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4. ПОЛУЧЕНИЕ РЕКОНСТРУКЦИЙ
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ПОЛУЧЕНИЕ РЕКОНСТРУКЦИИ

?



ПОЛУЧЕНИЕ РЕКОНСТРУКЦИИ

?
•Запись или получение изображений 

образца в ПЭМ называется сбором 

данных (или получением изображений); 

•Для SPA высокого разрешения* требуется 

несколько тысяч (несколько миллионов) 

изображений;

•Автоматизированный сбор данных 

позволяет получать изображения 

большого количества частиц. 
*SPA – Single Particle Analysis



АВТОМАТИЧЕСКИЙ СБОР ДАННЫХ



СБОР ЧАСТИЦ

• Ручной сбор
• Полуавтоматический
• Автоматический 



СБОР ЧАСТИЦ

• Ручной сбор
• Полуавтоматический
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СБОР ЧАСТИЦ
• полуавтоматический

workflow for semi-automated particle selection in RELION 

Scheres, 2014 



АНАЛИЗ ИЗОБРАЖЕНИЙ: 
КАЧЕСТВО

хорошее плохое

астигматизм

дрифт



АНАЛИЗ ИЗОБРАЖЕНИЙ: КЛАССИФИКАЦИЯ
25000 частиц

25 классов



1. Изображение в 
электронном микроскопе 
представляет собой 
проекцию.
трехмерного распределения 
плотности объекта 
перпендикулярно 
направлению обзора.



Jean-Baptiste Joseph Fourier

1768 – 1830

... любая функция от 
переменной может быть 
представлена серией

синограмм



Fourier transform of a cosine wave.

|

СВОЙСТВА ПРЕОБРАЗОВАНИЯ ФУРЬЕ

X®

y = cos x

y =  1/2cos x 

X®
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1. Линейность 



The Fourier Transform of a constant.

f(x)=1 “delta function”

0 X

The Fourier transform of a constant is a peak 
at the origin.

FFT
Þ



Fourier transform of a delta function

“delta function” F(X)=1

Xx0

The Fourier transform of a delta function is a constant

FFT
Þ
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iFFT
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The inverse Fourier transform of the Fourier
transform is identical to the original object.

ОБРАТНОЕ ПРЕОБРАЗОВАНИЕ ФУРЬЕ



Преобразование Фурье суммы 
двух функций равно сумме их 
преобразований Фурье.



Пример: как можно представить 
прямоугольную волну 

синусоидой









амплитудафаза



Добавление более высокого 
порядка к преобразованию Фурье 
увеличивает разрешение



РАЗРЕШЕНИЕ

Потеряны компоненты 
высшего порядка 

Потеряно еще 
больше компонент 
высшего порядка 

Оригинальный сигнал



ЧТО НУЖНО ДЛЯ РЕКОНСТРУКЦИИ



КАК ПОЛУЧИТЬ РАВНОМЕРНОЕ 
ПОКРЫТИЕ УГЛОВ?



2 итерации 20 итераций

3D УТОЧНЕНИЕ: ИТЕРАЦИИ



РАЗРЕШЕНИЕ



ПОЧЕМУ РАЗРЕШЕНИЕ НЕ ИДЕАЛЬНО?



5. НА ПУТИ К АТОМНОМУ 
РАЗРЕШЕНИЮ
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СРАВНЕНИЕ СТРУКТУРНЫХ МЕТОДОВ

АТОМНОЕ РАЗРЕШЕНИЕ

3D КРИСТАЛЛЫ, ОГРАНИЧЕНИЯ ПО РАЗМЕРУ

ПРОБЛЕМЫ С КОНФОРМАЦИЕЙ

АТОМНОЕ РАЗРЕШЕНИЕ

ДИНАМИЧЕСКИЕ ПРОЦЕССЫ

ОГРАНИЧЕНИЯ ПО РАЗМЕРУ

НЕТ КРИСТАЛЛОВ И ВЕРХНИХ ОГРАНИЧЕНИЙ ПО РАЗМЕРУ

МАЛАЯ КОНЦЕНТРАЦИЯ БЕЛКА

МОЛЕКУЛЯРНОЕ РАЗРЕШЕНИЕ

• РCA

• ЯМР

• ПЭМ
АТОМНОЕ РАЗРЕШЕНИЕ  
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СОВРЕМЕННЫЕ 
КРИОЭЛЕКТРОННЫЕ МИКРОСКОПЫ

32



ЭЛЕКТРОННАЯ МИКРОСКОПИЯ В 
БИОЛОГИИ – СОВРЕМЕННАЯ СХЕМА

Очистка белка

Получение изображений

за
мор

аж
ив

ан
ие

Структура белка
с высоким 

разрешением
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ag

e p
roc
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CCD Direct detector

СПОСОБЫ РЕГИСТРАЦИИ ИЗОБРАЖЕНИЯ

34



BEAM-INDUCED MOTION

SHW Scheres, 2014
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scheres%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25122622


MOTION CORRECTION

N.Grigorieff ©
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ОПЯТЬ РАДИАЦИОННОЕ 
ПОВРЕЖДЕНИЕ

Alegretti et al, 2014

10 e/Å2 (3.36 Å), ≈24 e/Å2 (3.94 Å), ≈49 e/Å2 (4.16 Å)
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НОВЫЕ МЕТОДЫ ВИТРИФИКАЦИИ

Spotiton
Nano-wires

“Self-blotting” TEM grids
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НОВЫЕ МЕТОДЫ ВИТРИФИКАЦИИ

Nano-wires
“Self-blotting” TEM grids
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СОВРЕМЕННЫЙ СОФТ
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РЕВОЛЮЦИЯ В КРИО-ЭМ ДЛЯ 
БИОЛОГИИ!
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НОБЕЛЕВСКАЯ ПРЕМИЯ 2017  
ПО ХИМИИ
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https://www.nature.co
m/articles/d41586-020-
01658-1
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https://www.nature.com/articles/d41586-020-01658-1


FIRST CRYO-EM STRUCTURES WITH TRUE 
ATOMIC RESOLUTION
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КАТОД + ЭНЕРГЕТИЧЕСКИЕ ФИЛЬТРЫ + 
FALCON 4 = АТОМНОЕ РАЗРЕШЕНИЕ

Single-particle cryo-EM at atomic resolution  Nakane et al. ,2020
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APO-FERRITIN
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APO-FERRITIN RECONSTRUCTION 
AT ATOMIC RESOLUTION
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DOES HARDWARE CORRECTION OF OPTICAL 
ABERRATIONS WORK FOR CRYO-EM?
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KRIOS MONO/BCOR
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ANOTHER APO-FERRITIN RECONSTRUCTION 
AT ATOMIC RESOLUTION

53



5. ЛЮДИ В КРИО-ЭМ
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НОБЕЛЕВСКИЕ ЛАУРЕАТЫ

• 1928 M. KNOLLE, E. RUSKA: FIRST MICROSCOPE;

• 1960 A. KLUG: SINGLE PARTICLE; 

• 1980 J. DUBOCHET: CRYO;

• R.HENDERSON: ELECTRON CRYSTALLOGRAPHY

• J.FRANK: RIBOSOME

1986 "for his fundamental 
work in electron optics, and 
for the design of the first 
electron microscope"

1982 "for his development of 
crystallographic electron 
microscopy and his 
structural elucidation of 
biologically important 
nucleic acid-protein 
complexes"

2017 "for developing cryo-electron microscopy for the high-resolution 
structure determination of biomolecules in solution" 55



СТРУКТУРНАЯ ПЭМ В СССР

Н.А.Киселев(ИК РАН)

В.В.Месянжинов (ИБХ РАН)

И.Г.Атабеков (МГУ)
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