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В данном обзоре рассматриваются возможности использования электронной микроскопии в га-
зовых средах для анализа и морфофизиологического воздействия на биологические структуры. 
Исследуются подходы, в рамках которых изменяется не только состав газовой атмосферы, но и 
температура, влажность, давление/разрежение. Указывается на применимость кинетическо-
го/динамического подхода для манипуляций на тканях и биокосных структурах. Как частный 
случай воздействия на среду в искусственных атмосферах отмечается возможность моделиро-
вания индуцируемого пучком формирования и дезинтеграции молекулярных структур абиоге-
нетического характера. 
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1. ПРИНЦИПЫ ЭЛЕКТРОННОЙ  
МИКРОСКОПИИ В ГАЗОВОЙ СРЕДЕ 

 

Для экспериментально-морфологических ис-
следований in situ под электронным пучком, воз-
действующим на единичные клетки [1] и ткани 
[2], наивысшую проблему и сугубую необходи-
мость в последней четверти ХХ века представля-
ло создание в камере, пригодной для прижизнен-
ного наблюдения и сохранения физиологических 
функций, изучаемого объекта газовой среды, что 
входило в противоречие с достижимостью каче-
ства детектирования изображения или аналити-
ческого сигнала от экспериментальной ткани   
из-за неизбежности рассеяния электронов в газе 
[3], из чего следовало не только взаимодействие 
облучающего пучка со средой, окружающей 
биологический объект, но и взаимодействие сиг-
нального, то есть детектируемого пучка с газом 
[4], делавшее бессмысленным всякие попытки 
получения аналитической информации из заре-
гистрированного сигнала в силу эффектов элек-
тронно-ионной рекомбинации [5] и фоновых 
проблем с катодолюминесценцией и сцинтилля-
циями в газе [6]. Из данных предпосылок насущ-
ным требованием практики являлось преодоле-
ние противоречия между прижизненным харак-
тером физиологического исследования объекта в 
естественной природной среде, которую следо-
вало иметь для этого в электронно-микроско-
пической камере (состав газа, варьируемые тем-
пература и давление, возможность частичного 
замещения состава газа в целях прекондициони-

рования [7–9], в том числе при изменении давле-
ния в камере и парциального давления газа         
[10, 11] и т.д.), и потребностями регистрации, 
являвшимися неотъемлемыми, по физическим 
причинам (или, вернее, принципам), свойствами  
самого метода.  

Более того, при отсутствии возможностей 
микроскопии в различных газовых средах отсут-
ствовала и возможность прижизненного динами-
ческого изучения структуры клеток и тканей в 
зависимости от изменения состава эксперимен-
тальной «атмосферы» (легшей в основу такой 
перспективной на данный момент отрасли, как 
газовая биология [12, 13]), несмотря на то что 
методы динамического, в частности, прижизнен-
ного исследования структур известны были в 
электронной микроскопии с середины 1960-х 
годов (т.н. «стробоскопическая электронная 
микроскопия» [14–17], в настоящее время 
успешно замещенная методами четырехмерного 
электронно-микроскопического анализа [18–20],  
хотя многие подобные методы микроскопии, в 
частности, динамическая криоэлектронная мик-
роскопия и микрообработка, являющаяся новым 
подходом в структурной, системной и синтети-
ческой биологии [21], сохраняют элементы клас-
сической стробоскопической техники [22]). 

Решение было достигнуто в пионерских рабо-
тах Г.Д. Данилатоса, заложившего принципы 
нового метода – т.н. ESEM (Environmental 
Scanning Electron Microscopy), позволившего 
вводить образцы в контролируемую газовую 
среду, включая атмосферную. Опуская промежу-
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точные фазы публикационной активности           
указанного автора, имеющего более полусотни 
работ по ESEM, для полноты сведений можно 
сослаться на серию работ, в которых описыва-
лась обобщенная форма аппаратуры такого рода, 
пригодной как для атмосферной сканирующей 
микроскопии, так и для аналогичной электрон-
ной микроскопии в контролируемой газовой сре-
де [23–26]. Немногим позже аналогичные уста-
новки стали достаточно распространены в      
различных лабораториях, что привело к созда-
нию множества техник тонкого ультраструктур-
ного или цитоморфологического анализа при 
атмосферном давлении. В настоящее время         
существует множество методов и техник такого 
рода, включая сканирующую просвечивающую 
электронную микроскопию атмосферного давле-
ния [27], корреляционную сканирующую элек-
тронную микроскопию в атмосферной среде и 
корреляционную иммуноэлектронную микро-
скопию в атмосферной среде [28, 29], технологии 
атмосферной сканирующей электронной микро-
скопии для регистрации динамических явлений в 
жидкостях и газах, на соответствующих грани-
цах раздела фаз [30]. Эти технологии подходят 
для анализа одиночных клеток в газовой среде               
[31, 32], культур клеток и тканей [33, 34], визуа-
лизации и систематизации биологически значи-
мых объектов окружающей среды [35] и микро-
кристаллов белка [36] (в последнее время при 
нормальном давлении окружающей среды удает-
ся достигать эффективной визуализации вплоть 
до атомарного уровня [37]).  

 

2. БИОФИЗИКО-БИОХИМИЧЕСКИЕ  
ПРОБЛЕМЫ ЭЛЕКТРОННОЙ  

МИКРОСКОПИИ В ГАЗОВОЙ СРЕДЕ 
 

Можно выделить два принципиальных эле-
мента атмосферной электронной микроскопии и 
электронной микроскопии в газовой среде для 
биологических приложений: а) достижение варь-
ируемого давления нагнетаемой «атмосферы»;  
б) подбор биологически оптимального химиче-
ского состава «атмосферы». Первые попытки 
создания электронных микроскопов с контроли-
руемым давлением газа относятся к началу  
1960-х гг. [38], но их актуализация произошла 
только после создания ESEM в 1980-х, а в насто-
ящее время электронные микроскопы варьируе-
мого давления интенсивно используются для  
зарядово-контрастного картирования биологиче-
ских образцов [39] и подобных задач биологиче-
ской визуализации [40], а также для ультрамик-
роскопической пробоподготовки и обработки 
образцов на наноструктурном уровне [41]. Вто-
рая проблема несколько сложнее, поскольку, ес-
ли рассматривать электронную микроскопию в 

реакторном приближении [42], необходимо при-
нять во внимание неизбежное взаимодействие 
нагнетаемого в камеру газа с газовыми компо-
нентами биологических тканей, что особо акту-
ально в случае таких популярных для электрон-
но-микроскопической визуализации объектов, 
как газовые вакуоли одноклеточных [43] или 
ткани легких [44], а также в экспериментах по 
изучению вторичной структуры белка в газовых 
везикулах [45] и прикладных тестовых измере-
ниях на газопроницаемых линзах [46]. Так как 
многочисленные миогистологические исследо-
вания и смежные молекулярно-биологические 
работы также проводятся в электронно-микро-
скопических камерах с контролируемым соста-
вом газа [47, 48], это утверждение можно рас-
пространить и на эту область, а учитывая катали-
тический характер взаимодействий и фермента-
тивные свойства миозина [49], и интерпретиро-
вать это направление как аналог каталитических 
электронно-микроскопических исследований в 
газовой среде [50]. Понятно, что, так как катали-
тические процессы в биологической среде про-
текают по принципам биофизической химии [51] 
и ферментативной кинетики [52],  переход к ис-
следованию микроструктуры и ультраструктуры 
в нативных атмосферных условиях, сохраняю-
щих динамику, равнозначен появлению элек-
тронно-микроскопической динамической биохи-
мии – уже не в том, достаточно упрощенном по-
нимании, как это было в 1940–1950-е [53, 54], 
влиявшем на научную мысль, и в конце 1980-х 
[55], а в том, более современном смысле, кото-
рый связан с химическим и макромолекулярным 
(даже фазово-супрамолекулярным) анализами 
[56], компартментализацией и химической, в 
частности современной энзиматической кинети-
кой [57].  

Динамические физико-химические процессы 
могут быть исследованы при термостатировании 
экспериментальной среды на заданном уровне. 
Биофизические и физиологические процессы 
также требуют термостатирования (если речь 
идет не о криобиологии и не об экстремофилах). 
Соответственно необходимы электронно-микро-
скопические аксессуары и средства пробоподго-
товки и содержания образца in situ в камере с 
термо-/криостатированием. 

Для контроля среды в газовой камере в насто-
ящее время разработаны дифференцированные 
средства: газоинжекционные держатели с термо-
нагревом в просвечивающей микроскопии [58], 
специализированные ячейки для in situ наблюде-
ний [59, 60], многофункциональные сканирую-
щие электронно-микроскопические системы для 
работы в контролируемой среде [61], прогрес-
сивно отличающиеся от ранних конструкций [62] 
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(в частности – широкодиапазонным температур-
ным контролем с сохранением содержания газов 
в аналитической камере [63]). Под данную аппа-
ратуру разработаны множественные метрологи-
ческие методики, применимые и при работе с 
биологическими или смешанными объектами. 
Речь идет о методах полуколичественного рент-
геновского микроанализа с цифровой обработкой 
данных, нивелирующей вносимые газом искаже-
ния [64], специальных устраняющих аберрации 
средовых технологиях [65], техниках измерения 
эффективного пути пробега носителей заряда 
сканирующего пучка в газовой среде [66], газо-
во-каскадном усилении в электронной микро-
скопии высокого разрешения [67], методах кон-
троля состава газа в камере в режиме реального 
времени при электронной спектроскопии на низ-
ких энергиях или химической визуализации, 
осуществляемой на эквивалентных принципах 
[68]. Наивысшая точность метрологии достига-
ется в позиционно-чувствительном анализе тако-
го рода при использовании совершенных экспе-
риментальных установок с электронной эмисси-
ей с углеродных трубок, возмущаемых при газо-
вых и атмосферных условиях плазмой атмосфер-
ного давления [69]. 

 

3. ПРОБЛЕМЫ ВЛАЖНОСТИ  
БИОЛОГИЧЕСКИХ ОБРАЗЦОВ  

И ОКИСЛИТЕЛЬНОГО ХАРАКТЕРА СРЕДЫ 
 

Во всех биологических работах по электрон-
ной микроскопии атмосферного давления имеет 
место единая проблема – влажность образцов 
(аналогично тому, как в рентгеноструктурном 
или рентгенодифракционном анализе качество 
поверхности зависит от смачиваемости кристал-
ла и может качественно определяться ею [70]). 
Как очевидно из психрометрических принципов 
[71], скорость испарения жидкости увеличивает-
ся по мере уменьшения давления и относитель-
ной влажности воздуха, а значит, требуется    
использовать поддерживающую некоторую 
влажность камеру, но это может входить в про-
тиворечие с оптимальными для регистрации     
параметрами газовой колонны и/или камеры. В 
то же время необходимость психрометрической  
оптимизации для клеток, тканей или изолиро-
ванных фрагментов может считаться доказанной 
(по крайней мере – давно и хорошо изученной 
для растений [72, 73] и постулируемой из оче-
видных соображений для климатической стаби-
лизации при культивации животных тканей в 
инкубаторах контролируемой газовой среды с 
термостатированием [74–76]).  

С начала 1970-х гг. [77, 78] появляются рабо-
ты по конструкциям средовых камер для анализа 

влажных биологических образцов. В последнее 
время эта тенденция продолжает развиваться, но 
уже с упором на наноструктурное материалове-
дение [79]. Последние достижения в области 
микроструктурной акваметрии связаны с крио-
электронной микроскопией [80], в особенности с 
корреляционным анализом индуцированных из-
менений при нуклеолярном стрессе [81]. Аква-
метрия при наличии атмосферы или искусствен-
ного газового заполнения камер отличается от 
известных термовакуумных методов акваметрии 
[82], так как с психрометрических позиций обла-
дает большей сложностью и размерностью кри-
вых – в зависимости от содержания газов. Инте-
ресной проблемой является корреляция данной 
характеристики со смачиваемостью поверхности 
и ее сорбционными характеристиками, так как 
гидрофобность влияет на формирование конден-
сата и результат электронно-микроскопического 
замера точки росы при отсутствии других пока-
зателей [83].  

Одними из частных случаев таких затрудне-
ний являются сорбционные, фильтрационные 
препараты и хроматографические носители, по-
лучаемые в результате биохимических и молеку-
лярно-биологических изысканий. В частности, 
известны изменения в структуре сорбентов при 
газовой хроматографии [84, 85] и аналитических 
пластинок, в основе которых лежат реакции с 
поверхностью твердого тела [86]. Более того, 
имеются специализированные электронно-
микроскопические установки для получения изо-
терм адсорбции [87], данных о структурных          
изменениях на атомном уровне в ходе взаимо-
действия газа с твердой поверхностью [88] и 
наблюдения процессов взаимодействия в режиме 
реального времени [89, 90]. Если учесть, что 
большинство цитоморфологических и уль-
траструктурных изысканий вообще производится 
на подложках и электронно-микроскопических 
сетках, очевидна необходимость учета вышеука-
занных явлений в электронной микроскопии в 
атмосферной среде с использованием влажных 
препаратов.  

Еще одной биологической тонкостью для 
проведения электронной микроскопии в газовых 
средах является окисляющий характер многих 
сред, в том числе входящих в стандартные среды 
газовой закачки. Так, с 1940-х гг. известны эф-
фекты газовой полимеризации при электронной 
или иной зарядно-корпускулярной бомбардиров-
ке поверхностей, влекущие за собой морфологи-
чески обнаруживаемые изменения [91], а в          
1970-х гг. разработаны технологии абляции био-
логических поверхностей при посредстве  акти-
вированного кислорода для сканирующей    
электронной микроскопии [92]. Кроме того,    
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несмотря на явный уклон в наноструктурное  
материаловедение, продолжает сохранять акту-
альность проблематика синтеза или обработки 
вещества (клеток, тканей, биоматериалов и пр.) 
сфокусированным электронным или ионным 
пучком [93, 94], приводящая к наработке многих 
экзотических интермедиатов и сборке экзотиче-
ских структур. Множественные попытки мини-
мизировать и редуцировать взаимодействия пуч-
ка с газом в электронных микроскопах регулиру-
емого давления [95] в конечном итоге ведут к 
уменьшению химических процессов в газовой 
среде и на поверхности, но не исключают неко-
торых индуцированных структурных перестроек 
в самом веществе.  

Физическая оптимизация методами Монте-
Карло, часто используемая при моделировании 
рассеяния электронного пучка специалистами в 
области электронной микроскопии [96], когда на 
траектории распространения электронов образец 
предстает как мишень, с которой и происходит 
взаимодействие пучка, не дает ответа на вопрос о 
структурно-химических перестройках в среде, 
если они не сопряжены с элементным химизмом 
(изотопией, ядерно-физическими процессами). 
Как правило, такие симуляции имеют влияние на 
улучшение качества изображения [97], но не на 
биологически ориентированную оптимизацию 
физики процесса взаимодействия пучка с тка-
нью; хотя в биомедицине известно, что рацио-
нальная конфигурация электронного пучка обес-
печивает оптимизацию структурно-биологи-
ческого эффекта [98], а в криоэлектронной мик-
роскопии давно используются методы сайт-
специфичной фокусировки пучка [99]. Частич-
ным решением в методе газовой электронной 
микроскопии биологических препаратов может 
быть т.н. «газовая юбка» – уширение пучка при 
его рассеянии в газовой среде [100], хотя умень-
шение фокусировки влечет за собой понижение 
качества изображения, а последнее чревато хо-
рошо известным воздействием на результаты 
полуколичественного рентгеновского микроана-
лиза в колонне [101]. Проблемы же с разделени-
ем компонент сигнала в сканирующей электрон-
ной микроскопии при условиях среды (газа) или 
атмосферы и при «естественной» температуре 
известны с 1970-х гг. [102], а методы их разделе-
ния появились только в 1990-х – не ранее чем 
средства компьютерной автоматизации позволи-
ли это сделать [103]. 

 

4. ПРИМЕНИМОСТЬ ГАЗОВОЙ  
ЭЛЕКТРОННОЙ МИКРОСКОПИИ  
В ИССЛЕДОВАНИИ АБИОГЕНЕЗА 

 

С точки зрения корпускулярного воздействия 
на биологические и абиогенные среды [104, 105], 

могут быть интересными синхронизированный 
синтез и химический анализ протобиополимеров 
под пучком напрямую в газовой колонне, вос-
производящий условия абиогенеза и формирова-
ния предбиологических соединений под дей-
ствием известных корпускулярных факторов в 
различных газовых атмосферах. Анализ в режи-
ме реального времени в данном случае может 
проводиться по принципам позиционно-
чувствительного электронного микрозондового 
анализа/спектрометрии вторично-эмиссионного 
характеристического рентгеновского излучения 
(энергодисперсионная или волнодисперсионная 
спектрометрия – в зависимости от того, по энер-
гии или по длине волны делятся фотоны). Также, 
несмотря на то, что большинство формирую-
щихся протобиополимеров в тонких слоях или 
пленках представляют собой частично упорядо-
ченные среды («soft matter»), реализуем микро-
рентгеноструктурный анализ формируемых    
образований [106]. С химических позиций,         
задача моделирования абиогенетических процес-
сов в искусственных газовых атмосферах обу-
словлена тем, что известные или предполагаемые 
составы предбиологических и ксенобиотических 
атмосфер, в частности восстановительная ме-
тансодержащая и водородсодержащая [107],  
вулканические эруптивные и фумарольные газы 
[108], азотсодержащая атмосфера в ряде экзоти-
ческих экзопланетарных концепций [109] и це-
лый ряд других, содержат различные комбина-
ции простых соединений органогенов, таких как 
аммиак, метан, водород, азот, угарный, углекис-
лый и сернистый газы, сероводород, формальде-
гид и др., необходимых для абиогенного синтеза 
органики. В общем термодинамическом случае 
абиогенная атмосфера представляет собой идеа-
лизируемый газ, с которым протоклеточная мем-
брана или липидный бислой может «работать» 
как демон Максвелла [110]. С позиций физики 
абиогенеза, данная постановка задач обусловле-
на известной ролью космических лучей                   
[104, 105], в особенности заряженных частиц 
[111, 112], в формировании предбиологических 
органических соединений в газовых средах [113], 
что кардинально отлично от принципов космиче-
ского формирования тех же соединений под дей-
ствием космических излучений [114]. Аналогич-
ное верно для эмиссии частиц радиоизотопами 
[115], которая, учитывая наличие явлений кла-
стерной радиоактивности, испускания протона 
или двух протонов, позитронного распада и т.д., 
позволяет бомбардировать «прекурсор» абио-
генного синтеза достаточно дифференцирован-
ными для синтеза разных продуктов видами   
излучений. Также в связи с возможной каталити-
ческой ролью минеральной подложки в процес-
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сах предбиологического синтеза и структурооб-
разования принципиальное значение при иссле-
довании подобных процессов в электронно-
микроскопической камере имеет учет химиче-
ского взаимодействия среды с подложкой. Этот 
аспект проблемы, впрочем, не входит в задачи 
настоящей статьи, поэтому подробно далее не 
рассматривается. Вследствие восстановительно-
го характера первичной атмосферы (соответ-
ствующего необходимым условиям абиогенного 
синтеза органики) проблем с фиксацией образ-
цов в газовой среде, сопряженных с газовым 
окислением (см. п. 3), при моделировании абио-
синтеза в газовой атмосфере в электронно-
микроскопической колонне быть не должно. 

 

НЕОБХОДИМАЯ  
ТЕРМИНОЛОГИЧЕСКАЯ  

РЕМАРКА 
 

В заключение следует отметить, что, не явля-
ясь средством неразрушающего контроля, метод 
газовой электронной микроскопии работает как 
аналитический только до пределов, определимых 
квантовой структурой возможных прекурсоров 
или протобионтов [116, 117], после чего он 
начинает прямо действовать на образец как тако-
вой, вызывая организацию либо перестройки в 
его структуре. В связи с этим мы также хотели 
бы предостеречь читателей от невнимательного 
цитирования без использования оригинала, часто 
встречающегося в русскоязычной периодике, 
когда с газовыми электронными микроскопами, 
подобными рассматриваемым в настоящей рабо-
те, «смешиваются» микроскопы, способные фик-
сировать поведение квантового газа [118, 119], в 
силу чего говорится о достижимости на газовых 
электронных микроскопах квантового разреше-
ния, что не реализуемо на практике в силу взаи-
модействия со средой в тракте распространения 
пучка до объекта или же, правильнее говорить, 
когда речь идет о воздействии пучком на препа-
рат-прекурсор, мишени. 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
 

1. Проблема environmental condition microsco-
py может быть разделена на две части – микро-
скопия при естественной («комнатной»/«лабора-
торной») температуре и микроскопия в есте-
ственной атмосфере. Технически обе задачи мо-
гут быть решены в одном объединенном для 
данных целей устройстве. Последняя задача мо-
жет быть экстраполирована и на другие атмо-
сферы, не эквивалентные по составу земной ат-
мосфере. В таких условиях можно моделировать 
абиогенез напрямую под пучком электронного 
микроскопа либо исследовать ксенобиологиче-

ские системы, хемоавтотрофные бактерии 
(включая анаэробные), лабильность микробных 
экосистем для сред с разным составом газа и т.п. 
Возможность возникновения компартментализо-
ванных структур из абиогенного материала уже 
на ранних стадиях формирования протобиологи-
ческих систем в соответствующих условиях пер-
вичной земной атмосферы делает морфострук-
турное исследование продуктов абиогенного 
синтеза необходимым дополнением к данным об 
их химическом составе. 

2. Проблема глубинной environmental элек-
тронной микроскопии в жидких средах не реше-
на и, вероятно, неразрешима на данном этапе 
(хотя, например, на ускорителях – источниках 
синхротронного излучения возможны соответ-
ствующие отведения, но это не электронные от-
ведения, а отведения «оптического» пучка). 

3. Возможно совмещение морфологического 
(«localomics»), динамического («dynamomics»), 
спектрального (спектроскопия вторично-эмисси-
онного рентгеновского излучения или микрозонд 
в режиме сканирования, относящийся по мас-
штабу времен к «localomics») и структурного 
(электронно-дифракционные и рентгенодифрак-
ционные методы in situ; вообще – структурный 
анализ in situ soft mater структур, таких как био-
логические системы) анализов при работе и ма-
нипуляциях в газовой среде. 

4. Совмещение «localomics» и «dinamomics» 
ведет к синхронному морфофизиологическо-
му/функционально-морфологическому и морфо-
биохимическому/гистохимическому анализам   
in situ при заданных условиях среды, что создает 
предпосылки для принципиально новой                    
4D-ультраморфологии на газово-электронно-
микроскопической основе. 

5. Возможно совмещение синтеза или инду-
цированной самосборки органических структур 
и соединений под пучком в атмосфере, что поз-
воляет применять метод газовой электронной 
микроскопии для моделирования химических 
стадий абиогенеза и иных инициированных пуч-
ком процессов, используя газонаполняемую ка-
меру как экспериментальный реактор. 
 

Мы выражаем благодарность сотрудникам           
Отдела метрологии и средств измерений ГЕОХИ 
РАН, обеспечивших нас документацией на уникальное 
экспериментальное оборудование, давшее возмож-
ность начать работы в данном направлении.  
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Summary 
 

This paper reviews opportunities of using electron  
microscopy in various gas atmospheres for the analysis 
and morpho-physiological modification of biological 
structures. The approaches that allow varying  the gaseous 
phase content, as well as temperature, humidity and pres-
sure are considered. The applicability of both kinetic and 
dynamic approaches to the tissue and bioinorganic struc-
ture manipulations is pointed out. A possibility of simula-

tion of the beam-induced formation and disintegration of 
abiogenetic molecular structures is also mentioned as a 
particular case of the electron beam influence and treat-
ment of the precursor medium in an artificial atmosphere. 
 

Keywords: electron microscopy, atmospheric scan-
ning, electron beam processing, artificial atmospheres, 
gas micro-chambers, abiogenesis. 
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