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треХМерНыЙ АНАлиЗ МиКрО- и НАНОСтрУКтУры 
тКАНи леГКОГО МетОдОМ СКАНирУЮЩеЙ ЗОНдОВОЙ 
НАНОтОМОГрАФии
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Цель. Провести анализ трехмерной микро- и наноструктуры и количественных морфологических пара-
метров ткани легкого крысы. Материалы и методы. Для исследования, были получены образцы ткани 
легкого крысы породы Wistar. Изучение трехмерной структуры ткани легкого было выполнено методом 
сканирующей зондовой нанотомографии при помощи экспериментальной установки, объединяющей уль-
трамикротом и сканирующий зондовый микроскоп. Результаты. Получены наномасштабные изображения 
и трехмерные нанотомографические реконструкции участков межальвеолярных перегородок легкого 
крысы. Определены морфологические параметры поверхности межальвеолярной перегородки: средняя 
шероховатость, удельная эффективная площадь. Установлено, что средняя шероховатость реконструиро-
ванной поверхности перегородкисоставляет 345,4 ± 24,5 нм, а удельная эффективная площадь 2,7 ± 0,2 ед. 
Выводы. Полученные в результате исследования данные демонстрируют, что технология сканирующей 
зондовой нанотомографии позволяет определять количественные характеристики морфологии ткани легко-
го. Использование метода сканирующей зондовой нанотомографии для трехмерного анализа структуры и 
характеристик ткани легкого позволит повысить эффективность разработок по созданию новых критериев 
диагностики патологических состояний.
Ключевые  слова:  легкие,  альвеолы, межальвеолярная перегородка,  сканирующая  зондовая 
микроскопия,  нанотомография.
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Objective: to analyze the 3D micro- and nanostructure and quantitative morphological parameters of rat lung 
tissue. Materials and methods. Wistar rat lung tissue samples were obtained for the study. The 3D structure 
of the lung tissue was studied via scanning probe nanotomography using an experimental setup combining an 
ultramicrotome and a scanning probe microscope. Results. Nanoscale images and 3D nanotomographic recon-
structions of the interalveolar septal sections of the rat lung were obtained. Morphological parameters (average 
roughness and specific effective area) of the interalveolar septal surface were determined. It was found that 
the average roughness of the reconstructed septal surface was 345.4 ± 24.5 nm, and the specific effective area 
was 2.7 ± 0.2 units. Conclusions. Results obtained demonstrate that scanning probe nanotomography allows 
to quantify lung morphology. The use of scanning probe nanotomography for 3D analysis of the structure and 
characteristics of lung tissue will increase the efficiency of future developments on creation of new criteria for 
diagnosing pathological conditions.
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ВВедеНие
Развитие методов микроскопических исследо-

ваний трехмерной наноструктуры клеток и тканей 
чрезвычайно важно для понимания структурных и 
молекулярных механизмов, отвечающих за их функ-
циональность и своевременного детектирования 
патологических изменений. Таким образом, боль-
шое значение приобретают современные методы 
исследования трехмерной микро- и наноструктуры 
биологических объектов, в частности, такие методы 
микроскопии высокого разрешения, как сканирую-
щая зондовая микроскопия (СЗМ) и сканирующая 
электронная микроскопия с фокусированным ион-
ным пучком (СЭМ/ФИП) [1, 2].

Исследования с использованием СЭМ/ФИП поз-
волили реконструировать трехмерную организацию 
альвеол в ткани легких мыши [3] и миофибрилл, 
Т-трубочек, саркоплазматического ретикулума и 
митохондрий в миоцитах [4, 5]. Недавнее открытие 
взаимосвязанных сетей митохондрий в мышечных 
клетках [6] убедительно доказывает, что методы 
нанотомографии позволяют эффективно исследо-
вать трехмерные взаимосвязи между клеточными 
органеллами, компартментами и системами. Эти 
структуры практически невозможно охарактеризо-
вать полностью, используя обычные методы микро-
скопии, позволяющие получать только двухмерные 
изображения и проекции клеточных структур. Од-
нако СЭМ/ФИП нельзя назвать оптимальным ме-
тодом для анализа биологических объектов, так как 
используемые электронные и ионные пучки могут 
вызывать нежелательные повреждения структуры 
поверхности, а контраст и разрешение на СЭМ-изоб-
ражениях образцов после воздействия ионного пучка 
могут быть снижены [1, 2, 7, 8].

Физические принципы получения изображений 
при помощи СЗМ принципиально отличаются от 
принципов как оптической, так и электронной микро-
скопии [9–11]. В случае СЗМ растровые изображения 
топографии и распределений физических свойств по-
верхности образца строятся за счет анализа особен-
ностей физического взаимодействия сверхострого 
зонда (кантилевера) со сканируемой поверхностью. 
Интеграция техники получения сверхтонких сре-
зов образца (ультрамикротомии) с методами СЗМ 
в рамках единого приборного комплекса позволяет 
реализовать технологию сканирующей зондовой на-
нотомографии (СЗНТ) [2]. Компьютерная обработка 
серий последовательных СЗМ-изображений поверх-
ности образца, полученных непосредственно после 
сверхтонких срезов, дает возможность при помощи 
специализированного программного обеспечения 
выполнять трехмерную реконструкцию микро- и 
наноструктуры исследуемых образцов, что позво-
ляет применять любые методики СЗМ для задач 

трехмерного анализа. Таким образом, анализ трех-
мерных структур тканей различных органов мето-
дом СЗНТ дает возможность получать уникальную 
информацию об их наномасштабной организации, 
недоступную для других методов. Немаловажно 
также, что анализ трехмерных СЗНТ-реконструкций 
биологических объектов и материалов позволяет ко-
личественно оценивать такие важные параметры их 
наноморфологии, как микро- и нанопористость [12], 
эффективная площадь и шероховатость поверхности, 
отношение площади поверхности к объему [13].

Развитие технологии СЗНТ в применении к ис-
следованиям органов и тканей может позволить 
разработать новые методы и критерии диагностики 
состояния органов доноров и пациентов для задач 
современной трансплантологии. В данной работе 
представлены исследования трехмерных струк-
тур ткани легкого крысы с использованием мето-
дов СЗНТ.

МАтериАлы и МетОды
Подготовка образцов ткани легкого 
крысы для исследований методами 
сканирующей зондовой нанотомографии

В экспериментах использовали самцов крыс по-
роды Wistar (вес особи 250–350 г). Операцию с жи-
вотными осуществляли под ингаляционным эфир-
ным наркозом. Крысу помещали брюхом вверх на 
операционный стол и расправляли лапы. Пинцетом 
оттягивали кожу на брюхе, и ножницами выполняли 
продольный разрез кожи на средней линии брюш-
ной стороны тела от полового отверстия до грудины. 
Кожу отворачивали и закрепляли. Далее вскрывали 
грудную полость, производили забор легких, отсекая 
трахею и артерии. После забора легкие помещали 
в раствор натрий-фосфатного буфера (рН = 7,4) и 
отмывали от крови.

Для изготовления препарата для СЗНТ при по-
мощи скальпеля вырезали фрагменты ткани легкого 
размером 3×3 мм. Далее для фиксации полученных 
образцов фрагменты помещали в 2,5% раствор глута-
рового альдегида в натрий-фосфатном буфере (рН = 
7,4) и инкубировали в течение 2 часов в темноте при 
+4 °С. Затем производили три отмывки образцов в 
натрий-фосфатном буфере по 10 минут. После это-
го производили дегидратацию образцов проводкой 
по спиртам с увеличивающейся концентрацией по 
схеме:
а) р-р этанола 30% – 10 мин;
б) р-р этанола 50% – 10 мин;
в) р-р этанола 70% – 10 мин;
г) р-р этанола 80% – 10 мин;
д) р-р этанола 96% – 10 мин.

Далее производили три отмывки образцов в про-
пиленоксиде по 10 минут, а затем инкубировали в 
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смеси пропиленоксида и эпоксидной смолы в соот-
ношении 1:1 в течение 30 минут, после чего образцы 
переносили в смесь пропиленоксида и эпоксидной 
смолы в соотношении 1:2 и инкубировали в течение 
30 минут. Затем образцы заключали в эпоксидную 
смолу, инкубировали в термостате при 45 °С в тече-
ние 24 часов, после чего продолжали инкубацию в 
течение 48 часов при температуре 60 °С.

Для заливки образцов использовалась эпоксидная 
среда (Epoxy Embedding Medium, Sigma-Aldrich, кат. 
№ 45345), смешиваемая с равным по массе количест-
вом отвердителя заливочной среды (додеценилянтар-
ный ангидрид, Sigma-Aldrich, США, кат. № 45346) 
и 4% по массе DMP-30 (Sigma-Aldrich, США, кат. 
№ 45348).

Сканирующая зондовая нанотомография 
образцов ткани легкого крысы

Для исследований образцов ткани легкого крысы 
методами СЗНТ использовалась экспериментальная 
установка Ntegra Tomo. Данный комплекс позволяет 
производить последовательные СЗМ-измерения по-
верхности образцов непосредственно после выпол-
нения среза ультрамикротомом. Последовательные 
срезы образца толщиной 60 нм выполнялись с ис-
пользованием алмазного ножа Diatome Ultra AFM 35 
(Diatome AG, Швейцария) с шириной режущей кром-
ки 2,0 мм.

СЗМ-измерения проводились в полуконтактном 
режиме при скорости сканирования 1,0 Гц с исполь-
зованием кремниевых зондов-кантилеверов NSG10 
(NT-MDT, Москва) с резонансной частотой 240 кГц 
и радиусом кривизны острия <10 нм. Первичная об-
работка изображений проводилась в программе Nova 
ImageAnalysis 1.0.26.1443 (NT-MDT, Москва), трех-
мерные томографические реконструкции структуры 
легкого были получены в программе ImagePro Plus 
6.0 (Media Cybernetics, Inc, США).

Вычисление морфологических 
параметров трехмерных поверхностей

Анализ реконструированных методом СЗНТ по-
верхностей при помощи программного обеспечения 
ImagePro Plus 6.0 (Media Cybernetics, Inc, США) 
позволяет определить и проанализировать наномас-
штабные параметры этих поверхностей, такие как 
средняя шероховатость Ra и эффективная площадь 
поверхности σ.

Для вычисления данных параметров реконстру-
ированная поверхность рассматривается как двух-
мерный массив данных (значений высот Z) размера 
N×M, где N и M – число столбцов и строк. Перед 
вычислениями из поверхности вычитают поверх-
ность первого порядка (плоскость), что соответствует 
устранению наклона.

Средняя шероховатость поверхности Ra рассчи-
тывается как среднее значение модуля отклонения 
значения высоты точек массива от среднего значения 
высоты:

 , (1)

где Zi, j – значение высоты в точке массива (i, j), 
Z  – среднее значение высоты Z, усредненное по 

всему массиву:

 . (2)

Эффективная площадь поверхности σ вычисля-
ется как отношение площади поверхности к пло-
щади ее двухмерной проекции на плоскость. Этот 
параметр определяет степень развитости поверхнос-
ти [14]. Реконструированная площадь поверхности S 
вычисляется с использованием метода триангуляции 
как сумма по массиву элементарных площадей si, j 
поверхности элементарных ячеек между 4 соседни-
ми точками массива (i, j), (i + 1, j), (i, j + 1), (i + 1, 
j + 1). При использовании метода триангуляции для 
вычисления элементарной площади вводится также 
средняя точка с высотой Zi, j  = (Zi, j + Zi + 1, j + Zi, j + 1 + 
Zi + 1, j + 1)/4 и эффективными координатами (i + 1/2, 
j + 1/2), и элементарная площадь вычисляется как 
площадь четырех треугольников, каждый из кото-
рых образован соседними вершинами элементарной 
ячейки и средней точкой. Так, например, площадь 
треугольника, образованного точками (i, j), (i + 1, j) 
и средней точкой задается выражением:

 , (3)

где dx и dy – физические размеры пикселей по со-
ответствующим осям. Так как мы используем по-
верхность, реконструированную методом СЗНТ, то 
в нашем случае dx будет определяться пиксельным 
разрешением СЗМ-измерения, а dy – толщиной среза 
между последовательными СЗМ-измерениями. Со-
ответственно, эффективная площадь поверхности 
будет задаваться как

 . (4)

реЗУлЬтАты и ОБСУЖдеНие
На рис. 1, а, приведен пример полученного СЗМ-

изображения (65×65 мкм) среза участка респиратор-
ного отдела легкого. На данном изображении можно 
выделить области пузырьков с размерами порядка 
20–30 мкм и наноструктурированных межальвео-
лярных перегородок шириной 10–20 мкм. На рис. 2 
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представлено СЗМ-изображение (15×15 мкм) участ-
ка межальвеолярной перегородки между двумя об-
ластями пузырьков. На данном изображении видно, 
что межальвеолярная перегородка имеет сложную 
наномасштабную морфологию и выраженную нано-
структуру. Топология и морфологические параметры 
перегородок имеют важнейшее значение для функ-
циональности альвеол и эффективности процессов 
газообмена [15, 16].

Используемая технология СЗНТ позволяет изу-
чать наноразмерные особенности поверхности меж-
альвеолярной перегородки с высоким разрешением. 
На рис. 2 представлено увеличенное изображение 
(2,5×2,5 мкм) среза складки поверхности межальвео-
лярной перегородки, характеризующейся сложной 
формой и наноструктурой и окруженной пленкой 
сурфактанта.

Также важнейшим преимуществом метода СЗНТ 
является возможность трехмерной реконструкции 
тканевых структур, в частности, поверхности пере-
городки. На рис. 3 показано СЗМ-изображение фраг-
мента области границы межальвеолярной перего-
родки с пузырьком (16×16 мкм), имеющей сложную 
морфологию. Для оценки трехмерной морфологии 
межальвеолярной перегородки была выполнена трех-
мерная реконструкция данного участка при помощи 
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Рис. 1. СЗМ-изображение топографии поверхности участков ткани легкого крысы после среза ультрамикротомом: 
а – СЗМ-изображение участка респираторного отдела легкого, размер скана 65×65 мкм, диапазон вариации высоты 
18 нм, размерный отрезок 10 мкм; б – СЗМ-изображение межальвеолярной перегородки, размер скана 15×15 мкм, 
диапазон вариации высоты 48 нм, размерный отрезок 2 мкм; 1 – области пузырьков; 2 – альвеолярные перегородки

Fig. 1. SPM topography image of surface areas of rat lung tissue after ultramicrotome section: a – SPM image of region of res-
piratory lung area, scan size 65×65 µm, height variation 18 nm, scale bar 10 µm; б – SPM image of region of alveolar septum, 
scan size 15×15 µm, height variation 48 nm, scale bar 2 µm; 1 – areas of alveolus; 2 – areas of alveolar septum

Рис. 2. СЗМ-изображение топографии поверхности сре-
за складки межальвеолярной перегородки; размер скана 
2,5×2,5 мкм, диапазон вариации высоты 13 нм, размер-
ный отрезок 500 нм

Fig. 2. SPM topography image of surface of alveolar sep-
tum surface folding; scan size 2.5×2.5 µm, height variation 
13 nm, scale bar 500 nm
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метода СЗНТ. Для этого выполнено 10 последова-
тельных срезов образца толщиной 120 нм и получено 
10 последовательных СЗМ-изображений участка по-
верхности размером 16×16 мкм. Полученная визуа-
лизация трехмерной поверхности показана на рис. 4.

Необходимо отметить, что сложная морфология 
поверхности межальвеолярной перегородки харак-
теризуется значительным увеличением эффектив-
ной площади. Специализированное программное 
обеспечение, используемое для визуализации трех-
мерных реконструкций, позволяет определить как 
шероховатость поверхности перегородки Ra, так и 
удельную эффективную площадь ее поверхности σ, 
вычисляемую как отношение площади трехмерной 
поверхности к площади ее проекции на плоскость. 
Для полученной нами трехмерной реконструкции 
величина параметра удельной эффективной площади 
σ составляет 2,7 ± 0,2, что свидетельствует о высо-
кой степени развитости поверхности. Наношерохо-
ватость реконструированной трехмерной поверхнос-
ти Ra составляет 345,4 ± 24,5 нм.

Интересно, что поверхность межальвеолярной 
перегородки часто образует изгибы и складки, при-
водящие к образованию внутренних пузырьков или 
мешочков размером в несколько микрон с узкой 
входной щелью. Пример изображения подобной 

структуры приведен на рис. 5. Заметим, что шири-
на воздушного «горлышка» данного внутреннего 
пузырька составляет около 120 нм, а поверхность 
перегородки во внутренней области утолщается и 
имеет гетерогенную структуру. Данные структуры 
связаны с протекающими в альвеолах процессами 
газообмена.

Отработанная нами методика исследования нано-
масштабных структур альвеол при помощи скани-
рующей зондовой нанотомографии применима для 

Рис. 4. Трехмерная реконструкция фрагмента поверх-
ности межальвеолярной перегородки методом СЗНТ: 
16×16×1,2 мкм, толщина среза 120 нм

Fig. 4. SPNT three-dimensional reconstruction of a fragment 
of surface of the alveolar septum: reconstructed volume 
16×16×1.2 µm, section thickness 120 nm

Рис. 3. АСМ-изображение топографии поверхности 
области границы межальвеолярной перегородки с пу-
зырьком после среза ультрамикротомом; размер скана 
16×16 мкм, диапазон вариации высоты 24 нм, размерный 
отрезок 2 мкм

Fig. 3. SPM topography image of the surface of a region of 
alveolar septum border with a alveolus; scan size 16×16 µm, 
height variation 24 nm, scale bar 2 µm

Рис. 5. СЗМ-изображение топографии поверхности фраг-
мента внутреннего пузырька альвеолы после среза уль-
трамикротомом; размер скана 5,5×5,5 мкм, диапазон ва-
риации высоты 17 нм, размерный отрезок 500 нм

Fig. 5. SPM topography image of the surface area of an inner 
alveolus; scan size 5.5×5.5 µm, height variation 17 nm, scale 
bar 500 nm
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решения ряда задач структурной биологии, напри-
мер, актуальной проблемы исследования трехмер-
ной организации межальвеолярных перегородок и 
определения их количественных морфологических 
параметров на наноуровне.

ЗАКлЮчеНие
В представленной работе выполнены исследова-

ния наноструктурных особенностей ткани легкого 
крысы с использованием метода СЗНТ. Получена 
трехмерная реконструкция поверхности межальвео-
лярной перегородки в ткани легкого крысы. Показа-
но, что сложная трехмерная морфология ее поверх-
ности характеризуется значительным увеличением 
эффективной площади поверхности перегородки. 
Удельная эффективная площадь поверхности σ ре-
конструированного участка межальвеолярной пере-
городки составляет 2,7 ± 0,2, что свидетельствует о 
высокой степени развитости поверхности.

Технология СЗНТ позволяет получать уникаль-
ную информацию о взаимосвязи наномасштабных 
особенностей структуры и функциональной актив-
ности клеток и тканей.
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