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ОПТИМАЛЬНЫЙ МЕТОД ПРОБОПОДГОТОВКИ КЛЕТОК  

ГРАМОТРИЦАТЕЛЬНЫХ БАКТЕРИЙ ДЛЯ СКАНИРУЮЩЕЙ  

ЭЛЕКТРОННОЙ МИКРОСКОПИИ 

Оренбургский федеральный исследовательский центр УрО РАН (Институт клеточного и 

внутриклеточного симбиоза УрО РАН), Оренбург, Россия 

Цель. Подобрать оптимальную методику подготовки бактериальных клеток для 

сканирующей электронной микроскопии на модели грамотрицательной бактерии Salmo-

nella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium (ATCC 14028S). 

Материалы и методы. Клетки сальмонелл двукратно отмывали от питательной 

среды 0,1M фосфатно-солевым буфером (PBS), и проводили 4 варианта пробоподготовки 

для сканирующей электронной микроскопии (СЭМ). 

Результаты. Были протестированы 4 метода пробоподготовки клеток модельного 

организма Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium (ATCC 14028S), выявле-

на оптимальная концентрация фиксатора (1%) и начальная концентрация раствора этанола 

для обезвоживания образца (5%). 

Заключение. Выявлено, что клетки сальмонелл требуют более тонкой 

пробоподготовки, по сравнению с грамположительными бактериями, такими как 

стафилококки или коринебактерии. Препараты из клеток сальмонелл требуют 

обязательного обезвоживания с плавным градиентом концентрации этанола, а также 

сушки в критической точке. 

Ключевые слова: Сканирующая электронная микроскопия, морфология, сальмонеллы. 
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OPTIMUM METHOD FOR SAMPLE PREPARATION OF GRAM-NEGATIVE 

BAСTERIA CELLS FOR SCANNING ELECTRON MICROSCOPY  

1 Orenburg Federal Research Center, UB RAS (Institute for Cellular and Intracellular Symbiosis, 

UВ RAS), Orenburg, Russia 

Aim. To select the optimal method for preparing bacterial cells for scanning electron mi-

croscopy on a model of gram-negative bacterium Salmonella enterica subsp. enterica serovar 

Typhimurium (ATCC 14028S). 

Materials and methods. Salmonella cells were washed twice from the nutrient medium 

with 0.1M phosphate-buffered saline (PBS), and 4 variants of sample preparation for scanning 

electron microscopy (SEM) were performed. 

Results. Four methods of sample preparation of cells of the model organism Salmonella 

enterica subsp. enterica serovar Typhimurium (ATCC 14028S), the optimal fixative concentra-

tion (1%) and the initial concentration of ethanol solution for sample dehydration (5%) were 

found. 

Conclusion. Salmonella cells have been found to require finer sample preparation than 

Gram-positive bacteria such as Staphylococcus or Corynebacterium. Preparations from Salmo-

nella cells require mandatory dehydration with a smooth gradient of ethanol concentration, as 

well as drying at the critical point. 

Key words: Scanning electron microscopy, morphology, salmonella. 
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Введение 

В настоящее время сканирующая электронная микроскопия (СЭМ) 

представляется чрезвычайно полезным инструментом для анализа морфоло-

гии биологических образцов. Разрешающая способность СЭМ зависит от 

длины волны электрона, которая намного короче длины волны видимого све-

та, что обеспечивает гораздо более высокое разрешение (обычно около 10 

нм), чем в традиционной световой микроскопии (около 200-250 нм) [1]. Но-

вые поколения СЭМ высокого разрешения позволяют достичь разрешающей 

способности в 1 нм, однако качество результатов работы самого современно-

го прибора может быть нивелировано плохой пробоподготовкой [2], поэтому 

выбор методики подготовки под конкретный тип образцов является перво-

очередной задачей исследователя. Неправильная подготовка образца может 

привести к усадке и деформации клеток, что может привести к неправиль-

ным, вводящим в заблуждение интерпретациям [3]. 

Целью данной работы явилась разработка оптимального протокола об-

работки образцов грамотрицательных бактерий для исследования методом 

СЭМ при анализе морфологии клеток. 

Процесс подготовки биологических образцов для СЭМ состоит из не-

скольких этапов, основные из которых включают фиксацию, обезвоживание, 

сушку и напыление. 

На первом этапе пробоподготовки биологические образцы обрабаты-

вают сшивающими реагентами. Целью этого процесса является сохранение 

неизменной структуры биологического материала, что позволяет отображать 

естественное состояние объекта. Известно много фиксаторов [4], однако на 

практике чаще всего применяют глутаровый альдегид и тетраоксид осмия. 

Наиболее популярным фиксатором при работе с бактериями является глута-

ровый альдегид, эффективность которого связана с его многокомпонентно-

стью [5]. Тетраоксид осмия является вторым наиболее часто используемым 

биологическим фиксатором, который сшивает липиды. Однако он проникает 

в клеточные структуры медленнее, чем глутаровый альдегид [5]. Кроме того, 

он проявляет канцерогенные свойства, а его пары токсичны для глаз, органов 

дыхания и пищеварения. Тетраоксид осмия также является сильным окисли-

телем и может вызвать нежелательное повреждение или усадку компонентов 

мембраны в процессе фиксации [6]. 

Бактериальные и эукариотические клетки в значительной степени со-
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стоят из воды, и перед помещением их в условия вакуума для напыления, во-

ду необходимо удалить. Поэтому следующим важным этапом подготовки 

биологических образцов для СЭМ является обезвоживание, при котором во-

да, присутствующая в клетках, постепенно удаляется. Обезвоживание прово-

дят путем погружения образцов на несколько минут в водные растворы эта-

нола возрастающей концентрации до достижения концентрации этанола 

100% [7]. 

Следующим этапом пробоподготовки является сушка в критической 

точке. Данный метод основан на том, что в критической точке жидкость пре-

вращается в газ, и это явление не сопровождается искажающими силами. Ра-

нее использованный осушитель вытесняется жидкостью (двуокисью углерода 

или фреоном), доведенной до критической температуры при повышенных 

температуре и давлении. Как только достигается критическая точка, нагрев 

поддерживается при критической температуре, и пар медленно выпускается из 

камеры до тех пор, пока давление в камере не сравняется с атмосферным [6]. 

Будучи непроводящими материалами, обезвоженные биологические 

образцы обычно вызывают проблемы с зарядкой поверхности в СЭМ. Заряд, 

накопленный на образце, разрушает первичный электронный пучок, что при-

водит к искажению изображения и низкой контрастности. Поэтому необхо-

димо покрывать образец тонким слоем проводящего материала, увеличивая 

таким образом его поверхностную проводимость [8]. Предпочтительными 

металлами для напыления являются золото, сплавы золота и палладия, пла-

тина, иридий и хром. 

Материалы и методы 

Культуру Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium (ATCC 

14028S) инкубировали в LB-бульоне (12 ч, 37 °С). Далее клетки собирали 

центрифугированием (5000 об/мин, 5 мин), и дважды отмывали от питатель-

ной среды 0,1 М PBS. 

В нашем исследовании использовано 4 варианта пробоподготовки об-

разцов для СЭМ: 

Вариант 1 

Клетки сальмонелл концентрировали центрифугированием, к осадку 

добавляли 2,5% глутаровый альдегид (Acros Organics, США) и инкубировали 

1 час при комнатной температуре. Далее клетки наносили на стеклянный 

слайд, высушивали при комнатной температуре, промывали в дистиллиро-
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ванной воде от глутарового альдегида, снова высушивали при комнатной 

температуре и производили напыление. 

Вариант 2 

На стеклянный слайд наносили 10 мкл 0,1% поли-L-лизина (Sigma Al-

drich, США), высушивали в холодильнике при 4 °С. На слайд с поли-L-

лизином наносили 5 мкл бактериальной суспензии (~106 КОЕ/мл), и, не до-

жидаясь высыхания, капали 10 мкл 2,5% глутарового альдегида. Далее обра-

зец проводили через растворы этанола, начиная с 20%, до абсолютного эта-

нола, с шагом в 10%. При этом в каждом растворе этанола образец инкубиро-

вали 5 минут, а в абсолютном этаноле – 10 минут. Далее производили сушку в 

критической точке и напыление образца. 

Вариант 3 

На слайд с поли-L-лизином наносили 5 мкл бактериальной суспензии 

(~106 КОЕ/мл), и, не дожидаясь высыхания, капали 10 мкл 1% глутарового 

альдегида. Далее образец проводили через растворы этанола, начиная с 10%, 

до абсолютного этанола, с шагом в 10%. При этом в каждом растворе этанола 

образец инкубировали 5 минут, а в абсолютном этаноле – 10 минут. Далее 

производили сушку в критической точке и напыление образца. 

Вариант 4 

На слайд с поли-L-лизином наносили 5 мкл бактериальной суспензии 

(~106 КОЕ/мл), и, не дожидаясь высыхания, капали 10 мкл 1% глутарового 

альдегида. Далее образец проводили через растворы этанола, начиная с 5%, 

до абсолютного этанола, с шагом в 5%. При этом в каждом растворе этанола 

образец инкубировали 5 минут, а в абсолютном этаноле – 10 минут. Далее 

производили сушку в критической точке и напыление образца. 

Сушку в критической точке производили на приборе Quorum K850 Crit-

ical Point Dryer (Quorum Technologies Ltd., Великобритания), в соответствии с 

рекомендациями производителя. Напыление производили золотом, на прибо-

ре Quorum Q150R S Plus (Quorum Technologies Ltd., Великобритания), 1 мин. 

Сканирование производили на приборе TESCAN Mira 3 (Tescan, Чехия), при 

напряжении 5 или 10 kV. 

Сушка в критической точке, напыление и сканирование были выполне-

ны в Образовательном центре выявления и поддержки одаренных детей «Га-

гарин» (Оренбург, Россия). 
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Результаты и обсуждение 

Результаты апробации первого варианта пробоподготовки, который 

подразумевал фиксацию 2,5% глутаровым альдегидом, высушивание и напы-

ление (без обезвоживания и сушки в критической точке) продемонстрирова-

ли, что клетки сальмонелл сильно деформируются, и не годятся для опреде-

ления морфологических характеристик (рис. 1). 

 

Рис. 1. Результаты сканирующей электронной микроскопии клеток Salmonel-

la enterica subsp. enterica serovar Typhimurium (ATCC 14028S), подго-

товленных по Варианту 1 пробоподготовки. 
 

При этом сходные методики активно используются для оценки морфо-

логии грамположительных бактерий, таких как стафилококки или коринебак-

терии [8, 9]. Это связано с большей ригидностью клеточной стенки грампо-

ложительных бактерий, которые имеют толстый слой пептидогликана. Таким 

образом, данная методика пробоподготовки не подходит для грамотрицатель-

ных бактерий, обладающих барьерными структурами меньшей ригидности. 

Кроме того, нами обнаружено, что часть клеток смывается со стеклян-

ной пластины при отмывке глутарового альдегида. Поэтому, в дальнейшем 

мы использовали подложку, модифицированную поли-L-лизином, который 

обеспечивает надежное прикрепление клеток. 

Пробоподготовка по Варианту 2 показала лучшую сохранность клеток 

сальмонелл, однако препарат по-прежнему содержал большое количество де-

формированных, «сморщенных» клеток. При рассмотрении электронограммы 

данного препарата видно большое количество клеток с разной морфологией, 
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среди которых встречаются как аномально длинные и узкие, так и аномально 

широкие (рис. 2). Также отмечено, что клетки, подготовленные по данной ме-

тодике, не полностью отмываются от глутарового альдегида, что выражается 

затемнением клеток, и меньшей контрастностью снимка. 

 

Рис. 2. Результаты сканирующей электронной микроскопии клеток Salmonel-

la enterica subsp. enterica serovar Typhimurium (ATCC 14028S), подго-

товленных по Варианту 2 пробоподготовки. 
 

В Варианте 3 протокола пробоподготовки, по сравнению со вторым ва-

риантом, мы уменьшили концентрацию глутарового альдегида с 2,5% до 1%, 

а также снизили начальную концентрацию этанола до 10%, увеличив таким 

образом ряд разведений этанола и общее время обезвоживания образца. 

Уменьшение начальной концентрации этанола должно было сгладить переход 

между концентрациями, а также дополнительно улучшить отмывку от глута-

рового альдегида, за счет большего количества воды в начальных концентра-

циях спиртов.  

Клетки сальмонелл, подвергнутые пробоподготовке по третьему вари-

анту протокола, выглядят морфологически однородными по длине и ширине, 

не считая те клетки, которые только что поделились до начала фиксации (рис 

3). Тем не менее, деформация поверхности клеток все еще визуально заметна. 

Полученные результаты свидетельствуют о том, что для качественной фикса-

ции сальмонелл не обязательно использовать высокие концентрации глутаро-

вого альдегида, оптимальной является концентрация 1%, хотя во многих по-

добных работах исследователи используют концентрации от 2,5 до 4%.  
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Рис. 3. Результаты сканирующей электронной микроскопии клеток Salmonel-

la enterica subsp. enterica serovar Typhimurium (ATCC 14028S), подго-

товленных по Варианту 3 пробоподготовки. 
 

В Варианте 4 протокола пробоподготовки, по сравнению с третьим ва-

риантом, была снижена начальная концентрация этанола до 5%, что позволи-

ло добиться оптимального результата с точки зрения сохранности бактери-

альных клеток. Бактериальные клетки не имели значительных деформаций, и 

были морфологически однородны (рис. 4). 

 

Рис. 4. Результаты сканирующей электронной микроскопии клеток Salmonel-

la enterica subsp. enterica serovar Typhimurium (ATCC 14028S), подго-

товленных по Варианту 4 пробоподготовки. 
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Заключение  

Таким образом, нами был подобран оптимальный метод пробоподго-

товки клеток грамотрицательной бактерии Salmonella enterica для сканирую-

щей электронной микроскопии.  

Выявлено, что клетки сальмонелл требуют более тщательной пробо-

подготовки, по сравнению с грамположительными бактериями, такими как 

стафилококки или коринебактерии. Препараты из клеток сальмонелл требуют 

обязательного обезвоживания с более плавным снижением концентрации 

этанола в серии разведений, а также сушки в критической точке. Кроме того, 

установлено, что для качественной фиксации сальмонелл оптимальной явля-

ется 1% концентрация глутарового альдегида.  
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