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Gradov O.V. Towards Polarizing Correlative Light-Electron Microscopy (PCLEM).  

ABSTRACT. The Polarizing Correlative Light-Electron Microscopy (PCLEM) accessory (for TESLA BS-300 scanning 

electron microscope with goniometric stage) is proposed. Such accessories may be used not only in classical scanning elec-

tron microscopy chambers, but also in ESEM-like DIY-setups (Environmental Scanning Electron Microscopy).  
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Введение 

Технология корреляционной световой и 

электронной микроскопии (Correlative Light-

Electron Microscopy (CLEM)) представляет собой 

сравнительно новый метод измерений на фикси-

рованных ультратонких срезах и живых объектах 

[1-5]. В идеализированной форме, схематически, 

его можно представить, как способ установления 

колокализации маркеров и зон интереса (ROI) в 

электронном микроскопе с помощью вдвигаемой 

в его камеру (или к ней присоединенной с окна – 

при наличии соответствующей оптики) головки 

оптического микроскопа с установленной на ней 

цифровой камерой. Анализ колокализации в 

CLEM в настоящее время выполняется только 

для узкого ряда промышленно выпускаемых ме-

ток и с помощью специализированного про-

граммного обеспечения [6,7]. Техническое раз-

витие и диверсификация методов электронной 

микроскопии, оптической микроскопии и анали-

за / математико-морфологической обработки 

изображений к моменту внедрения CLEM было 

уже настолько продвинутым, что технических 

вопросов в области комбинаторики самых про-

грессивных методов электронной и цифровой 

оптической микроскопии возникать не могло, 

что обеспечило практически некритическое вос-

приятие подобных методов и чисто линейный, 

опирающийся на моду и наиболее «импактные» 

тренды, характер внедрений. В силу этого, роль 

электронного микроскопа в получении информа-

ции и измерениях свелась к визуализации (по-

скольку это – наиболее понятный и легко де-

шифруемый показатель для среднего пользова-
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теля), а метки, номенклатура которых была 

сформирована в 2000-е гг., в период популярно-

сти флуоресцентной и, особо, конфокальной 

микроскопии, приобрели, в силу этого, чисто 

специфический иммуногистохимический и мо-

лекулярно-биологический характер. На англий-

ской странице «Википедии» по CLEM, следуя 

сайтам производителей, с недавних пор даётся 

определение CLEM: «combination of an optical 

microscope – usually a fluorescence microscope – 

with an electron microscope». Действительно, 

большинство статей по CLEM подразумевает 

микроинъекцию молекул для визуализации кле-

точных мишеней, что поясняется, в частности, в 

виде видеопротоколов [8], напоминающих ана-

логичные для конфокальной и флуоресцентной 

микроскопии.  

Конкретные метки могут содержать атом / 

атомы металла (например, кадмия), что позволя-

ет достигать синхронно контрастов карты элек-

тронной плотности и флуоресценции [9] (либо 

оптической плотности). Однако, в ряде случаев, 

часть протокола, относящаяся к метке, наиболее 

адекватна иммуноэлектронной микроскопии, 

разработанной десятилетия назад. Различные 

комбинации технологических и системотехниче-

ских приёмов и модулей, будучи нацеленными 

на улучшение качества и точности сигнала, а не 

на изменение дескрипторов анализа, увы, не 

приносят результатов, ожидаемых от метода 

пользователями-морфологами. Уже достигнут 

порог вокселя в 2 нм [10], ниже которого пред-

мет биологического рассмотрения не имеет 

смысла (мембраны и мозаичные условно мем-

браномиметические бислои имеют толщины от 

1-2 нм на слой до 20 нм в сечении; ширина двой-

ной спирали ДНК – 2,2-2,4 нм). Проведены ис-

следования на клетках растений в режиме обрат-

ного рассеяния пучка на системе CLEM со ска-

нирующим электронным микроскопом [11]. В 

различных комбинациях совмещены криомикро-

скопия и микроскопия стандартных условиях с 

различной степенью вакуумирования камеры или 

допустимого напуска атмосферы (см., например, 

[12-14]).  

В любых таких техниках всё же существует 

предел информативности, обусловленный био-

химической селективностью той или иной метки, 

а также тривиальным подходом к инструмента-

рию исследования – в силу чего он не всегда 

продвигает исследователя к цели, а зачастую 

порабощает его методике с заведомо известными 

критериями индикации (метки, их спектральные 

свойства, прямые и косвенные ограничения). В 

то время, как в биологической микроскопии об-

щего профиля в течение последних полутора-

двух десятилетий идёт ожесточенные исследова-

ния и с ними связанные дискуссии о возможно-

сти физической визуализации без меток и марке-

ров (т.н. “label-free techniques”), CLEM, наобо-

рот, склоняется к флуоресцентным меткам, кото-

рые, по очевидным физико-химическим причи-

нам, нарушают прижизненную структуру (либо 

реактивности к другим меткам) клеточного об-

разца. Несмотря на то, что CLEM способна, при-

чем – без конфокального оптического слайсинга 

и рендеринга, точно восстанавливать 3D рельеф 

объекта [15,16], восстанавливаются, по сути, 

только детали локализации метки, нанесенные на 

паттерн образцов, зарегистрированный вторым 

микроскопическим блоком. Возможности карти-

рования иных физических свойств с установле-

нием колокализации их с морфологией объекта – 

не существует в CLEM. 

В связи с этим, целесообразно создание 

расширенных средств CLEM, способных, на базе 

известных приёмов микроскопии и оптического 

картирования, обеспечить нанесение на барельеф 

изображения, получаемый, условно, методом 

«А», карты физических свойств, детектируемых 

методом «Б». Одним из важнейших параметров 

биологического образца, с позиций оптической 

идентификации, является поляризация. В систе-

мах in vitro это может быть реализовано посред-

ством известных методов поляриметрии, позво-

ляющей отличить правовращающие и левовра-

щающие молекулы (например, аминокислоты и 

сахара). Из-за суммирования, усреднения и ин-

терференции подлежащих сигналов при поляри-

зационной микроскопии in vivo это сделать 

сложнее. Однако поляризация может нести су-

щественный набор биологически-релевантных и 

физико-химических дескрипторов, вследствие 

чего на данный момент нет альтернатив поляри-

зационным исследованиям ряда морфологиче-

ских (морфоструктурных) / морфодинамических 

феноменов. Однако все соответствующие этой 

группе явлений поляризационные дескрипторы 

не учитываются в современной CLEM. 

Меж тем, круг подобных явлений достаточ-

но широк, чтобы привести к разработке на эле-

ментарной технической базе ХХ века (к которой 

относятся первые «морфологические» реализа-

ции поляризационно-микроскопических принци-

пов измерений) поляризационных и поляризаци-

онно-интерференционных насадок для CLEM. 

Примерами явлений, структур и реактивных фе-

номенов такого рода, демонстрирующими разно-

образие приложений этой техники, являются 

прецеденты поляризационно-микроскопического 

измерения мембран и гигантских везикулярных 

структур [17], включая анализ текучести мем-

бран (последнее – на флуоресцентном / люми-

несцентном поляризационном микроскопе) и, 

вследствие этого, деформируемости мембранных 

цитологических структур [18]; исследования и 

измерений длины саркомера на мышечном пре-

парате [19] и изменений свойств эластичных во-

локон с субмикроскопической прецизионностью 

[20,21], двулучепреломления клеточных струк-
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тур и субклеточных компартментов [22] (в том 

числе – для сравнительной органеллографии, в 

отсутствие электронно-микроскопических 

средств исследования); нейробиохимических и 

иммуноморфологических методов детектирова-

ния, в частности, как элементарный пример дан-

ного подхода, анализ эффективности перокси-

дазной реакции в нейроморфохимии [23] (в три-

виальном примере – пероксидаза хрена); иден-

тификации и типирования структуры и поверх-

ности отдельных видоспецифичных биоструктур, 

например – яиц паразитов [24]. 

Поэтому нашей группой были начаты опыт-

но-конструкторские работы по адаптации мето-

дов поляризационной микроскопии для внедре-

ния её в системы CLEM. 

Материалы и результаты 

Нами была использована поляризационная 

система с оптического тракта микроскопа Carl 

Zeiss Polmi с микрофотонасадкой (“Polmi A” mit 

Mikrofotografischer Einrichtung MF) с байонет-

ным фиксатором, совместимым также с микро-

проекционной насадкой (“Polmi A” mit 

Mikroprojektionseinrichtung), за исключением 

серийных объективов – планахроматов в ком-

плектации прибора. Данная насадка после созда-

ния переходника с байонета на резьбу устанав-

ливалась в одно из боковых окон колонны мик-

роскопа TESLA BS-300, на котором ранее были 

имплементированы протоколы многоугловых 

измерений с использованием на практике экви-

валентных федоровскому и коноскопическому 

гониометрических столов. За счет этого достига-

лась возможность использования CLEM в режи-

мах, свойственных ранее только минералогиче-

ской поляризационной микроскопии. В качестве 

CMOS-регистратора сигнала использовалась мо-

дифицированная веб-камера с подключением по 

универсальной серийной шине. Изображение 

контакта резьбы с колонной стороны и модерни-

зированной головки “Polmi A”, на конце которой 

закреплена камера, приведено на рис. 1.  

Заключение 

Таким образом, на базе элементарных физи-

ческих принципов и устаревшей системы, с по-

мощью которой в настоящее время невозможно 

извлечь эвристически-ценных новых данных, 

тем не менее, возможно создать гибридную ап-

паратную платформу, в системной логике кото-

рой общий пул данных будет обладать каче-

ственной новизной и иметь новый смысл, опре-

деляемый совмещением и корреляционным ана-

лизом отклика в поляризации и электронно-

пучковой регистрации одновременно (в колока-

лизации и синхронном анализе прямых метроло-

гических данных – изображений). 

Перспективы дальнейших исследований 

Предварительный анализ возможностей раз-

вития корреляционной микроскопии при внедре-

нии в неё технологий поляризационной оптики 

не ограничивается поляризационно-

трансмиссионной микроскопией. По факту, для 

измерений оптически-плотных объектов с ис-

пользованием электронного микроскопа рацио-

нально измерение также и эллиптической поля-

ризации по принципам, подобным микроэллип-

сометрии, в том числе спектральной (в случае 

планарных призматических подложек возможно 

создание гибридных систем и GUI CLEM, адап-

тированных для проведения локальной спектро-

скопии SPR – поверхностного плазмонного резо-

нанса – причём, металлизация интерфейса приз-

мы и объекта, напыление металла на SEM-

исследуемый объект и гибридная процедура бу-

дут эквивалентны) внутри колонны. Чипы, обес-

печивающие безлинзовую ультрамикроскопию 

внутри колонн, также могут использоваться в 

микропроекционном режиме как регистраторы 

поляризационного сигнала. Возможно создание 

поляризационной корреляционной электронной / 

оптической криомикроскопии и поляризацион-

ной CLEM в контролируемых атмосферах и вод-

ных или иных жидкостных средах [25,26].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Рис. 1. Изображение контакта резьбы с колонной 

стороны и модернизированной головки “Polmi A”, на 
конце которой закреплена камера. 
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Градов О.В. Поляризаційна кореляційна електронно-оптична мікроскопія (PCLEM). Перше 

попереднє повідомлення. 

РЕФЕРАТ. Запропоновано конструкцію поляризаційної приставки для кореляційної електронної та 

оптичної мікроскопії (т.зв. CLEM) у вакуумній камері від скануючого електронного мікроскопа TESLA 

BS-300 з багатовісним гоніометричний столом, що заміщає столи типу Федорова (3-5-вісні) і спеціалізо-

вані для коноскопіческіх поляризаційних вимірювань . Дана система може бути впроваджена також в 

ESEM - Environmental Scanning Electron Microscopy, тобто в камері з контрольованим середовищем / ат-

мосферою. 

Ключові слова: кореляційна електронна і світлова мікроскопія; скануюча електронна мікроскопія в 

контрольованих атмосферах; п’ятивісний столик Федорова на карданних передачах; поляризаційний мі-

кроскоп; гоніометричний стіл електронного мікроскопа. 

 

 

Градов О.В. Поляризационная корреляционная электронно-оптическая микроскопия 

(PCLEM). Первое предварительное сообщение. 

РЕФЕРАТ. Предложена конструкция поляризационной приставки для корреляционной электрон-

ной и оптической микроскопии (т.н. CLEM) в вакуумной камере от сканирующего электронного микро-

скопа TESLA BS-300 с многоосным гониометрическим столом, замещающим столы типа Федорова (3-5-

осные) и специализированные для коноскопических поляризационных измерений. Данная система может 

быть внедрена также в ESEM – Environmental Scanning Electron Microscopy, т.е. в камере с контролируе-

мой средой / атмосферой.  

Ключевые слова: корреляционная электронная и световая микроскопия; сканирующая электронная 

микроскопия в контролируемых атмосферах; пятиосный столик Федорова на карданных передачах; по-

ляризационный микроскоп; гониометрический стол электронного микроскопа. 


