее более 
усовершенствованные варианты [4, 24, 25]. Один 
из главных недостатков этого метода – низкое 
пространственное разрешение, однако в настоя- 
щее время имеется множество адаптированных 
методик сверхвысокого разрешения, с помощью  
которых можно не только получить 3D-визуали- 
зацию ультраструктуры, но и провести химический 

анализ с нанометровым разрешением [26]. Среди 
них наиболее выделяется группа методов микроско- 
пии визуализации одиночных молекул SMLM 
(Single-molecule localisation microscopy) [27, 28],  
которая выступает разновидностью флуорес- 
центной микроскопии и базируется на спонтанном 
“включении” и “выключении” определенных 
флуорофоров. К таким методикам можно отнести  
3D-микроскопию стохастической оптической 
реконструкции STORM (Stochastic Optical Re- 
construction Microscopy) и др. [29], PALM (Photo- 
Activated Light Microscopy) [30], PAINT (point  
accumulation for imaging in nanoscale topography) 
[31, 32]. В отличие от методик визуализации 
одиночных молекул, методика микроскопии с 
истощением стимулированного излучения (Stimu- 
lated Emission Depletion, STED) использует сфоку- 
сированный лазерный луч, который сканирует 
изображение как конфокальный микроскоп двумя 
сфокусированными лазерами.

Описанные выше методы – далеко не един- 
ственные на данный момент инструменты для 
3D-визуализации, однако их принципы мало 
отличаются. 

3. 3D-МИКРОСКОПИЯ ДЛЯ АНАЛИЗА  
КЛЕТОЧНОЙ АРХИТЕКТУРЫ

Исследование 3D-структур в сверхвысоком 
разрешении открывает новые возможности в 

Рис. 1. Методы получения 3D-изображений с использованием ПЭМ и СЭМ.
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изучении различных биологических явлений. 
Так, комбинирование метода ультратонких срезов 
и атомно-силовой микроскопии (АСМ) дает 
возможность изучить внутреннюю структуру 
клеток для исследования количества, морфологии 
и распределения органелл. Комбинирование 
методик АСМ и сканирующей электронной 
микроскопии (СЭМ) позволяет получить изобра- 
жения клеточной мембраны, цитоплазмы, мем- 
браны ядра, митохондрий и хроматина эмбрио- 
нальных стволовых клеток [33, 34], что может об- 
легчить изучение стадий пролиферации и диф- 
ференцировки стволовых клеток или сомати- 
ческих клеток на наноуровне. Метод АСМ де- 
лает возможным получение изображений с раз- 
решением 5–10 нм, благодаря чему можно иденти- 
фицировать не только крупные структуры, такие 
как ядра, но и мелкие, такие как митохондрии 
и хроматин. В ходе исследований [33] было по- 
лучено 3D-изображение 12 митохондрий на 10 по- 
следовательных срезах толщиной 60 нм каждый. 
Данные АСМ показывают различимые кристы, 
внутреннюю пограничную мембрану, внешнюю 
мембрану, а также типичные места контакта между 
внешней мембраной и внутренней пограничной 
мембраной в некоторых митохондриях. Также 
наблюдались предсказуемые изменения в ко- 
личестве, морфологии и распределении в кле- 
точном компартменте для пяти митохондрий, 
3D-изображение которых восстанавливалось из 
полученных данных (рис. 2).

В работе [35] получена 3D-реконструкция 
α-сателлитной ДНК вместе с кластерами центро- 
мерного белка A (CENP-A) [36] в хромосомах про- 
метафазы человека [35]. Авторы восстановили 
общую архитектуру митотической центромеры. 
Для визуализации организации α-сателлитной 
ДНК, локализованной в центральной центромер- 
ной области внутри митотических хромосом в им- 
мортализованных эпителиальных клетках сет- 
чатки RPE-1, использовали комбинацию метода  
флуоресцентной гибридизации in situ для опре- 

деления ориентации центромерных хромосом 
(Cen-CO-FISH) вместе с микроскопией струк- 
турированного освещения. В результате было  
выяснено, что при деполимеризации микро- 
трубочек при остановке митоза организация 
CENP-A (белок центромер А) в митотических 
хромосомах имеет округлую форму, аналогичную 
структуре α-сателлитной ДНК, часто видимую в 
виде кольца, более толстого на внешней поверх- 
ности, ориентированного к границе раздела 
кинетохора–микротрубочка. Также эта структура 
наблюдалась при исследовании асинхронных 
клеток без кольцемида и других ядов для микро- 
трубочек. Это позволяет сделать вывод о том, что 
наблюдаемая митотическая архитектура центро- 
меры сохраняется при наличии или отсутствии 
натяжения, вызванного силами вытягивания 
микротрубочек. Кроме того, в анафазных хромо- 
сомах также наблюдались кольцевидные струк- 
туры, следовательно, такая структурная органи- 
зация локуса центромеры в хромосомах человека 
может сохраняться после метафазы на протяже- 
нии всего развития митоза и выхода из него, что 
согласуется с ранее проведенными исследова- 
ниями [37].

3D-реконструкция сверхвысокого разрешения 
позволяет определять четкие наноструктурные 
особенности распределения белка в клетках [38].  
Подобные исследования крайне важны, поскольку 
представление о молекулярной организации бел- 
ков и их взаимного расположения играет клю- 
чевую роль в понимании механизмов клеточного 
функционирования [39]. Например, технологию 
maS3TORM (multiplexed automated serial staining 
stochastic optical reconstruction microscopy, мульти- 
плексная автоматизированная серийная окраска  
для стохастической оптической реконструкцион- 
ной микроскопии) применили для изучения нано- 
структуры глутаматергического синапса и функ- 
ционального значения актина и миозина. В ка- 
честве хорошо развитой глутаматергической мо- 
дели выбрали самые большие синапсы слуховой 

Рис. 2. Изменения формы отдельных митохондрий и их пространственного распределения в вертикальном направлении 
разрезания. Показаны 3D-модели пяти митохондрий в ориентации P (a), A (б) и AR (в) соответственно; (г) – схематическое 
представление пространственного распределения и разделенных частей пяти митохондрий [33].

(а) (б)

(в) (г)
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зоны мозга, называемые чашечкой Хельда [38].  
Исследовали срезы ткани толщиной 400 нм, 
что достаточно для обнаружения в ней цельных 
структур. На мембранах, не содержащих ак- 
тивные зоны (АЗ), было найдено больше поли- 
меризованного актина по сравнению с областями, 
расположенными вблизи АЗ. Это наблюдение 
соответствует функциональным исследованиям, 
которые демонстрируют, что динамика актина 
влияет на активность нейронов [40–43]. Кроме 
того, обнаружили, что локализация моторного 
белка миозина Va (MyoVa) коррелирует с марке- 
ром синаптических везикул Vesicular Glutamate 
Transporter 1 (VGlut1) по всему пресинапсу. Это 
может означать, что он обладает дополнительными 
функциями: соединение синоптических везикул  
и/или привязка синоптических везикул к мем- 
бране. Такие связи могут быть реализованы 
посредством взаимодействий актин-зависимого 
моторного белка MyoVa и актина.

Также методом STORM анализировали вне- 
клеточные везикулы (Extracellular vesicles, EVS)  
[44]. Эти структуры наноразмерны, что усложняет 
их исследование, однако они очень важны, т.к.  
секретируются всеми типами клеток и тесно  
вовлечены в тканевой гомеостаз. 3D-визуали- 
зация отдельных частиц позволяет оценить ге- 
терогенность, структуру и сложность везикул. 
Благодаря технологии STORM были получены 
изображения с разрешением до 20 нм. Используя 
3D-визуализацию, удалось идентифицировать 
субпопуляции поверхностных маркеров в ге- 
терогенных смесях везикул, а также обнаружить 
мембранные микродомены на отдельных вне- 
клеточных везикулах.

Метод атомно-силовой микроскопии (АСМ) 
предоставляет возможность детектировать ин- 
формацию о 3D-структуре образцов, даже без 
необходимости получения изображений се- 
рии тонких срезов. В исследовании [45] была 
проанализирована внутренняя структура экзо- 
цитозных отверстий в синаптических пузырьках 
гибридных клеток нейробластомы и глиомы. На 
различных глубинах были выявлены отверстия 
диаметром 50–100 нм в пределах варикозных 
изменений этих клеток, а также наблюдались 
радиальные узоры на стенках и бугорчатые струк- 
туры в нижней части отверстий (рис. 3). Таким 
образом, АСМ позволяет исследовать тонкие 
структуры внутри экзоцитозных отверстий нерв- 
ных клеток. 

Также 3D-реконструкция методами АСМ мо- 
жет помочь решить проблему, возникающую 
при структурном анализе высокополиморфных и 

гетерогенных структур амилоидного белка [46]. 
Последовательный анализ АСМ-изображений 
позволяет реконструировать отдельные амило- 
идные нити, что может помочь определить струк- 
турно-функциональные взаимосвязи амилоид- 
ного полиморфа.

Комбинирование SIM c АСМ позволяет про- 
водить одновременные измерения с отсутствием 
последующего усреднения данных, которое необ- 
ходимо для устранения межклеточных разли- 
чий в наблюдаемых сигналах [47]. Данное 
комбинирование методов позволяет рассчитать 
топографию образца в диапазоне предварительно 
определенного значения силы и реконструировать 
структуру поверхности клеток. Благодаря соче- 
танию этих методик были получены изображения 
100-нм флуоресцентных сфер и фиксированных 
клеток остеосаркомы [48] (рис. 4).

Кроме того, для 3D-реконструкции живых 
клеток можно использовать метод cканирующей 
ионно-проводящей микроскопии (SICM) [49].  
С помощью данной технологии визуализировали 
динамику актина в линии фибробластов, по- 
лученной из ткани почки зеленой обезьяны  
(COS-7), с субдифракционным разрешением. 
Детекция клеток упрощается в связи с тем, что 
нитчатый актин (f-актин) расположен в нижней 
части объема клетки и хорошо коррелирует с 
топографией границы клетки COS-7 [50]. Данная 
технология перспективна в изучении сложных 
биологических явлений.

Использование низкотемпературной АСМ и  
сканирующей туннельной микроскопии (СТМ)  
позволяет достоверно определить конформацию 

Рис. 3. Атомно-силовые микрофотографии клеток 
NG108-15. Стрелка указывает на бугрообразные 
структуры внизу [45].
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3D-молекул и центров адсорбции на атомной  
решетке. Например, в работе [51] продемонстри- 
ровано распределение 2-иодтрифенилена на 
серебре.

При помощи метода 3D-АСМ были выявлены 
структурные изменения у 80% клеток линии Raji, 
подвергшихся воздействию синусоидального 
магнитного поля (1 мТл, 50 Гц) в течение 64 ч  
[52]. Так, по АСМ-изображениям были выявлены 
морфологические различия между контрольной 
группой и клетками, которые подверглись облу- 
чению. В отличие от контрольной группы, об- 
лученные клетки почти не имели выступов на по- 
верхности, а по прошествии 36-часового воз- 
действия мембрана клеток все еще продолжала 
меняться, о чем свидетельствовало уплощение 
клеток и появление некоторой ряби на поверхности, 
которая становится хорошо различима в лим- 
фобластах после 64-часового воздействия (рис. 5). 
Кроме того, по прошествии 64 ч клетки утратили 
сферическую форму.

4. 3D-МИКРОСКОПИЯ В ИЗУЧЕНИИ РАКА

Исследование трехмерных биологических 
структур может расширить понимание механиз- 
мов возникновения и развития злокачественных 
опухолей. Так, при помощи компьютерной то- 
мографии было визуализировано 3D-изображение 
ВПЧ-негативного плоскоклеточного рака мин- 
далин стадии Т3 (рис. 6) [53]. Визуализация 
была проведена на основе биопсии и результатов 
экспрессии микроРНК в тканях. Красная область 
соответствует клинической опухолевой массе и 
перитуморальной ткани, которые расположены 
на расстоянии 1 см от макроскопически очерчен- 
ного края опухоли, желтая область обозначает 
перитуморальную ткань на расстоянии 2 см 
от края опухоли. Полученное таким образом 
изображение позволяет улучшить планирование 
хирургического вмешательства и снизить риски 
возникновения рецидивов. В данном случае 
удаление только красной области приводит к 
высокому риску рецидива опухоли. Удаление же 
красной и желтой областей уменьшает вероятность 
локорегионального рецидива при резектабель- 
ных опухолях.

Для улучшения понимания развития зло- 
качественных образований необходимо детально 
визуализировать структуру и типы взаимодейст- 

Рис. 4. Многомерное представление коррелированных 
наборов микроскопических данных. Запись полного 
набора кривых силы позволяет рассчитать топографию 
образца в диапазоне предопределенных значений силы 
и реконструировать структуру поверхности клеток. 
Наложение при 300 пH с каналом SR-SIM приведено 
для учета точности пространственного наложения. 
XY-масштабы АСМ-рендеринга составляют 20.74 и 
10.37 мкм соответственно, записанные с разрешением 
256 × 128 пикселей. Изображения SR-SIM были 
получены с использованием NIS-Elements (v5.11.00), в 
то время как наложение данных SR-SIM и AFM было 
сгенерировано с помощью программного обеспечения 
для обработки данных (JPK Data Processing software 
(v6.1.120)) [47].

(а) (б)

(в) (г)

Рис. 5. 3D-АСМ-изображения (4 × 4 мкм) для части 
неэкспонированных (a) и экспонированных в течение, 
соответственно, 13 ч (б), 36 ч (в) и 64 ч (г) клеток Raji. 
Максимальная высота изображений составляет 280, 
225, 141 и 116 нм соответственно; 80% клеток имели 
морфологию, описанную на панелях (б) и (г) [52].
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вия в опухолевых клетках. Так, при помощи 
3D-АСМ были исследованы механические и  
структурные свойства экзосом из клеток остео- 
саркомы [54]. Силовые карты 3D-АСМ позволили 
увидеть ранее не идентифицированные суб- 
структуры отдельных экзосом, что указывает на 
наличие отчетливых нанодоменов, выступающих 
из поверхности мембраны, которые, скорее всего, 
служат мембранно-ассоциированными белками 
(рис. 7). 

Также с помощью 3D-картирования методом 
АСМ были исследованы наномеханические 
свойства экзосом. Было обнаружено, что нано- 
механические метастатические опухолевые клет- 
ки имели более низкий модуль Юнга, чем неме- 

тастатические опухолевые клетки, что подтверж- 
дает общий принцип, согласно которому злока- 
чественные клетки, как правило, более мягкие, 
чем их здоровые аналоги. На основе данных 
результатов было выдвинуто предположение, 
что метастатические опухолевые клетки могут 
использовать экзосомы для высвобождения бел- 
ков, придающих жесткость, чтобы сохранить свою 
мягкость. Таким образом, жесткость экзосом в 
сочетании с их легкой доступностью практически 
во всех жидкостях организма дает им возможность 
служить неинвазивными биомаркерами для ран- 
ней идентификации изменений, вызванных нали- 
чием опухолей и других заболеваний.

Рис. 6. 3D-изображение ВПЧ-негативного плоскоклеточного рака миндалин стадии Т3 с правой стороны – с анато- 
мическим расширением в долину и инфильтрацией боковой стенки глотки (темно-оранжевый) – и перитуморальной 
слизистой оболочки на расстоянии 1 см от края опухоли (красный тон), на расстоянии 2 см (желтый) и 3 см (зеленый) 
от края опухоли в сагиттальной проекции [53].

Рис. 7. Силовая карта 3D-АСМ, полученная от экзосом, выделенных из клеточной линии 143B в буферных условиях. 
(а) – 1.2 × 1.2 мкм – Обзорное АСМ-изображение экзосом, адсорбированных на модифицированной APTES слюдяной 
подложке, на котором показаны различные объекты круглой формы с различными размерами от 40 до 120 нм; (б) – 
3D-рендеринг АСМ-изображения экзосом. Экзосома, отмеченная белой стрелкой, была использована для анализа 
силового картирования; (в) – соответствующий профиль высоты вдоль пунктирной линии, выделенной на панели (б), 
показывает экзосому диаметром приблизительно 60 нм и высотой 18 нм; (г) – карта 2D-force, реконструированная по 
данным картографирования 3D-force, на которой четко видны четыре отчетливых выступающих элемента в центральной 
верхней части пузырька. Цветовая гамма была скорректирована для лучшей визуализации самой верхней части 
пузырька. Топографическое изображение экзосомы с помощью АСМ записывается одновременно с 3D-картой силы; 
(д) – профиль 2D-карты силы в плоскости X–Z, полученный по траектории, показанной на изображении-вставке на 
панели (г). В профиле силы можно выделить три выступающих элемента. Горизонтальная цветная полоса представляет 
силу в нН [54].

(а) (б) (в)

(г) (д)
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Благодаря 3D-АСМ были разработаны 3D- 
карты жесткости для фибробластов и клеток рака 
молочной железы [55]. Данный метод основан 
на вдавливании зонда в образец на различных 
глубинах и определении среднего модуля Юнга на 
различных глубинах, так появляется возможность 
создания 3D-карт среднего значения модуля Юнга, 
что позволяет определить границы исследуемых 
клеток и выявить распределение жесткости клеток 
в зависимости от глубины вдавливания. Таким 
образом, 3D-наномеханическая характеристика 
дает легко воспроизводимые результаты для 
диагностики рака. Ранее исследования показали, 
что диагностика рака может быть выполнена с 
использованием распределений модуля Юнга 
для нормальных/доброкачественных и раковых 
тканей [56]. С использованием АСМ выявлено, 
что в случае нормальных/доброкачественных 
тканей распределение жесткости состоит из 
одного-единственного пика, в то время как в 
раковых тканях определяются по меньшей мере 
два разных пика из-за размягчения раковых клеток 
(пик более низкой эластичности) и придания 
жесткости окружающей ткани (пик более высокой 
эластичности) [57]. 

Основная проблема лечения злокачественных 
заболеваний – их сложная диагностика на ран- 
них стадиях. Однако большое количество трех- 
мерных КТ-изображений позволило создать си- 
стему для определения рака легких на ранней 
стадии [58]. Данная система анализирует 3D-КТ-
изображение и после предварительной обра- 
ботки идентифицирует потенциальный раковый 
узел размером до 10 мм в диаметре на большом 
(200 × 400 × 400 мм) КТ-изображении.

Световая листовая флуоресцентная микроско- 
пия позволяет восстанавливать сложную 3D-струк- 
туру кровеносных и лимфатических сетей, что 
позволяет проследить за распространением ра- 
ковых клеток по организму [59, 60]. 3D-визуа- 
лизация кровеносных сосудов также помогла 
оценить эффективность лечения [59] и микро- 
сосудистые повреждения как побочный эффект 
лечения рака [61].

Многофотонная микроскопия в сочетании с 
аналитическим конвейером SMART 3D (Spatial 
filtering-based background removal and Multi- 
chAnnel forest classifiers-based 3D ReconsTruction, 
удаление фона на основе пространственного 
фильтрования и 3D-реконструкция с использо- 
ванием многоканальных лесных классифика- 
торов) позволила выявить пространственный 
ландшафт экспериментальных метастазов в мозге,  
образованных клетками рака молочной железы, 

и определить различия в пролиферации и специ- 
фический астроглиоз, связанный с метастаза- 
ми [62].

Крупномасштабная 3D-визуализация при  
помощи конфокальной и двухфотонной микро- 
скопии позволила установить, что при раке кожи  
различные формы заболевания возникают вслед- 
ствие различий в биофизических и биологических 
ограничениях, при этом снижение жесткости 
базальной мембраны способствует развитию 
инвазивного плоскоклеточного рака [63].

3D-визуализация при помощи световой и 
конфокальной лазерной сканирующей микроско- 
пии была применена к 26 срезам поджелудочной 
железы, что позволило получить 3D-изображе- 
ния нормальной ткани поджелудочной железы, 
внутриэпителиальной неоплазии поджелудочной 
железы, внутрипротоковых папиллярных муци- 
нозных новообразований и инвазивных прото- 
ковых аденокарцином поджелудочной железы. 
3D-визуализация позволила увидеть процессы, 
которые трудно представить в двух измерениях, 
например, инвазивную карциному, растущую 
в протоках поджелудочной железы и внутри 
венул, а также длинные тяжи опухолевых клеток, 
параллельные кровеносным сосудам [64]. 

5. 3D-МИКРОСКОПИЯ ДЛЯ ВИРУСОВ  
И БАКТЕРИЙ

Существует множество методов для визуа- 
лизации 3D-структуры биологических объектов, 
применение которых может сыграть значительную 
роль в объяснении механизмов взаимодействия 
вирусов с клетками, а также указать на то, какие 
структурные и физиологические изменения про- 
исходят в этих процессах. Лучшее понимание 
результатов воздействия вирусов на клетки че- 
ловека может сыграть важную роль в разработке 
противовирусных препаратов.

Так, при помощи СЭМ были обнаружены 
изменения эндоплазматического ретикулума 
(ЭР) при заражении SARS-CoV-2 [65]. Причем 
ЭР был изменен таким образом, что на нем ге- 
нерировались двухмембранные везикулы, кото- 
рые служат платформой для репликации ви- 
руса [66]. Анализ 3D-изображений помог оп- 
ределить, что инфекция SARS-CoV-2 вызывает 
массивную пространственную реорганизацию 
цитоплазмы, а двухмембранные везикулы на- 
капливаются в перинуклеарной области вместе 
с фрагментированными и уложенными мембра- 
нами аппарата Гольджи и пероксисомами. Также  
двухмембранные визикулы часто были связаны с 
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растянутыми ЭР-пластинками с узким просветом, 
что отличается от их связи при заражении SARS- 
CoV-1 и MERS-CoV [67]. Кроме того, в клетках, 
зараженных вирусом, было обнаружено повы- 
шенное содержание пероксисом, которые могут  
способствовать репликации вируса, например, 
снижая окислительный стресс, который может  
возникать в результате обширного ремоделиро- 
вания клеточных эндосом SARS-CoV-2, или  
предоставляя дополнительные липиды, необходи- 
мые для образования двухмембранных визикул 
[68]. 3D-изображения могут нести новую ин- 
формацию о связывании лекарств с клетками, 
зараженными вирусами. Так, при помощи АСМ 
было обнаружено, что два лектина, CLEC4g и 
CD209c, прочно связываются с S-белком (Spike) 
при заражении SARS-CoV-2 [69]. 3D-изображения 
показали, что оба лектина могут связываться с 
гликаном на границе раздела RBD–ACE2 и, таким 
образом, препятствуют связыванию S-белками с 
поверхностями клеток. Такая связь значительно 
снижала уровень инфицирования SARS-CoV-2. 
Способность лектинов CLEC4G и mCD209c бло- 
кировать проникновение вируса SARS-CoV-2 
перспективна для различных терапевтических 
вмешательств.

Получение и анализ 3D-изображений может  
сыграть важную роль при лечении ВИЧ. Кон- 
фокальная и флуоресцентная микроскопия плос- 
костного освещения (LSFM) позволяют при ис- 
пользовании оптического срезания интактных 
тканей и анализа изображений быстро вос- 
станавливать пространственную информацию, 
содержащуюся в целых тканях, и количественно 
определять популяции иммунных клеток во 
время инфекции [70]. Эффективность заражения 
ВИЧ значительно увеличивается при передаче 
вируса через вирусологические синапсы между 
CD4+-Т-клетками и антигенпрезентирующими 
клетками, такими как дендритные клетки. Ис- 
следования с использованием ионной СЭМ, 

электронной томографии и сверхразрешающей 
световой микроскопии [71] показали простран- 
ственную архитектуру межклеточных контак- 
тов и распределение вирионов ВИЧ в вирусоло- 
гических синапсах, образованных между зре- 
лыми дендритными клетками и Т-клетками. 
Объемная реконструкция набора данных пока- 
зала, что инвагинации в зрелой дендритной 
клетке удерживают вирус в пространствах, 
сообщающихся с внешней средой, готовым к 
передаче Т-клеткам в функциональных вирусо- 
логических синапсах. Хотя механизмы передачи 
ВИЧ in vivo еще не полностью понятны, исследо- 
вания in vitro указывают на важность клеточных 
контактов. Около 50% контактов в синапсах 
включают филоподиальные вставки, это может 
снижать эффективность нейтрализующих анти- 
тел и требовать более высоких концентраций 
терапевтических препаратов для блокирования 
инфекции. Это подчеркивает необходимость 
разработки стратегий, направленных на ранние 
стадии инфицирования.

Методы криоэлектронной микроскопии и 
криоэлектронной томографии позволили получить 
3D-изображения взаимодействия безоболочечного 
вируса Блютанг с везикулярной мембраной [72]. 
Анализ данных установил взаимодействие “ножки” 
вируса Блютанг и липосомальной мембраны, а 
также взаимодействие между стеблями белка 
внешнего капсида (VP5), кодируемого вирусом, 
и липосомальной мембраной (рис. 8).

При помощи 3D-электронной томографии 
исследовали тонопласты в растительных клетках 
при заражении различными вирусами [73]. Было 
показано, что тонопласты, индуцированные 
вирусами огуречной мозайки (CMV, Cucumber 
mosaic virus) и некроза табака (TNV-AC), морфо- 
логически схожи, хотя эти вирусы сильно отли- 
чаются. Также было обнаружено, что в дополнение 
к тонопласту CMV может использовать мульти- 

Рис. 8. Наложение гипотетической модели полноразмерного VP5-тримера и поверхностный вид усредненных карт 
субтомограмм стебля без мембраны (а) и стебля с мембраной (б) [72].

(а) (б)



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ          том 51          № 4          2025

590 CАФОНОВ и др.

везикулярное тело (MVB) для создания фабрик 
репликации. Полученные результаты согласуются 
с раннее высказанной теорией о том, что вакуоль 
образуется из MVBs [74].

Получение 3D-изображений может дать боль- 
шое количество информации о поверхностном 
строении бактерий. Например, организация по- 
верхностных структур спор представителей 
различных видов бацилл B. cereus, B. thuringiensis 
и B. laterosporus (Br. laterosporus) была детализи- 
рованно показана с применением СЭМ [75]. Ис- 
пользование СЭМ позволило избежать обработки 
образца, в ходе которой поверхность бактерий 
могла повредиться или видоизмениться. В ис- 
следовании было выявлено, что споры B. thurin- 
giensis и В. cereus имеют относительно гладкую 
поверхность и покрыты экзоспориумом. Также 
анализировали два кристаллоносных штамма  
Br. laterosporus Lat 006 и IGM16-92. Их споры 
имеют характерный признак – каноэвидное вклю- 
чение, прикрепленное к споре. Размеры каноэ 
штаммов Lat006 и IGM16-92 составляли 0.5–0.6 
и 0.25– 0.4 мкм соответственно. Каноэ было от- 
четливо видно на 3D-изображениях.

Анализ 3D-изображений позволил определить 
клеточное распределение стафилококкового белка 
щелочного шока 23 (Asp23), который совместим с 
образованием нитей [76]. С помощью СЭМ и серии 
последовательных ультратонких срезов по 50 нм 
удалось восстановить картину распределения 
Asp23 (рис. 9).

3D-реконструкции показали, что распределе- 
ние Asp23 в мутанте amaP соответствует обра- 
зованию кольцеобразных полимеров, как пред- 
полагает широкоугольная визуализация Asp23, 
помеченного Cerulean, а распределение Asp23  
в клетках дикого типа подтвердило наблюдение,  
что во время деления клетки Asp23 не локали- 
зуется в перегородке, и показало, что Asp23 нерав- 
номерно распределен по клеточной мембране. 
Характер распределения Asp23 в мутанте amaP 
(кольцеобразный) и в клетках дикого типа (свя- 
занный с поверхностью) подтверждается статис- 
тическим анализом с использованием K-функции 
Райпле [77].

При помощи совмещения очистки и 3D- 
визуализации тканей с мультиплексным окра- 
шиванием бактериальной рРНК был измерен 
состав микробиоты слизистой оболочки с таксо- 
номическим и высоким пространственным разре- 
шением [78]. Также были получены 3D-изображе- 
ния микробиоты после взаимодействия анти- 
биотиков, что необходимо для понимания про- 
цесса изменения характера колонизации бакте- 
риями крипт кишечника. В слепой кишке была  
обнаружена широко распространенная колони- 
зация щелей (образованных в результате слия- 
ния крипт) и неоднородная колонизация крипт.  
Аналогичным образом большая часть прокси- 
мального отдела толстой кишки мышей была 
равномерно покрыта слоями слизи и бактерий. 
3D-визуализация и секвенирование показали, 

Рис. 9. 3D-реконструкция на основе СЭМ, оранжевые и красные сферы показывают распределение молекул Asp23, 
меченных иммуноголдом, с учетом ошибки связывания 40 нм, мутантного amaP (1) и дикого типа (2). Синими 
элементами отмечено положение нуклеоидов. Линии указывают положение границы раздела клеточная стенка/
клеточная мембрана [76]. 
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что бактерии семейства Muribaculaceae могут 
играть важную роль в неоднородной колониза- 
ции крипт. Также было обнаружено, что в отсут- 
ствие Muribaculaceae и антибиотика крипты сле- 
пой кишки повторно колонизировались способом, 
сравнимым с колонизацией крипт, которые не  
подвергались воздействию антибиотиков. Кроме 
этого, анализ 3D-изображений дал информацию 
о том, что бациллы (Lactobacillaceae) были ближе  
к просветному концу крипт, чем бактероидеты и 
клостридии, независимо от воздействия ципро- 
флоксацина. Таким образом, 3D-визуализация 
микроорганизмов слизистой оболочки с таксо- 
номическим разрешением позволила выявить 
закономерности в их пространственном рас- 
пределении на разных уровнях и позволила 
распознать пространственные закономерности, 
которые не изменились после уничтожения 
доминирующей бактерии и повторной колонизации 
крипт.

Также СЭМ помогла восстановить 3D-структуру 
простейшего паразита Trypanosoma brucei [79]. 
Информация о точном строении бактерий может 
служить ключом к созданию новых лекарственных 
форм для борьбы с ними.

Комбинирование 3D-АСМ- и СЭМ-изобра- 
жений помогло установить, что гибель клеток 
неоднородна в пространстве и времени в течение 
формирования биопленки и, по-видимому, при- 
водит к возникновению механических сил, ко- 
торые могут генерировать макроскопические 
3D-структуры [80]. В частности, количественное 
описание прямого взаимодействия между кле- 
точными и механическими процессами показы- 
вает, что локализованная гибель клеток и обра- 
зование складок представляют собой упорядочен- 
ный и контролируемый процесс во время развития 
биопленки. Любая микробная биопленка, которая 
демонстрирует рост и гибель клеток в сочетании 
с образованием ECM (внеклеточного матрикса), 
будет подвержена механическим силам. Также 
было обнаружено, что образование складок в 
результате гибели клеток предполагает, что даже 
частичное уничтожение бактериальных клеток в 
биопленках может усилить образование складок.

6. 3D-МИКРОСКОПИЯ  
В ИССЛЕДОВАНИИ ОРГАНОВ

В настоящее время одно из самых популярных 
направлений, остро нуждающихся в 3D-методах 
визуализации, – это исследования органов и  
тканей. Например, многие исследования в об- 
ласти сосудистых заболеваний направлены на 
детальное понимание структуры и функции стенки 

кровеносных сосудов. Использование физических 
методов дает информацию об эластичности и 
диаметре артерии, вследствие чего необходима 
3D-визуализация с высоким пространственным 
разрешением. Ранее препарат аорты en face, 
также известный как люминальная поверхность 
аорты, исследовали с помощью сканирующей 
электронной микроскопии (СЭМ) [81, 82] и АСМ 
[83, 84]. Метод 3D-конфокальной рамановской 
микроскопии позволяет визуализировать данные 
в виде 3D-карт распределения [85]. Этот подход, 
использованный в исследовании [86], был на- 
правлен на многопараметрический анализ стен- 
ки сосуда, поэтому образцы стенки сосуда en face  
были подвергнуты последовательной 3D-рама- 
новской и АСМ-визуализации, что впоследствии 
позволило провести прямую корреляцию хи- 
мической структуры (рамановские данные) с 
морфологией поверхности (АСМ).

Также одно из популярных направлений ис- 
следований органов человека – изучение пе- 
чени. Важная составляющая – формирование 
3D-моделей, например, для оценки фиброза пе- 
чени [87], стеатоза печени [88], колоректального 
рака [89], неалкогольного стеатогепатита [90], а  
также микроанатомии тканей [91] и органелл 
[92] такими методами, как мультифокальная мик- 
роскопия с использованием пространственного 
модулятора света [93]. Такие области, как мем- 
бранные контакты и эндоплазматический рети- 
кулум, – частый объект для изучения печени. 
Мембранные контакты (МК) – области близкого 
расположения мембран, которые позволяют пе- 
редавать клеточные сигналы и регулируют дина- 
мический обмен разнообразными биомолеку- 
лами между соседними органеллами без вовле- 
чения слияния мембран. МК часто включают 
эндоплазматический ретикулум (ЭР), основное 
место синтеза липидов и хранения клеточного 
кальция, и особенно важны для органелл. В сов- 
ременных исследованиях, связанных с мембран- 
ными контактами, зачастую используются 3D- 
методы измерений [94–98]. Например, в статье 
[99] применили последовательную блоковую 
сканирующую электронную микроскопию (serial 
block face scanning electron microscopy, SB-EM) и 
электронную томографию (ЭТ) для визуализации 
биогенеза фагофора в трех измерениях и для оп- 
ределения взаимосвязи между фагофором и окру- 
жающими органеллами с высоким разрешением. 
Также были проведены исследования с ис- 
пользованием метода объемной электронной мик- 
роскопии (volume electron microscopy, vEM) для 
получения 3D-ультраструктурной взаимосвязи 
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между ЭР и их МК в гепатоцитах печени [100] 
и метода серийной секционной электронной 
томографии (ssET) для понимания роли контактов 
между ЭР и другими органеллами в липидном 
обмене печени [101].

Легкое – один из самых сложных органов в  
организме человека, структура которого довольно  
сложную организована [102], вследствие чего по- 
лучение высококачественных микроскопических 
3D-изображений затруднено. За последние деся- 
тилетия разработаны различные микроскопи- 
ческие и гистологические методы [103], однако 
получение клинически значимых данных для 
3D-визуализации до сих пор представляет собой 
достаточно сложную задачу [104]. Органоиды –  
3D-структуры, которые могут воспроизводить ос- 
новные структурные и функциональные аспекты  
многих органов [105], вследствие чего органоиды 
представляют собой важный инструмент для 
исследований органов и поиска новых методов 
лечения, в том числе терапии различных легочных 
заболеваний [106–108]. В качестве методов для  
3D-визуализации легочных органоидов исполь- 
зуются различные неинвазивные методы микро- 
скопии, такие как конфокальная, многофотонная 
лазерная сканирующая микроскопия и LSFM,  
которые позволяют визуализировать общую 
архитектуру ткани в пределах одного биоло- 
гического образца. В исследованиях [109, 110]  
был разработан подробный протокол для 3D- 
визуализации с высоким разрешением фикси- 
рованных и очищенных органоидов. Группа 
ученых [111] также использовала метод LSFM,  
т.к. он позволяет визуализировать макроскопи- 
ческую и мезоскопическую архитектуру цельных 
легочных тканей в трех измерениях. Однако 
CLSM определяет фенотипы и местоположение 
отдельных иммунных клеток в срезах легочной 
ткани. Авторы [111] представляют новый подход, 
где объединены эти два метода, что позволило 
им получить комплексную пространственную 
информацию об образце, а в исследовании [6] 
применялась объемная электронная микроскопия. 

В развитии регенеративной медицины поли- 
мерные нановолокна играют уникальную роль 
[112, 113], т.к. скаффолды на их основе успешно 
используются для создания имплантов для за- 
мены мягких и эластичных тканей [114]. Взаимо- 
действие клетки со скаффолдом существенно 
увеличивает степень свободы системы клетка– 
волокно, и в исследовании [115] для построения  
детальной и механистической модели наноинтер- 
фейса клетка–волокно его изучали с использова- 
нием методов CLSM [116], сканирующей зондовой 

нанотомографии (СЗНТ) [21] и ПЭМ. В статье 
[117] сообщается об использовании сканирующей 
электронной микроскопии в сочетании со сфоку- 
сированным ионным пучком (FIB-SEM) для 
характеристики взаимодействий клеток с 3D- 
каркасами, полученными с помощью различных 
методов изготовления. Этот подход позволяет со- 
хранять и получать высокое разрешение интер- 
фейсов каркас–клетка (скаффолд-клетка), под- 
черкивая расположение плазматической мем- 
браны, архитектуры и состав внеклеточного 
матрикса, а также клеточные структуры, играю- 
щие роль в адгезии клеток к поверхности. Также  
проводились исследования волокнистых био- 
материалов на основе синтетических полимеров. 
Так, в статье [118] представлены результаты 
3D-наноструктурных исследований особенностей 
биопечатного тканевого сфероида, который 
взаимодействует с полиуретановым двухслойным 
биосовместимым каркасом. 3D-реконструкция 
позволяет количественно рассчитать важные 
морфологические параметры склеенных клеток, 
каркасов и границ раздела клетка–каркас. А  
в статье [119] с использованием метода FIB- 
SEM была получена 3D-визуализация взаимо- 
действий клетка–нановолокно в рамках различных 
архитектур каркасов из нановолокон, полученных 
электроспиннингом, (PLGA) (D,L-лактид-коглико- 
лидная кислота) показала согласованное взаимо- 
действие между остеобластами и поверхностями 
нановолокон, способствующее формированию 
филоподий остеобластов для успешного роста 
клеток. В качестве каркасов для электроспиннинга 
также используют биополимеры белковой породы, 
например, в статье [120] были получены новые 
данные о структуре и биологических свойствах 
каркасов из фиброина шелка/спидроина. Эти 
данные позволили получить новую информацию 
о структуре и биологических свойствах каркасов. 

7. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

За последние десятилетия применение ме- 
тодов 3D-микроскопии в области биомеди- 
цинских исследований значительно способ- 
ствовало углубленному пониманию различных 
процессов на микро- и наноуровнях. Интеграция 
нескольких методов микроскопии и последую- 
щая 3D-визуализация открывают новые гори- 
зонты в изучении молекулярных взаимодейст- 
вий, а также в ультраструктурных исследованиях 
тканей и органов. В ходе анализа множества 
работ, посвященных 3D-визуализации объектов 
с использованием методов электронной, опти- 
ческой и сканирующей зондовой микроскопии, 
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а также их комбинаций в различных областях 
биологии, мы постарались подчеркнуть важ- 
ность 3D-микроскопии для биомедицинских 
исследований. Среди методов, применяемых для 
3D-визуализации, сканирующая электронная 
микроскопия занимает ведущее место, оста- 
ваясь ключевым инструментом для анализа 
биологических объектов. Перспективные иссле- 
дования биологических структур с использова- 
нием 3D-методов открывают новые возможности 
для более глубокого понимания строения этих 
объектов, что, в свою очередь, может привести 
к созданию новых лекарственных препаратов и 
углублению наших знаний о процессах возник- 
новения и развития заболеваний.
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Three-dimensional microscopy (3D microscopy) has become an important tool in cellular analysis and 
biomedical research, providing unique opportunities to visualize and study complex biological structures. 
The capabilities of different types of microscopies in studying cellular structures and macromolecular 
complexes span a wide range of scales, from investigating cell behavior and function in physiological 
environments to understanding the molecular architecture of organelles. At each scale, the challenge 
of 3D imaging is to extract the highest possible spatial resolution while minimizing damage to living 
cells. This review highlights the various applications of 3D microscopy in areas such as cancer research,  
viruses, bacterial properties and structure, and organ and implant microstructure analysis. In the context 
of oncology, 3D imaging allows detailed investigation of cellular interactions, tumor microenvironment, 
and tumor heterogeneity, which contributes to a better understanding of the mechanisms of metastasis and 
resistance to therapy. In virology, 3D methods help to reveal the structure of viruses and their interactions 
with cellular components, which is of key importance for the development of vaccines and antiviral drugs. 
Studying bacteria using 3D microscopy opens up new horizons in understanding their colonies, biofouling, 
and pathogenicity. In addition, analyzing the microstructures of organs and implants using 3D technolo-
gies improves the quality and safety of medical devices. Finally, integrating 3D microscopy into the drug 
development process allows for more accurate assessment of the efficacy and toxicity of new compounds 
at the cellular level. Thus, 3D microscopy is a powerful tool for in-depth study of biological processes and 
the development of innovative solutions in medicine.

Keywords: three-dimensional microscopy, three-dimensional visualization, three-dimensional reconstruction,  
molecular interactions, organoids, malignancies


