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Просвечивающая электронная микроскопия (ПЭМ) – уникальный метод, в силу своего высокого 
разрешения позволяющий исследовать ультраструктуру клеток, а также изменения, происходящие 
в ней в норме и патологии. Одним из препятствий к более широкому использованию ПЭМ в 
диагностических целях является сложность получения образца, обогащенного исследуемыми 
клетками, пригодного для применения данного метода. Цель исследования – разработка способа 
выделения мегакариоцитов из пунктата костного мозга с помощью иммобилизованных на подложке 
антител к их поверхностным антигенам и протокола пробоподготовки выделенных таким образом 
клеток для исследования методом ПЭМ. Работа одобрена независимым этическим комитетом и 
утверждена решением ученого совета ФГБУ «НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева» Минздрава 
России. Для выделения мегакариоцитов использовался монафрам (F(ab')2 – фрагмент мышиного 
моноклонального антитела к гликопротеину IIb–IIIa), адсорбированный на предметном стекле, 
модифицированном диметилдихлорсиланом. Суспензия мононуклеаров, выделенных из пунктата 
костного мозга в градиенте Histopaque 1077, инкубировалась с иммобилизованными антителами 
в течение 2 ч при температуре 4°С с перемешиванием 1 раз в 20 мин. Затем образец промывали 
для удаления неспецифически связанных клеток, фиксировали 2,5% глутаровым альдегидом, 
постфиксировали 1% водным раствором тетраоксида осмия, дегидратировали в ацетоне с 
концентрацией 30, 50, 70, 90 и 100% и пропитывали смолой Epon 812 с ацетоном в соотношениях 
1:2 и 2:1 слоем не толще 0,3–0,5 мм. После застывания первого слоя смолы над областью со 
связанными клетками приклеивали цилиндр из смолы диаметром 8 мм и высотой 10 мм и снова 
полимеризовали. После застывания полимеризованную смолу отделяли от стекла с помощью 
скальпеля, нарезали на ультрамикротоме и исследовали на трансмиссионном электронном 
микроскопе. С помощью описанного протокола были исследованы пунктаты костного мозга  
3 пациентов с эссенциальной тромбоцитемией. Было получено согласие доноров и пациентов и/или 
их законных представителей на забор костного мозга и будущие биомедицинские исследования. 
Полученные электронные микрофотографии содержат характерные признаки мегакариоцитов: 
рыхлое ядро, гранулы и пузырьки демаркационной мембранной системы и соответствуют 
литературным данным. Описанный в работе протокол позволяет получить образцы для ПЭМ, 
обогащенные редкими клетками крови или костного мозга, существенно экономя временные и 
финансовые затраты на пробоподготовку и съемку образцов. Предложенный подход является 
универсальным и может быть использован не только для мегакариоцитов, но и для других клеток, 
в том числе при исследовании эритроидных предшественников. 
Ключевые слова: мегакариоцит, ультраструктура клеток костного мозга, просвечивающая 
электронная микроскопия, биочип 

Обыденный С.И. и соавт. Вопросы гематологии/онкологии и иммунопатологии в педиатрии 2025; 24 (1): 
133–7. DOI: 10.24287/1726-1708-2025-24-1-133-137

Selective enrichment of rare bone marrow cell populations  
for electron microscopy
S.I. Obydennyi1, 2, S.A. Kuznetsova1, 2, O.S. Fedyanina1, 2, M.A. Zavyalov3, A.A. Kuznetsova2, M.A. Panteleev1–3,  
I.I. Kireev3, A.V. Pshonkin1, N.S. Smetanina1

1The Dmitry Rogachev National Medical Research Center of Pediatric Hematology, Oncology and Immunology of the Ministry of Healthcare  
of the Russian Federation, Moscow
2Center for Theoretical Problems of Physical and Chemical Pharmacology of the Russian Academy of Sciences, Moscow 
3Lomonosov Moscow State University, Moscow

Transmission electron microscopy (TEM) is a unique high-resolution method allowing to study the cell ultrastructure of normal 
and abnormal cells. One of the factors hindering wider application of TEM for diagnosis is the challenges associated with the 
collection of a sample that would be both enriched in cells of interest and suitable for TEM. The aim of this study was to develop 
a method for the purification of megakaryocytes from a bone marrow aspirate using antibodies to megakaryocyte surface 
antigens immobilized on slides as well as to describe a protocol for preparing such isolated cells for a TEM analysis. The 
study was approved by the Independent Ethics Committee and the Scientific Council of the Dmitry Rogachev National Medical 
Research Center of Pediatric Hematology, Oncology and Immunology of the Ministry of Healthcare of the Russian Federation. 
For megakaryocyte purification, monafram (F(ab')2 – a fragment of a murine monoclonal antibody to glycoprotein IIb–IIIa) was 
adsorbed on a glass slide modified with dimethyldichlorosilane. A suspension of mononuclear cells purified from the bone 
marrow aspirate using the Histopaque 1077 gradient was incubated with the immobilized antibodies for 2 hours at 4°С with 
mixing every 20 min. The sample was then washed to remove nonspecifically bound cells, fixed with 2.5% glutaraldehyde, 
postfixed with 1% osmium tetroxide in water, consecutively dehydrated in 30, 50, 70, 90 and 100% acetone and embedded in 
a thin 0.3–0.5 mm layer of Epon 812 mixed with acetone at 1:2 and 2:1 ratios. After the polymerization of the first thin Epon 
812 layer, a cylinder 8 mm in diameter and 10 mm in height was glued on top of the region with bound cells and was left to 
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polymerize. The polymerized resin was then detached from the glass slide using a scalpel, cut using an ultramicrotome and 
analyzed using TEM. Using this protocol, we studied bone marrow aspirates of 3 patients with essential thrombocythemia. The 
donors, patients and/or their legal representatives gave consent to bone marrow aspiration and further biomedical research. 
The obtained electron photomicrographs show all the characteristic features of megakaryocytes including loose nucleus, 
granules and cisternae of the demarcation membrane system and are in agreement with corresponding images in the existing 
literature. The suggested protocol allows to obtain TEM samples enriched in rare blood or bone marrow cells using significantly 
less time and money on sample preparation and photomicrography. This approach is universal and can be used not only for 
megakaryocytes but for other cells as well, including erythroid precursors.
Key words: megakaryocyte, bone marrow cell ultrastructure, transmission electron microscopy, biochip
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Просвечивающая электронная микроскопия 
(ПЭМ) – один из немногих методов иссле-
дования биологических объектов, позволя-

ющих изучить их структуру на субклеточном уровне. 
Исследование ультраструктуры нормальных и пато-
логических клеток методом ПЭМ позволило впервые 
визуализировать органеллы и другие цитоплазмати-
ческие структуры клеток, а также изменения, проис-
ходящие в них в ходе дифференцировки в норме и 
патологии.

Среди клеток крови и кроветворной ткани 
наиболее сложными и чаще всего исследуемыми 
с точки зрения ультраструктуры являются мега-
кариоциты (МК) [1]. Созревание МК сопровожда-
ется появлением большого количества внутренних 
структур, необходимых для конечной стадии созре-
вания – образования протромбоцитов. Электронная 
микроскопия позволила исследовать образование 
a- и плотных гранул, появление сложной системы 
внутриклеточных мембран, обеспечивающей обра-
зование будущих протромбоцитов (демаркационной 
мембранной системы) на различных стадиях созре-
вания МК [2, 3], а также определить роль актинового 
и тубулинового цитоскелетов в образовании протром-
боцитов [4].

Основной проблемой при исследовании ультра-
структуры МК является их малочисленность (< 0,05% 
всех ядерных клеток костного мозга). Поэтому боль-
шинство исследований МК человека методами опти-
ческой и электронной микроскопии, как в норме [5], 
так и при патологии [6], проводится на культурах МК, 
полученных из CD34+ гемопоэтических стволовых 
клеток, выделенных из периферической [5, 6] или 
пуповинной [7] крови, либо напрямую из пунктатов 
костного мозга [8]. Тем не менее все большее коли-
чество экспериментальных данных свидетельствует о 
том, что взаимодействие МК с его микроокружением 
в костном мозге оказывает большое влияние на его 
созревание, и культивированные МК существенно 
отличаются от нативных, как структурно, так и функ-
ционально [9, 10]. Поэтому разработка методов 
получения обогащенных суспензий МК из пунктатов 
костного мозга для электронной микроскопии имеет 

большое практическое значение. В работе R.F. Levine 
[11] описано выделение нативных МК из биомате-
риала, полученного при торакотомии, включающее 
последовательное центрифугирование в двух гради-
ентах бычьего сывороточного альбумина. Однако 
этот протокол требует большого количества биома-
териала и не применим к пунктатам костного мозга. 

Ранее было показано, что для исследования 
малочисленных подгрупп лейкоцитов крови и кост-
ного мозга может быть использован клеточный 
биочип – прозрачная подложка с иммобилизован-
ными на ней антителами к поверхностным диффе-
ренцировочным антигенам лейкоцитов [12]. При 
инкубации суспензии лейкоцитов с биочипом клетки 
специфически связываются с иммобилизованными на 
поверхности антителами к линиеспецифичным анти-
генам. После отмывки на биочипе остаются области, 
обогащенные клетками определенного типа, которые 
затем могут быть исследованы методами световой 
микроскопии. Такой подход был ранее применен 
для выделения эритроидных предшественников при 
диагностике дизэритропоэтической анемии [13] и для 
исследования МК пациентов с синдромом Вискотта–
Олдрича [14]. 

В данной работе описан способ выделения и 
концентрирования МК с помощью иммобилизованных 
на силанизованном стекле фрагментов антител к 
поверхностным антигенам МК, а также протокол 
пробоподготовки связавшихся с иммобилизован-
ными антителами клеток для исследования методом 
трансмиссионной электронной микроскопии. Иссле-
дование одобрено независимым этическим комитетом 
и утверждено решением ученого совета ФГБУ «НМИЦ 
ДГОИ им. Дмитрия Рогачева» Минздрава России.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Силанизация стекол
Предметные стекла (75 × 25 мм, Heinz Herenz, 

Германия) очищали соникацией в изопропиловом 
спирте в течение 15 мин в бытовой ультразвуковой 
ванне, высушивали на воздухе и обрабатывали кисло-
родной плазмой (Harrick Plasma, США) в течение 
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5 мин в режиме High. Обработанные стекла погру-
жали по одному в 2% раствор диметилдихлор-
силана (Sigma, США) в толуоле и инкубировали  
30 мин, затем промывали толуолом, соникиро-
вали в изопропиловом спирте в ультразвуковой 
ванне и высушивали. Модифицированные стекла 
хранили в чашках Петри с осушителем при 4°С до  
использования.

Иммобилизация антител на силанизованных 
стеклах и поливинилхлоридных подложках

В центре силанизованного стекла алмазным 
карандашом (Bochem, Германия) с лицевой и 
обратной сторон наносили контуры области иммоби-
лизации антител 2–3 мм в диаметре. Раствор антител 
в фосфатно-соляном буфере (pH 7,2–7,4) наносили 
на отмеченную область, стекла с антителами поме-
щали в чашки Петри и инкубировали 12–14 ч при 4°С 
до полного высыхания. После этого стекла заливали 
раствором 5% бычьего сывороточного альбумина 
(Sigma, США) на фосфатно-соляном буфере и инкуби-
ровали при комнатной температуре в течение 2 ч. Затем 
стекла споласкивали дистиллированной водой, высуши-
вали и хранили в чашках Петри с осушителем при 4°С до 
использования. Иммобилизация антител на подложках 
из поливинилхлорида проводилась в соответствии с 
ранее описанным протоколом [14]. Для связывания МК 
в работе использовали монафрам (F(ab')2 – фрагмент 
мышиного моноклонального антитела к гликопротеину 
IIb–IIIa, предоставлен лабораторией А.В. Мазурова). В 
экспериментах по инкубации с перемешиванием приме-
няли мышиные моноклональные антитела к CD19 (клон 
LT19, ООО «Сорбент», Россия). 

Концентрирование клеток с помощью иммоби-
лизованных антител

Мононуклеарную фракцию из 10 мл перифери-
ческой крови или 2,6 мл пунктата костного мозга, 
взятого на К3ЭДТА, выделяли методом центрифуги-
рования в градиенте Histopaque 1077 в соответствии 
с рекомендациями производителя. Выделенную моно-
нуклеарную фракцию клеток переводили в 500 мкл 
фетальной телячьей сыворотки (Sigma, США). На 
стеклах с иммобилизованными антителами соби-
рали самодельные цилиндрические камеры с диаме-
тром дна 1 см. Суспензию клеток заливали в камеры 
и инкубировали при 4°С в течение 2 ч без переме-
шивания или с перемешиванием каждые 20 мин с 
помощью ручного дозатора. После этого камеры 
разбирали, несвязавшиеся клетки отмывали в 1% 
растворе бычьего сывороточного альбумина на 
фосфатно-соляном буфере. Стекла со связавшимися 
клетками заливали 2,5% глутаровым альдегидом и 
хранили в нем при 4°С до начала пробоподготовки к 
электронной микроскопии.

Электронная микроскопия
Стекла со связавшимися клетками отмывались от 

фиксирующего раствора и постфиксировались 1% 
водным раствором тетраоксида осмия (Sigma, США) 
в течение 1 ч с последующей дегидратацией образца 
в ацетоне с концентрацией 30, 50, 70, 90 и 100% в 
течение 15 мин с трехразовым повторением для 100% 
ацетона. После образец пропитывался смолой Epon 
812 (Sigma, США) с ацетоном в соотношениях 1:2 и 
2:1 по 30 мин. Затем образец пропитывался смолой 
без добавок 12 ч при 37°С, далее смола заменялась и 
образец для полимеризации выдерживался 36 ч при 
60°С. Толщина слоя смолы при пропитке иммобили-
зованных клеток не превышала 0,3–0,5 мм. После 
застывания первого слоя смолы над областью со 
связанными клетками приклеивали цилиндр из смолы 
диаметром 8 мм и высотой 10 мм и снова полимери-
зовали при 60°С не менее суток. 

После застывания полимеризованную смолу 
отделяли от стекла с помощью скальпеля и наре-
зали на ультрамикротоме (Leica EM UC7). Толщина 
срезов составляла порядка 100 нм. Срезы помеща-
лись на медные сетки, покрытые пленкой из 0,2% 
раствора формвара в 1,2-дихлорэтане. Контрастиро-
вание срезов производилось 2% водным раствором 
ацетата уранила (SPI-Chem) 30 мин и 5 мин цитратом 
свинца (SPI-Chem). Готовые срезы исследовались на 
трансмиссионном электронном микроскопе JEM-1400 
(JEOL).

Пациенты
Для исследования возможности концентрации 

клеток при инкубации с перемешиванием была 
использована кровь 3 здоровых доноров. Электрон-
но-микроскопическое исследование МК костного 
мозга было проведено для 3 пациентов с эссенци-
альной тромбоцитемией (2 мальчика и 1 девочка в 
возрасте 5–14 лет, медиана возраста 9 лет). Согласие 
доноров и пациентов и/или их законных представи-
телей на забор костного мозга и будущие биомеди-
цинские исследования было получено.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Концентрирование мегакариоцитов на силани-
зованном стекле с иммобилизованными антителами

Основной проблемой при пробоподготовке 
монослоя клеток к трансмиссионной электронной 
микроскопии являются заливка образца смолой 
и нарезка. При этом в литературе используется 
два подхода: «соскабливание» клеток с подложки 
в суспензию и применение стандартного прото-
кола пробоподготовки к ПЭМ, разработанного для 
суспензий, или заливка клеток смолой на подложке, 
отделение от нее слоя смолы с клетками и повторная 
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заливка или приклеивание этого слоя с помощью той 
же смолы к пустому блоку для последующей нарезки 
[15]. Первый вариант не мог быть использован из-за 
крайне малого количества клеток. Предварительные 
эксперименты с использовавшимися в предыдущих 
работах [12–14] подложками из поливинилхлорида 
показали, что при отделении смолы от подложки с 
применением всех описанных в литературе процедур 
(механическое отделение, нагревание, охлаждение) 
ее слой изгибается, делая невозможной нарезку слоя 
смолы с клетками. Поэтому в качестве подложки 
было решено использовать предметное стекло.

Для дополнительного увеличения плотности 
связавшихся с иммобилизованными антителами 
клеток был предложен протокол инкубации с переме-
шиванием. При инкубации одной и той же суспензии 
мононуклеарных клеток периферической крови 
здорового донора с силанизованным стеклом с иммо-
билизованными моноклональными мышиными анти-
телами к CD19 отношение плотности связавшихся 
клеток при инкубации с перемешиванием к плотности 
клеток при инкубации без перемешивания, использо-
вавшейся ранее [12–14], составило 5,2 ± 0,4 (среднее 
по 3 экспериментам). Таким образом, использование 
перемешивания позволяет существенно увеличить 
плотность связавшихся с иммобилизованными анти-
телами клеток.

Электронная микроскопия
Для заливки и нарезки монослоя связав-

шихся с иммобилизованными на стекле антите-
лами клеток использовался протокол, описанный в 
разделе «Материалы и методы исследования», осно-
ванный на предложенных L.R. Trusal и соавт. [15] и  
H.H. Hanson и соавт. [16] протоколах с небольшими 
модификациями. Отделение смолы от стекла прово-
дилось механически, без нагревания и охлаждения.

 Результаты ПЭМ мононуклеарных клеток 
пунктата костного мозга 14-летнего пациента с 
эссенциальной тромбоцитемией, связавшихся с 
монафрамом, иммобилизованном на стекле, модифи-
цированном диметилдихлорсиланом, представлены 
на рисунке.

Полученные результаты хорошо соответствуют 
опубликованным в литературе фотографиям МК 
человека, полученным методом электронной микро-
скопии. На них хорошо видны характерные признаки 
МК: рыхлое ядро, гранулы и пузырьки демаркаци-
онной мембранной системы. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Описанный протокол позволяет прово-
дить исследование нативных МК, выделенных из 
костного мозга. Использование стекол с иммо-

билизованными антителами к поверхностным 
антигенам МК и инкубацией с перемешиванием 
позволило получить изображения ПЭМ 10 МК из  
2,6 мл пунктата костного мозга, в то время как при 
исследовании мононуклеарной фракции того же 
количества пунктата получить изображения МК, 
как правило, не удается. Данный подход может 
быть использован для исследования ультра-
структурных изменений МК в норме и патологии. 
Кроме того, описанный метод применим и к другим 
редким диагностически важным клеткам костного 
мозга, например к эритроидным предшествен-
никам, ультраструктура которых играет реша-
ющую роль при диагностике дизэритропоэтической  
анемии [17].

Рисунок 
Изображения МК пациента с эссенциальной тром-
боцитемией, полученные с помощью электронной 
микроскопии: А – × 2000; Б – × 5000
Толстые черные стрелки – a-гранулы; толстые белые 
стрелки – плотные гранулы; тонкие черные стрелки – ми-
тохондрии; тонкие белые стрелки – пузырьки и канальцы 
демаркационной мембранной системы
Figure 
Images showing megakaryocytes of the patient with es-
sential thrombocythemia obtained by electron microscopy: 
А – × 2000; Б – × 5000
Bold black arrows indicate alpha granules; bold white arrows – 
dense granules; fine black arrows – mitochondria; fine white  
arrows – cisternae and tubules of the demarcation membrane sys-
tem

А

Б
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