
ЛекцияЛекция  11

ОсновыОсновы
 

ггеометрическеометрическойой
 

оптикоптикии; ; фформулаормула
 тонктонкойой

 
линзылинзы

ЛупаЛупа
 

((микроскопмикроскоп
 

ЛевенгукаЛевенгука) ) ––
 

увеличениеувеличение, , 
ходход

 
лучейлучей

ФормированиеФормирование
 

изображенияизображения
 

вв
 

микроскопемикроскопе
 

––
 геометрическаягеометрическая

 
оптикаоптика



ДлинаДлина
 

волныволны
 

светасвета
 

бесконечнобесконечно
 

маламала..

СкоростьСкорость
 

светасвета
 

конечнаконечна, , онаона
 

максимальнамаксимальна
 

вв
 

вакуумевакууме
 

ии
 зависитзависит

 
отот

 
средысреды

 
распространенияраспространения. . 

ПучокПучок
 

светасвета
 

представляетпредставляет
 

собойсобой
 

полубесконечныйполубесконечный
 конусконус, , которыйкоторый

 
имеетимеет

 
вершинувершину

 
ии

 
характеризуетсяхарактеризуется

 угломуглом
 

расхождениярасхождения. . 

ПоведениеПоведение
 

световыхсветовых
 

лучейлучей
 

полностьюполностью
 

обратимообратимо
 

––
 изображениеизображение

 
подобноподобно

 
объектуобъекту..

ЛинзыЛинзы
 

являютсяявляются
 

тонкимитонкими
 

––
 

ихих
 

толщинатолщина
 

пренебрежимопренебрежимо
 маламала

 
попо

 
сравнениюсравнению

 
сс

 
фокуснымфокусным

 
расстояниемрасстоянием. . 

ДопущенияДопущения
 геометрическойгеометрической

 оптикиоптики



ЗаконЗакон
 

отраженияотражения
 

светасвета::

i = Ii = I’’’’
ЗаконЗакон

 
преломленияпреломления

 
светасвета::

sin isin i’’/sin i = /sin i = nn’’/n/n
ППрири

 
переходепереходе

 
изиз

 
менменееее

 
плотнойплотной

 
средысреды

 
вв

 болеболеее
 

плотнуюплотную
 

ии
 

обратнообратно
 

частьчасть
 

светасвета
 отражаетсяотражается.  .  

ОсновныеОсновные  формулыформулы  геометрическойгеометрической  оптикиоптики



ОтражениеОтражение
 ии  преломлениепреломление

 светасвета
 нана  границегранице

 разделараздела
 фазфаз

ЗаконЗакон
 

преломленияпреломления::
 

sin i / sin isin i / sin i’’
 

= = nn’’/n/n..
ЗаконЗакон

 
отраженияотражения::

 
sin isin i’’’’

 
= = sin i sin i 



УголУгол
 

полногополного
 

внутреннеговнутреннего
 

отраженияотражения

ПосколькуПоскольку
 

sin c sin c ≤≤
 

1, 1, тото
 

существуетсуществует
 

уголугол, , когдакогда
 

светсвет
 

нене
 

можетможет
 

пересечьпересечь
 границуграницу

 
разделараздела

 
фазфаз

 
––

 
уголугол

 
полногополного

 
внутреннеговнутреннего

 
отраженияотражения. . ННаа

 границегранице
 

разделараздела
 

оптическоптическихих
 

средсред
 

уголугол
 

определяетсяопределяется
 

формулойформулой::
c = c = arcsinarcsin

 
nn’’/n/n, , илиили

 
припри

 
nn’’=1 =1 ((воздухвоздух)),,

 
c = c = arcsinarcsin

 
1/n1/n



ПростыеПростые  сферическиесферические  линзылинзы
««ФормулаФормула

 
тонкойтонкой

 
линзылинзы»»::

1/a+1/a1/a+1/a’’=1/f=1/f,,
гдегде

 
a a ии

 
aa’’

 
расстояниярасстояния

 
отот

 
линзылинзы

 
додо

 
предметапредмета

 
ии

 
егоего

 изображенияизображения; ; f f ––
 

фокусноефокусное
 

расстояниерасстояние
 

линзылинзы..

СледствиеСледствие::
 

линзалинза
 

даетдает
 

увеличенноеувеличенное
 

перевернутоеперевернутое
 

изображениеизображение
 объектаобъекта

 
толькотолько

 
тогдатогда, , когдакогда

 
онон

 
расположенрасположен

 
междумежду

 
фокусомфокусом

 
ии

 двойнымдвойным
 

фокусомфокусом
 

линзылинзы..

СобирающаяСобирающая
 

линзалинза
 

((толщинатолщина
 

вв
 

центрецентре
 

большебольше, , чемчем
 

попо
 

краюкраю) ) ––
 

f>0; f>0; 
фокусфокус

 
действительныйдействительный

РРассеивающаяассеивающая
 

линзалинза
 

((толщинатолщина
 

вв
 

центрецентре
 

меньшеменьше, , чемчем
 

попо
 

краюкраю) ) ––
 f<0f<0; ; фокусфокус

 
мнимыймнимый



ПрПримеримерыы  сферическихсферических
 линзлинз

СобирающиеСобирающие
 

линзылинзы::
1. 1. ДвояковыпуклаяДвояковыпуклая
2. 2. ПлосковыпуклаяПлосковыпуклая
3. 3. ВыпукловогнутаяВыпукловогнутая

РассеивающиеРассеивающие
 

линзылинзы::
1. 1. ПлосковогнутаяПлосковогнутая
2. 2. ДвояковогнутаяДвояковогнутая



ПрПримеименениенение
 рассеивающрассеивающихих  линзлинз

1. 1. ОчкиОчки
 

длядля
 

близорукихблизоруких
2. 2. ДляДля

 
компенсациикомпенсации

 
аберрацийаберраций

 
вв

 сложныхсложных
 

оптическихоптических
 

системахсистемах
 

––
 

вв
 комбинациикомбинации

 
сс

 
собирающимисобирающими

 линзамилинзами. . 
33. . КоллиматорыКоллиматоры

 
––

 
трансформациятрансформация

 лазерноголазерного
 

пучкапучка. . 



ЧеловеческийЧеловеческий  глазглаз  ––  схемасхема

ВВ
 

первомпервом
 

приближенииприближении
 

глазглаз
 

можетможет
 

бытьбыть
 

рассмотренрассмотрен
 

каккак
 сложнаясложная

 
линзалинза, , основнымиосновными

 
компонентамикомпонентами

 
которойкоторой

 являютсяявляются: : роговицароговица, , передняяпередняя
 

камеракамера, , хрусталикхрусталик
 

ии
 стекловидноестекловидное

 
телотело..

ХрусталикХрусталик
 

заза
 

счетсчет
 

мышцмышц
 

ресничногоресничного
 

телатела
 

имеетимеет
 

переменнуюпеременную
 кривизнукривизну, , аа

 
весьвесь

 
глазглаз

 
––

 
способностьспособность

 
кк

 
аккомодацииаккомодации.  .  



ОчкОчкии  ии  очковыеочковые  линзылинзы
ОптическаяОптическая

 
силасила

 
линзлинз

 
измеряетсяизмеряется

 
черезчерез

 
ихих

 фокусноефокусное
 

расстояниерасстояние
 

((f) f) илиили
 

вв
 

диоптридиоптрияхях
 

(D).(D).
1D = 11D = 1мм--11

ОптическаяОптическая
 

силасила
 

««стандартногостандартного»»
 

глазаглаза
 

––
 

5858--70 70 DD, , чточто
 соответствуетсоответствует

 
фокусномуфокусному

 
расстояниюрасстоянию

 
1414--17 17 мммм. . 

ПриПри
 

отклоненииотклонении
 

физическихфизических
 

параметровпараметров
 

глазаглаза
 

отот
 

этихэтих
 пределовпределов

 
необходимынеобходимы

 
очкиочки. . 

ДляДля
 

близорукихблизоруких
 

––
 

рассеивающиерассеивающие
 

линзылинзы
 

(f<0)(f<0)
ДляДля

 
дальнозоркихдальнозорких

 
––

 
собирающиесобирающие

 
линзылинзы

 
(f>0)  (f>0)  



ЛинзаЛинза
 каккак

 лупалупа
 ––  ходход

 лучейлучей

ХодХод
 

лучейлучей
 

припри
 

рассматриваниирассматривании
 

небольшогонебольшого
 

предметапредмета
 

l l вв
 

лупулупу
 

LL. . 
ПредметПредмет

 
помещаютпомещают

 
вв

 
непосредственнойнепосредственной

 
близостиблизости

 
отот

 
фокальнойфокальной

 плоскостиплоскости
 

лупылупы
 

OOOO
 

11

 

. . ЛучиЛучи, , исходящиеисходящие
 

изиз
 

точкиточки
 

S S предметапредмета, , 
собираютсясобираются

 
вв

 
точкеточке

 
S" S" нана

 
сетчаткесетчатке

 
глазаглаза. . ВВ

 
этойэтой

 
жеже

 
точкеточке

 
собиралисьсобирались

 быбы
 

лучилучи
 

отот
 

точкиточки
 

S', S', еслиесли
 

быбы
 

лупылупы
 

нене
 

былобыло
 

(S' (S' ——
 

мнимоемнимое
 

изображениеизображение
 точкиточки

 
S).S).



УвеличениеУвеличение  лупылупы
СтепеньСтепень

 
увеличенияувеличения

 
определяетсяопределяется

 
сравнениемсравнением

 
увеличенногоувеличенного

 углаугла
 

зрениязрения
 

сс
 

угломуглом, , подпод
 

которымкоторым
 

объектобъект
 

виденвиден, , когдакогда
 

онон
 находитсянаходится

 
нана

 
условномусловном

 
««расстояниирасстоянии

 
ясногоясного

 
зрениязрения»»

 
——

 
250 250 

мммм
 

отот
 

глазаглаза. . ОтсюдаОтсюда
 

угловоеугловое
 

увеличениеувеличение
 

оптическихоптических
 приборовприборов

 
выражаетсявыражается

 
формулойформулой::

ГГ
 

= d/F = = d/F = 252500/F /F илиили
 

ФФ/4, /4, 
гдегде

 
F F ––

 
фокусноефокусное

 
расстояниерасстояние

 
линзылинзы

 
вв

 
мммм, , аа

 
ФФ

 
––

 
оптическаяоптическая

 силасила
 

лупылупы
 

вв
 

диоптрияхдиоптриях

ЛинейноеЛинейное
 

увеличениеувеличение
 

оптическогооптического
 

прибораприбора::
M=1+250/fM=1+250/f



УвеличениеУвеличение
 лупылупы

НаблюдениеНаблюдение
 

малогомалого
 

предметапредмета
 

l.l. НаверхуНаверху
 

——
 

невооружённымневооружённым
 глазомглазом

 
нана

 
расстояниирасстоянии

 
наилучшегонаилучшего

 
видениявидения; ; ϕϕ

 
——

 
уголугол

 
растворараствора

 лучейлучей
 

отот
 

предметапредмета, , попадающихпопадающих
 

вв
 

глазглаз. . ВнизуВнизу
 

——
 

черезчерез
 

лупулупу; ; лучилучи
 отот

 
предметапредмета

 
входятвходят

 
вв

 
глазглаз

 
подпод

 
угломуглом

 
αα

 
> > ϕϕ; d ; d ——

 
расстояниерасстояние

 
отот

 лупылупы
 

додо
 

предметапредмета, d' , d' ——
 

расстояниерасстояние
 

отот
 

лупылупы
 

додо
 

формируемогоформируемого
 

еюею
 мнимогомнимого

 
изображенияизображения

 
предметапредмета, , котороекоторое

 
видитвидит

 
наблюдательнаблюдатель



СложныеСложные  оптическиеоптические  системысистемы
1. 1. ТелескопТелескоп

 
((линзовыйлинзовый, , зрительнаязрительная

 
трубатруба))

2. 2. МикроскопМикроскоп

ВВ
 

обоихобоих
 

случаяхслучаях
 

основойосновой
 

являетсяявляется
 

парапара
 собирающихсобирающих

 
линзлинз, , гдегде

 
втораявторая

 
линзалинза

 
служитслужит

 лупойлупой
 

длядля
 

разглядыванияразглядывания
 

изображенияизображения, , 
создаваемогосоздаваемого

 
первойпервой

 
линзойлинзой..

ДляДля
 

парыпары
 

тонкихтонких
 

положительныхположительных
 

линзлинз,,
 

разделенныхразделенных
промежуткомпромежутком

 
ΔΔ

 
тактакимим, , чточто

 
ΔΔ

 
> > ff11

 

+f+f22
 

, , фокусноефокусное
расстояниерасстояние

 
системысистемы

 
ff

 
составляетсоставляет::

ff
 

= = ff1 1 **
 

ff2  2  ⁄⁄ΔΔ
ТакимТаким

 
образомобразом, , увеличениеувеличение, , достигаемоедостигаемое

 
паройпарой

 
линзлинз, , 

можетможет
 

бытьбыть
 

весьмавесьма
 

великовелико. . 



УвеличениеУвеличение
 вв  микроскопемикроскопе

промежутпромежутоокк
 

ΔΔ
 

((длинадлина
 

тубусатубуса))
 

––
 

160 160 мммм;;
f1f1

 
((объективобъектив) ) ––

 
22--20 20 мммм

 
((вв

 
зависимостизависимости

 
отот

 
увеличенияувеличения)); ; 

f2f2
 

((окулярокуляр) ) ––
 

фокусноефокусное
 

расстояниерасстояние
 

отрицательноеотрицательное



ДляДля
 

полученияполучения
 

изображенияизображения
 

препаратпрепарат
 располагаетсярасполагается

 
вблизивблизи

 
переднегопереднего

 
фокусафокуса

 объективаобъектива. . 

ОбъективОбъектив
 

создаетсоздает
 

сильносильно
 

увеличенноеувеличенное
 

изображениеизображение
 препаратапрепарата

 
внутривнутри

 
тубусатубуса, , котороекоторое

 
располагаетсярасполагается

 нана
 

большомбольшом
 

расстояниирасстоянии
 

отот
 

заднегозаднего
 

фокусафокуса
 объективаобъектива. . 

ОкулярОкуляр, , работаяработая
 

каккак
 

лупалупа, , позволяетпозволяет
 

наблюдатьнаблюдать
 изображениеизображение, , создаваемоесоздаваемое

 
объективомобъективом, , каккак

 
быбы

 
вв

 бесконечностибесконечности..

МикроскопМикроскоп, , геометрическгеометрическоеое  приближениеприближение



ПервыйПервый
 рисунокрисунок, , 

сделанныйсделанный
 

подпод
 микроскопоммикроскопом

 СтеллутиСтеллути, 1630, 1630



ПервыйПервый
 сложныйсложный
 микроскопмикроскоп
 ((РР. . ГукГук, , 

околооколо
 

1660 1660 гг.).)



ПервыйПервый  рисунокрисунок  клетокклеток

РобертРоберт
 

ГукГук,,
срезсрез

 
пробкпробкии,,

1665 1665 гг..



МикроскопМикроскоп  ЛевенгукаЛевенгука

((копиякопия))



БактерииБактерии  изиз  полостиполости  ртарта



ПервыйПервый
 

телескоптелескоп
 

((зрительнаязрительная
 

трубатруба) ) ––
 

ГалилейГалилей, 1609 , 1609 гг.  .  
ПервыйПервый

 
сложныйсложный

 
микроскопмикроскоп

 
сс

 
увеличениемувеличением

 
болееболее

 
хх10 10 ––

 
РобертРоберт

 
ГукГук

 ((околооколо
 

1616660 0 гг.).)
ПростойПростой

 
ммикроскопикроскоп

 
((лупалупа) ) сс

 
увеличувеличениемением

 
болболееее

 
хх100100

 
––

 
АнтониАнтони

 
ванван

 ЛевенгукЛевенгук
 

((7070--ее
 

годыгоды
 

XVII XVII векавека))
РазвитиеРазвитие

 
теориитеории

 
аберрацийаберраций

 
––

 
конецконец

 
XVIII XVIII ––

 
серединасередина

 
XIXXIX

 
векавека. . 

АпланатическиеАпланатические
 

системысистемы
 

––
 

началоначало
 

ХХIX IX векавека..
СозданиеСоздание

 
комбинированныхкомбинированных

 
линзлинз

 
длядля

 
уменьшенияуменьшения

 
аберрацийаберраций

 
––

 перваяпервая
 

половинаполовина
 

19 19 векавека
 

((фотообъективыфотообъективы, , объективыобъективы
 большогобольшого

 
увеличенияувеличения

 
ии

 
сс

 
применениемприменением

 
иммерсиииммерсии). ). 

СозданиеСоздание
 

сортовсортов
 

оптическогооптического
 

стекластекла
 

сс
 

различнойразличной
 

дисперсиейдисперсией; ; 
математическиематематические

 
расчетырасчеты

 
объективовобъективов

 
микроскопамикроскопа

 
применениеприменение

 гомогеннойгомогенной
 

иммерсиииммерсии
 

длядля
 

достижениядостижения
 

дифракционногодифракционного
 пределапредела

 
разрешенияразрешения

 
––

 
ЭрнстЭрнст

 
АббеАббе

 
(60(60--ее

 
––

 
7070--ее

 
годыгоды

 
XIX XIX векавека). ). 

ИзИз  историисториии  оптикиоптики



ФормированиеФормирование
 изображенияизображения

 препаратапрепарата
 вв  микроскопемикроскопе

ОптическаяОптическая
 

длинадлина
 

тубусатубуса
 

––
 

160 160 мммм; ; 25 25 смсм
 

(250 (250 мммм) ) ––
 расстояниерасстояние

 
««ясногоясного

 
зрениязрения»». . 

РасстояниеРасстояние
 

ясногоясного
 

зрениязрения
 

--
 

расчетнаярасчетная
 

величинавеличина, , 
используемаяиспользуемая

 
длядля

 
определенияопределения

 
увеличенияувеличения

 
микроскопамикроскопа..



ОптическиеОптические
 плоскостиплоскости

 
вв

 
микроскопемикроскопе

1 1 группагруппа
 

((SS11
 

--
 

SS44):):
 

лампалампа
 

осветителяосветителя
 

––
 

диафрагмадиафрагма
 

конденсораконденсора
 ––

 
зз..фф..пп. . объективаобъектива

 
––

 
входнойвходной

 
зрачокзрачок

 
глазаглаза

2 2 группагруппа
 

((II11
 

--
 

II44):):
 

полеваяполевая
 

диафрагмадиафрагма
 

––
 

препаратпрепарат
 

––
 

диафрагмадиафрагма
 окуляраокуляра

 
––

 
сетчаткасетчатка

 
глазаглаза



ХодХод
 

лучейлучей
 

вв
 

микроскопмикроскопахах
 

сс
 

конечнойконечной
 

ии
 бесконечнойбесконечной

 
оптическойоптической

 
длинойдлиной

 
тубусатубуса



ЛекцияЛекция  22

ФизическаяФизическая
 

оптикаоптика: : интерференцияинтерференция
 

ии
 дифракциядифракция

ДифракционнаяДифракционная
 

решеткарешетка
ФормированиеФормирование

 
изображенияизображения

 объективомобъективом
 

микроскопмикроскопаа
 

––
 

теориятеория
 

АббеАббе
 ии

 
критерийкритерий

 
РэлеяРэлея



ПространствоПространство  предметовпредметов  ии  пространствопространство  изображенийизображений
ВВ

 
оптикеоптике

 
рассматриваетсярассматривается

 
изображениеизображение

 
предметовпредметов, , 

создаваемоесоздаваемое
 

линзамилинзами
 

ии
 

зеркаламизеркалами. . 

ВВ
 

геометрическойгеометрической
 

оптикеоптике
 

изображениеизображение
 

предметапредмета
 

тождественнотождественно
 емуему

 
((ходход

 
лучейлучей

 
обратимобратим).).

 
ВВ

 
физическойфизической

 
оптикеоптике

 
изображениеизображение

 
нене

 тождественнотождественно
 

предметупредмету, , тактак
 

каккак
 

волновойволновой
 

фронтфронт
 

необратимнеобратим..

ДляДля
 

описанияописания
 

соотношениясоотношения
 

предметовпредметов
 

ии
 

ихих
 

изображенийизображений
 удобноудобно

 
ввестиввести

 
понятияпонятия

 
««пространствопространство

 
предметовпредметов»»

 
ии

 ««пространствопространство
 

изображенийизображений»». . 

ВВ
 

случаеслучае
 

микроскопамикроскопа
 

пространствопространство
 

предметовпредметов
 

ограничиваетсяограничивается
 препаратомпрепаратом, , аа

 
пространствопространство

 
изображенийизображений

 
возникаетвозникает

 
позадипозади

 заднейзадней
 

фокальнойфокальной
 

плоскостиплоскости
 

объективаобъектива
 

ии
 

рассматриваетсярассматривается
 черезчерез

 
окулярокуляр

 
илиили

 
проецируетсяпроецируется

 
нана

 
матрицуматрицу

 
камерыкамеры. . 

СоответственноСоответственно
 

глазглаз
 

рассматриваетрассматривает
 

изображениеизображение, , создаваемоесоздаваемое
 окуляромокуляром, , котороекоторое

 
проецируетсяпроецируется

 
линзамилинзами

 
глазаглаза

 
нана

 
сетчаткусетчатку. . 



ОптическиеОптические
 плоскостиплоскости

 
вв

 
микроскопемикроскопе

1 1 группагруппа
 

((SS11
 

--
 

SS44):):
 

лампалампа
 

осветителяосветителя
 

––
 

диафрагмадиафрагма
 

конденсораконденсора
 ––

 
зз..фф..пп. . объективаобъектива

 
––

 
входнойвходной

 
зрачокзрачок

 
глазаглаза

2 2 группагруппа
 

((II11
 

--
 

II44):):
 

полеваяполевая
 

диафрагмадиафрагма
 

––
 

препаратпрепарат
 

––
 

диафрагмадиафрагма
 окуляраокуляра

 
––

 
сетчаткасетчатка

 
глазаглаза



УвеличениеУвеличение  ии  разрешениеразрешение
ВВ

 
геометрическойгеометрической

 
оптикеоптике

 
увеличениеувеличение

 
прибораприбора

 
((простойпростой

 
линзылинзы) ) 

можетможет
 

бытьбыть
 

бесконечнобесконечно
 

большимбольшим. . НаНа
 

практикепрактике
 

различаютразличают
 полезноеполезное

 
ии

 
избыточноеизбыточное

 
увеличенияувеличения..

ПолезнымПолезным
 

называетсяназывается
 

увеличениеувеличение, , котороекоторое
 

делаетделает
 различимымразличимым

 
длядля

 
глазаглаза

 
новыеновые

 
деталидетали

 
изображенияизображения. . 

ИзбыточнымИзбыточным
 

называетсяназывается
 

увеличениеувеличение, , котороекоторое
 

нене
 

приноситприносит
 

вв
 изображениеизображение

 
новыхновых

 
деталейдеталей. . 

РазрешениеРазрешение
 

((разрешающаяразрешающая
 

способностьспособность
 

прибораприбора) ) ––
 комплекснаякомплексная

 
характеристикахарактеристика, , котораякоторая

 
имеетимеет

 
нескольконесколько

 определенийопределений. . ВВ
 

одномодном
 

случаеслучае
 

этоэто
 

минимальнаяминимальная
 

величинавеличина
 объектаобъекта, , которыйкоторый

 
можетможет

 
бытьбыть

 
описанописан

 
каккак

 
дискретныйдискретный. . БолееБолее

 часточасто
 

подпод
 

разрешениемразрешением
 

подразумеваютподразумевают
 

возможностьвозможность
 

увидетьувидеть
 раздельнораздельно

 
двадва

 
близкоблизко

 
расположенныхрасположенных

 
объектаобъекта, , тото

 
естьесть

 фактическифактически
 

обсуждаетсяобсуждается
 

нене
 

ихих
 

величинавеличина, , аа
 

расстояниерасстояние
 

междумежду
 объектамиобъектами

 
((угловоеугловое

 
илиили

 
линейноелинейное). ). 



ФизическаяФизическая  оптикаоптика
ДляДля

 
описанияописания

 
разрешающейразрешающей

 
способностиспособности

 
прибораприбора

 геометрическойгеометрической
 

оптикиоптики
 

недостаточнонедостаточно. . ВВ
 

качествекачестве
 следующейследующей

 
аппроксимацииаппроксимации

 
используетсяиспользуется

 физическаяфизическая
 

оптикаоптика. . 

ФизическаяФизическая
 

оптикаоптика
 

учитываетучитывает
 

волновыеволновые
 

свойствасвойства
 светасвета

 
((фотоновфотонов) ) ии

 
заза

 
счетсчет

 
этогоэтого

 
позволяетпозволяет

 
точнееточнее

 описатьописать
 

соотношениесоотношение
 

междумежду
 

объектомобъектом
 

ии
 

егоего
 увеличеннымувеличенным

 
изображениемизображением. . 

КромеКроме
 

тоготого, , физическаяфизическая
 

оптикаоптика
 

позволяетпозволяет
 математическиматематически

 
рассчитатьрассчитать

 
системысистемы

 
линзлинз, , создающихсоздающих

 наилучшеенаилучшее
 

изображениеизображение
 

((объективыобъективы, , свободныесвободные
 

отот
 аберрацийаберраций).  ).  



ДопущенияДопущения  ффизическизическойой  оптикоптикии
ДлинаДлина

 
волныволны

 
светасвета

 
конечнаконечна. . 

РаспространениеРаспространение
 

светасвета
 

естьесть
 

распространениераспространение
 электромагнитныхэлектромагнитных

 
колебанийколебаний

 
вв

 
видевиде

 
волновыхволновых

 фронтовфронтов..

КвантовыеКвантовые
 

эффектыэффекты
 

отсутствуютотсутствуют. . 

СледствияСледствия: : 

1.1.
 

РаспространениеРаспространение
 

светасвета
 

вв
 

однороднойоднородной
 

средесреде
 

нене
 прямолинейнопрямолинейно

 
((дифракциядифракция).).

2. 2. ВолновыеВолновые
 

фронтыфронты
 

взаимодействуютвзаимодействуют
 

другдруг
 

сс
 другомдругом

 
((интерференцияинтерференция).).



СравнениеСравнение  распространенияраспространения  волнволн  ии  частицчастиц



ДифракцияДифракция  ФраунгофераФраунгофера  нана  щелищели



ДифракцияДифракция  ФраунгофераФраунгофера  нана  маломмалом  кругломкруглом  отверстииотверстии



ДискДиск
 

ЭриЭри
 

––
 

изображениеизображение
 

точечноготочечного
 объектаобъекта

 
идеальнойидеальной

 
линзойлинзой



ДифракцияДифракция  светасвета  ––  распределениераспределение  интенсивностиинтенсивности

ВВ
 

дискедиске
 

ЭриЭри
 

естьесть
 

центральныйцентральный
 

((нулевойнулевой) ) максимуммаксимум
 

ии
 локальныелокальные

 
максимумымаксимумы

 
большихбольших

 
порядковпорядков, , которыекоторые

 
имеютимеют

 значительнозначительно
 

меньшуюменьшую
 

интенсивностьинтенсивность
 

((II11

 

~ 2% ~ 2% отот
 

II00

 

))

II11



ПолноеПолное
 

распределениераспределение
 

интенсивностиинтенсивности
 

вв
 

дискедиске
 ЭриЭри

 
описываетсяописывается

 
формулойформулой::

гдегде
 

I I ––
 

интенсивностьинтенсивность,,
νν

 
––

 
нормализованноенормализованное

 
расстояниерасстояние

 
отот

 
центрацентра,,

J1J1 ––
 

БесселеваБесселева
 

функцияфункция
 

первогопервого
 

родарода



ИнтерференцияИнтерференция  волнволн

ИнтерференцияИнтерференция
 

волновыхволновых
 фронтовфронтов

 
приводитприводит

 
кк

 образованиюобразованию
 

псевдопсевдо--
 структурструктур

 
--

 
пучностейпучностей

 
ии

 впадинвпадин
 

((««стоячиестоячие
 

волныволны»»).).

РасположениеРасположение
 

пучностейпучностей
 

ии
 впадинвпадин

 
определяетсяопределяется

 источникамиисточниками
 

волнволн..



ИсточникиИсточники  светасвета  ии  интерференцияинтерференция
ЛазерЛазер

 
––

 
когерентенкогерентен, , ии

 
интерференционнаяинтерференционная

 
картинакартина

 
виднавидна

 
припри

 любомлюбом
 

рассеиваниирассеивании
 

пучкапучка
 

лазерноголазерного
 

светасвета. . 

НагретоеНагретое
 

телотело
 

––
 

квазикогерентныйквазикогерентный
 

источникисточник, , цугицуги
 

когерентныхкогерентных
 волнволн

 
имеютимеют

 
продолжительностьпродолжительность

 
ττ≅≅1010--88

 
ссекундыекунды. . 

ТакимТаким
 

образомобразом, , интерференцияинтерференция
 

припри
 

освещенииосвещении
 

объектаобъекта
 

лампойлампой
 накаливаниянакаливания

 
нене

 
виднавидна. . ОнаОна

 
можетможет

 
бытьбыть

 
виднавидна

 
толькотолько

 
вв

 
томтом

 случаеслучае,,
 

еслиесли
 

разностьразность
 

оптическогооптического
 

ходахода
 

лучейлучей
 

многомного
 

меньшеменьше
 1010--8 8 сс

 
((напримернапример, , кольцакольца

 
НьютонаНьютона, , интерференцияинтерференция

 
вв

 
тонкихтонких

 пленкахпленках))..

ПоэтомуПоэтому
 

длядля
 

наблюдениянаблюдения
 

интерференцииинтерференции
 

волновыхволновых
 

фронтовфронтов
 отот

 
обычногообычного

 
источникаисточника

 
светасвета

 
используютиспользуют

 
расщеплениерасщепление

 световогосветового
 

пучкапучка
 

ии
 

последующеепоследующее
 

ссхожхождениедение
 

двухдвух
 

фронтовфронтов
 

сс
 небольшойнебольшой

 
разностьюразностью

 
оптическогооптического

 
ходахода..



КольцаКольца  НьютонаНьютона  ––  интерференцияинтерференция  вв  тонкомтонком  слоеслое



ОпытОпыт  ЮнгаЮнга  ––  созданиесоздание  интерференционнойинтерференционной  картиныкартины

СветСвет, , последовательнопоследовательно
 

проходящийпроходящий
 

черезчерез
 

однуодну, , аа
 

затемзатем
 дведве

 
щелищели

 
((SS;;

 
SS11

 

ии
 

SS22
 

) c) cоздаетоздает
 

нана
 

экранеэкране
 

сложнуюсложную
 картинукартину

 
чередующихсячередующихся

 
полосполос

 
различнойразличной

 
яркостияркости. . 



ДифракционнаяДифракционная  решеткарешетка

ДифракционнаяДифракционная
 

решеткарешетка
 

––
 

системасистема
 

параллельныхпараллельных
 

((прозрачныхпрозрачных) ) 
щелейщелей, , разделенныхразделенных

 
непрозрачнымнепрозрачным

 
промежуткомпромежутком, , ширинаширина

 которогокоторого
 

примернопримерно
 

равнаравна
 

ширинеширине
 

щелейщелей. . 
ПриПри

 
использованиииспользовании

 
монохроматическогомонохроматического

 
светасвета

 
дифракционнаядифракционная

 решеткарешетка
 

позволяетпозволяет
 

многократномногократно
 

усилитьусилить
 

дифракционнуюдифракционную
 

картинукартину
 ((ФраунгофераФраунгофера)), , возникающуювозникающую

 
отот

 
однойодной

 
щелищели. . 



ИзображениеИзображение, , создаваемоесоздаваемое
 ддифракционнифракционнойой  решеткрешеткойой

КартинаКартина, , создаваемаясоздаваемая
 

ддифракциифракционнойонной
 

решеткрешеткойой
 

сс
 

разнымразным
 

числомчислом
 элементовэлементов::

 
сс

 
ростомростом

 
числачисла

 
щелейщелей

 
дифракционнаядифракционная

 
картинакартина

 ФраунгофераФраунгофера
 

превращаетсяпревращается
 

вв
 

регулярноерегулярное
 

изображениеизображение. . 



ДифракцияДифракция  светасвета  нана  решеткрешеткее

ДифракцияДифракция
 

нана
 

решеткерешетке::
 

d=d=λλ/(sin /(sin φφ), ), гдегде
 

dd
 

естьесть
 интервалинтервал

 
междумежду

 
элементамиэлементами

 
решеткирешетки,,

 
λλ

 
–– ддллиинана

 
волныволны

 
падающегопадающего

 
светасвета,,

 
φφ

 
–– уголугол

 
отклоненияотклонения

 
лучейлучей



ДифракцияДифракция
 

светасвета
 

нана
 решеткерешетке

 
сс

 
тонкимитонкими

 щелямищелями::
 

чемчем
 

меньшеменьше
 расстояниерасстояние, , темтем

 большебольше
 

уголугол
 

первогопервого
 максимумамаксимума::

 
sinsinφφ==λλ//dd..

 
ДляДля

 
d=1 d=1 мкммкм

 
ии

 λλ=550 =550 нмнм
 

ϕϕ=33,6=33,6оо



ЭкспериментЭксперимент
 АббеАббе--ПортераПортера

ЕслиЕсли
 

объектобъект
 

сс
 

регулярнойрегулярной
 

структуройструктурой
 

расположенрасположен
 

передперед
 перперееднимдним

 
фокусомфокусом

 
идеальнойидеальной

 
линзылинзы

 
((объективаобъектива), ), тото

 
вв

 
зз..фф..пп. . 

появляетсяпоявляется
 

егоего
 

дифракционнаядифракционная
 

картинакартина
 

((двумерныйдвумерный
 

ФурьеФурье--
 спектрспектр). ). ЗакрываяЗакрывая

 
вв

 
этомэтом

 
спектреспектре

 
частьчасть

 
элементовэлементов

 
можноможно

 регулироватьрегулировать
 

конечноеконечное
 

изображениеизображение, , формируемоеформируемое
 

линзойлинзой. . 



ПостроениеПостроение
 

изображенияизображения
 

решеткирешетки
 объективомобъективом

 
микроскопамикроскопа

sinsinφφ
 

==
 

λλ//dd;  ;  sinsinφφmax.max.
 

==
 

NNААобоб..



ДифракционнаяДифракционная
 картинакартина

 вв  зз..фф..пп. . 
––  решеткарешетка

 сс  разнымиразными
 периодамипериодами

РасстояниеРасстояние
 

междумежду
 

максимумамимаксимумами
 

вв
 

зз..фф..пп. . объективаобъектива
 растетрастет

 
сс

 
уменьшениемуменьшением

 
расстояниярасстояния

 
междумежду

 
штрихамиштрихами



РешеткаРешетка
 ии  маскимаски

 длядля
 наблюдениянаблюдения

 эффектовэффектов
 АббеАббе



ВлияниеВлияние
 

закрытиязакрытия
 

дифрационныхдифрационных
 максимумовмаксимумов

 
нана

 
видвид

 
решеткирешетки



ЭкспериментыЭксперименты  АббеАббе
1. 1. ИзображениеИзображение

 
решеткирешетки

 
нене

 
меняетсяменяется, , еслиесли

 
закрытьзакрыть

 большуюбольшую
 

частьчасть
 

заднейзадней
 

фокальнойфокальной
 

плоскостиплоскости
 объективаобъектива, , ноно

 
оставитьоставить

 
щелищели, , соответствующиесоответствующие

 дифракционнымдифракционным
 

максимумаммаксимумам..

2. 2. ИзображениеИзображение
 

решеткирешетки
 

пропадаетпропадает, , еслиесли
 

закрытьзакрыть
 толькотолько

 
областиобласти

 
объективаобъектива, , соответствующиесоответствующие

 дифракционндифракционныымм
 

максимуммаксимумамам. . 

3. 3. ЕслиЕсли
 

вв
 

объективобъектив
 

попадаетпопадает
 

светсвет
 

первогопервого
 

ии
 

второговторого
 дифракционндифракционныхых

 
максимуммаксимумовов, , тото, , закрываязакрывая

 
первыйпервый

 максимуммаксимум, , мымы
 

получимполучим
 

изображениеизображение
 

решеткирешетки
 

сс
 вдвоевдвое

 
болееболее

 
частымичастыми

 
щелямищелями, , чемчем

 
ониони

 
естьесть

 
нана

 самомсамом
 

деледеле. . 



ТеорияТеория  АббеАббе
ИзображениеИзображение

 
вв

 
микроскопемикроскопе

 
формируетсяформируется

 вв
 

результатерезультате
 

интерференцииинтерференции
 

прямогопрямого
 

ии
 дифрагированногодифрагированного

 
светасвета

 
вв

 
заднейзадней

 фокальнойфокальной
 

плоскостиплоскости
 

объективаобъектива. . ОноОно
 возникаетвозникает

 
тогдатогда, , когдакогда

 
объективомобъективом

 собираетсясобирается
 

светсвет
 

прямойпрямой
 

ии, , каккак
 

минимумминимум,,
 

отот
 первогопервого

 
дифракционногодифракционного

 
максимумамаксимума. . 

ПромежуточнымПромежуточным
 

этапомэтапом
 

вв
 

формированииформировании
 изображенияизображения

 
являетсяявляется

 
формированиеформирование

 ФурьеФурье--образаобраза
 

вв
 

заднейзадней
 

фокальнойфокальной
 плоскостиплоскости

 
объективаобъектива. . 

СтепеньСтепень
 

подобияподобия
 

изображенияизображения
 

ии
 

объектаобъекта
 зависитзависит

 
отот

 
числачисла

 
дифракционныхдифракционных

 максимумовмаксимумов
 

вв
 

заднейзадней
 

фокальнойфокальной
 

плоскостиплоскости
 объективаобъектива. . 



МаксимальныйМаксимальный
 уголугол

 дифракциидифракции
 припри

 различномразличном
 освещенииосвещении

ДифракцияДифракция
 

нана
 

решеткерешетке: : d=d=λλ/(sin /(sin ii+ sin (+ sin (ff--ii)),)),
 

гдегде
 

dd
 естьесть

 
интервалинтервал

 
междумежду

 
элементамиэлементами

 
решеткирешетки,,

 
λλ

 
–– ддллиинана

 волныволны
 

падающегопадающего
 

светасвета, , ff
 

–– уголугол
 

отклоненияотклонения
 

лучейлучей,,
 

ii –– 
уголугол

 
освещенияосвещения, , создаваемыйсоздаваемый

 
конденсоромконденсором



РазрешающаяРазрешающая
 способностьспособность

 микроскопамикроскопа
 попо  АббеАббе

ДляДля
 

дифракционнойдифракционной
 

решеткирешетки
 

уголугол
 

первогопервого
 

дифракционногодифракционного
 максимумамаксимума

 
αα

 
рассчитываетсярассчитывается

 
попо

 
формулеформуле::

sin sin αα= = λλ//dd, , 

гдегде
 

λλ
 

––
 

длинадлина
 

волныволны, , dd
 

––
 

периодпериод
 

решеткирешетки..
СогласноСогласно

 
условиюусловию

 
АббеАббе, , разрешающаяразрешающая

 
способностьспособность

 
микроскопамикроскопа

 определяетсяопределяется
 

максимальныммаксимальным
 

угломуглом
 

отклоненияотклонения
 дифрагированногодифрагированного

 
светасвета, , попадающегопопадающего

 
вв

 
объективобъектив. . ТоТо

 
естьесть,,

sin sin αα
 

≤
 

NANAобоб..
 

, , 
откудаоткуда

 
получаемполучаем

 
разрешающуюразрешающую

 
способностьспособность

 
объективаобъектива

 
припри

 освещенииосвещении
 

параллельнымпараллельным
 

пучкомпучком
 

светасвета::
λλ//NANAобоб. . , , 

гдегде
 

λλ
 

––
 

длинадлина
 

волныволны
 

светасвета, , NANA
 

––
 

числоваячисловая
 

апертураапертура
 

объективаобъектива..
ПриПри

 
использованиииспользовании

 
косогокосого

 
освещенияосвещения

 
попо

 
критериюкритерию

 
АббеАббе

 разрешающаяразрешающая
 

способностьспособность
 

возраствозрастаетает
 

вдвоевдвое
 

ии
 

составитсоставит
 

длядля
 поглощающихпоглощающих

 
объектовобъектов

 
0.5 0.5 λλ//NANA..



КритерийКритерий  РэлеяРэлея

ПосколькуПоскольку
 

изображениеизображение
 

точкиточки
 

являетсяявляется
 

дискомдиском, , тото
 разрешениеразрешение

 
определяетсяопределяется

 
расстояниемрасстоянием

 
междумежду

 соседнимисоседними
 

дискамидисками
 

ЭриЭри..

РазмерРазмер
 

дискадиска
 

ЭриЭри
 

определяетсяопределяется
 

конструкциейконструкцией
 оптическогооптического

 
прибораприбора

 
ии

 
длинойдлиной

 
волныволны

 
испускаемогоиспускаемого

 светасвета. . 

КритерийКритерий
 

РэлеяРэлея
 

вв
 

наилучшейнаилучшей
 

степенистепени
 

приложимприложим
 

кк
 светящимсясветящимся

 
объектамобъектам

 
((астрономияастрономия, , 

флуоресцентнаяфлуоресцентная
 

микроскопиямикроскопия) ) 



ИзображенияИзображения
 точекточек

 линзойлинзой

СлеваСлева
 

––
 

размерразмер
 

дискадиска
 

ЭриЭри
 

определяетсяопределяется
 

апертуройапертурой
 объективаобъектива

 
((возрастаетвозрастает

 
слеваслева

 
направонаправо). ). СправаСправа

 
––

 когдакогда
 

дискидиски
 

ЭриЭри
 

сближаютсясближаются, , ихих
 

изображенияизображения
 начинаютначинают

 
сливатьсясливаться. . 



КритерийКритерий  РэлеяРэлея

КогдаКогда
 

дискидиски
 

ЭриЭри
 

частичночастично
 

перекрываютсяперекрываются, , тото
 суммарнаясуммарная

 
интенсивностьинтенсивность

 
вв

 
минимумеминимуме

 
((указануказан

 стрелкойстрелкой) ) растетрастет
 

попо
 

меремере
 

сближениясближения
 

объектовобъектов, , ии
 затемзатем

 
минимумминимум

 
исчезаетисчезает

 
вовсевовсе. . 

КритерийКритерий
 

РэлеяРэлея
 

––
 

интенсивностьинтенсивность
 

центральногоцентрального
 минимумаминимума

 
должнадолжна

 
бытьбыть

 
нене

 
болееболее

 
73,7% 73,7% отот

 максимумовмаксимумов. . ЭтоЭто
 

соответствуетсоответствует
 

расстояниюрасстоянию
 

междумежду
 максимумамимаксимумами

 
равномравном

 
радиусурадиусу

 
дискадиска

 
ЭриЭри..



ПостроениеПостроение
 

изображенияизображения
 объективомобъективом

 
вблизивблизи

 дифракционногодифракционного
 

пределапредела



РазрешающаяРазрешающая  способностьспособность  объективаобъектива  микроскопамикроскопа
СогласноСогласно

 
критерикритериюю

 
РэлеяРэлея,,

 
разрешениеразрешение

 
свободногосвободного

 
отот

 аберрацийаберраций
 

оптическогооптического
 

прибораприбора
 

можетможет
 

бытьбыть
 

вычисленовычислено
 попо

 
формулеформуле::

RR
 

= = 0,610,61
 

λλ//sin sin αα,,
гдегде

 
R R ––

 
минимальноеминимальное

 
разрешаемоеразрешаемое

 
расстояниерасстояние, , αα

 
––

 максимальныймаксимальный
 

уголугол, , подпод
 

которымкоторым
 

отклоняющийсяотклоняющийся
 

отот
 осиоси

 
светсвет

 
попадаетпопадает

 
вв

 
линзулинзу..

ДляДля
 

объективаобъектива
 

микроскопамикроскопа, , гдегде
 

диаметрдиаметр
 

дискадиска
 

ЭриЭри
 определяетсяопределяется

 
апертуройапертурой

 
объективаобъектива, , получаемполучаем

0.610.61
 

λλ//NANA,,
гдегде

 
λλ

 
––

 
длинадлина

 
волныволны

 
светасвета, , NANA

 
––

 
числоваячисловая

 
апертураапертура

 объективаобъектива..



ААпертурапертура  объективаобъектива

ААпертурапертура
 

объективаобъектива
 

((линзылинзы) ) ––
 

угугоолл
 

((θθ) ) конусаконуса
 

светасвета, , 
собираемогособираемого

 
объективомобъективом

 
отот

 
предметапредмета, , расположенногорасположенного

 
вблизивблизи

 фокусафокуса. . АпертураАпертура
 

определяетсяопределяется
 

соотношениемсоотношением
 

междумежду
 фокуснфокуснымым

 
расстоянирасстояниемем

 
объективаобъектива

 
ии

 
диаметромдиаметром

 
егоего

 
входноговходного

 зрачказрачка
 

((DD)). . 



ЧисловаяЧисловая  апертураапертура  объективаобъектива

ЧисловаяЧисловая
 

апертураапертура
 

((NA) NA) ––
 

синуссинус
 

половинногополовинного
 

углаугла
 

((αα) ) конусаконуса
 светасвета, , собираемогособираемого

 
объективомобъективом. . 

ДляДля
 

иммерсионногоиммерсионного
 

объективаобъектива
 

величинавеличина
 

апертурыапертуры
 

умножаетсяумножается
 нана

 
коэффициенткоэффициент

 
преломленияпреломления

 
иммерсионнойиммерсионной

 
жидкостижидкости

 
((масламасла, , 

водыводы):):
NA=n*sin NA=n*sin αα



РазрешающаяРазрешающая  способностьспособность  объективаобъектива  микроскопамикроскопа
ДваДва

 
подходаподхода: : 

АббеАббе
 

(1871) (1871) ––
 

изображениеизображение
 

естьесть
 

суммасумма
 дифракционныхдифракционных

 
решетокрешеток

 
сс

 
разнымразнымии

 
периодпериодааммии..

КритерийКритерий
 

АббеАббе
 

((ФукоФуко) ) ––
 

должендолжен
 

бытьбыть
 

различимразличим
 минимальныйминимальный

 
периодпериод

 
решеткирешетки. . 

РэлеРэлейй
 

(1896) (1896) ––
 

изображениеизображение
 

естьесть
 

суммасумма
 

точекточек, , каждаякаждая
 изиз

 
которыхкоторых

 
даетдает

 
дискдиск

 
ЭриЭри..

КритерийКритерий
 

РэлеяРэлея
 

––
 

каждыйкаждый
 

дискдиск
 

ЭриЭри
 

должендолжен
 

бытьбыть
 различимразличим, , тото

 
естьесть

 
окруженокружен

 
заметнзаметнымым

 
минимумомминимумом. . 



ЛекцияЛекция  33

ОграничениеОграничение
 

разрешающейразрешающей
 

способностиспособности
 лупылупы

 
ии

 
микроскопамикроскопа

 
––

 
аберрацииаберрации

КомпенсацияКомпенсация
 

аберрацийаберраций
 

––
 

условиеусловие
 апланатизмаапланатизма, , теорематеорема

 
синусовсинусов

ОбъективОбъектив
 

микроскопамикроскопа
 

––
 

конструкцияконструкция
 

ии
 основныеосновные

 
характеристикихарактеристики



КК  критериюкритерию
 РэлеяРэлея

РазрешающаяРазрешающая
 

способностьспособность
 

объективаобъектива
 

точноточно
 

определяетсяопределяется
 

длядля
 заданнойзаданной

 
величинывеличины

 
контрастаконтраста. . ДДляля

 
визуальныхвизуальных

 
наблюденийнаблюдений

 минимальныйминимальный
 

уровеньуровень
 

контрастаконтраста
 

предполагаетсяпредполагается
 

равнымравным
 

20%20%
 

((вв
 расчетномрасчетном

 
критериикритерии

 
РэлеяРэлея

 
––

 
26,3%). 26,3%). 

ПриПри
 

использованиииспользовании
 

цифровойцифровой
 

камерыкамеры
 

уровеньуровень
 

контрастаконтраста
 

можетможет
 бытьбыть

 
сниженснижен

 
додо

 
порогапорога

 
камерыкамеры

 
((менееменее

 
1% 1% длядля

 
охлаждаемыхохлаждаемых

 
ПЗСПЗС

 камеркамер). ). СоответственноСоответственно
 

критерийкритерий
 

РэлеяРэлея
 

заменяетсязаменяется
 

критериемкритерием
 СпарроуСпарроу

 
--

 
0.470.47 λλ//NANA. . ОднакоОднако

 
оцифрованноеоцифрованное

 
изображениеизображение

 ухудшаетсяухудшается
 

заза
 

счетсчет
 

тт..нн. . пикселизациипикселизации. . 

ПриПри
 

цифровойцифровой
 

записизаписи
 

изображенияизображения, , состоящегосостоящего
 

изиз
 

малыхмалых
 объектовобъектов, , разделенныхразделенных

 
относительноотносительно

 
большимибольшими

 
расстояниямирасстояниями, , 

возможновозможно
 

вычислениевычисление
 

положенияположения
 

центрацентра
 

каждогокаждого
 

одиночногоодиночного
 дискадиска

 
ЭриЭри

 
сс

 
погрешностьюпогрешностью

 
менееменее

 
1% 1% егоего

 
диаметрадиаметра..

 
ЭтотЭтот

 
приемприем

 используетсяиспользуется
 

длядля
 

полученияполучения
 

тактак
 

называемогоназываемого
 

суперразрешениясуперразрешения.  .  



ФункцияФункция  передачипередачи  контрастаконтраста

ИзИз--заза
 

волновойволновой
 

природыприроды
 

светасвета
 

((точкаточка
 

преобразуетсяпреобразуется
 

вв
 

дискдиск
 ЭриЭри) ) степеньстепень

 
передачипередачи

 
контрастаконтраста

 
вв

 
изображенииизображении

 
уменьшаетсяуменьшается

 сс
 

ростомростом
 

пространственнойпространственной
 

частотычастоты
 

объектаобъекта. . 



ИзображениеИзображение
 припри

 разныхразных
 увеличенияхувеличениях

ДискиДиски
 

ЭриЭри
 

нене
 

ДискиДиски
 

ЭриЭри
 

частичночастично
перекрываютсяперекрываются

 
перекрываютсяперекрываются



ФункцияФункция  передачипередачи  контрастаконтраста  вв  микроскопемикроскопе

СтепеньСтепень
 

контрастностиконтрастности
 

изображенияизображения
 

((отношениеотношение
 

контрастаконтраста
 предметапредмета

 
вв

 
контрастуконтрасту

 
егоего

 
изображенияизображения) ) зависитзависит

 
отот

 
апертурыапертуры

 объективаобъектива
 

ии
 

быстробыстро
 

убываетубывает
 

сс
 

ростомростом
 

пространственнойпространственной
 частотычастоты. . 



РазрешениеРазрешение  ии  функцияфункция  передачипередачи  контрастаконтраста
ФункцияФункция

 
передачипередачи

 
контрастаконтраста

 
((оптическаяоптическая

 передаточнаяпередаточная
 

функцияфункция
 

––
 

ОПФОПФ
 

илиили
 

optical transfer optical transfer 
function function ––

 
OTF) OTF) характеризуетхарактеризует

 
изображениеизображение

 
предметапредмета

 каккак
 

функциюфункцию
 

пространственныхпространственных
 

частотчастот
 

ии
 показываетпоказывает, , каккак

 
передаетсяпередается

 
гармоническаягармоническая

 
решеткарешетка

 
вв

 плоскостьплоскость
 

изображенияизображения. . ПоПо
 

меремере
 

уменьшенияуменьшения
 

шагашага
 решеткирешетки

 
контрастконтраст

 
ееее

 
изображенияизображения

 
снижаетсяснижается. . 

ПределПредел
 

разрешенияразрешения
 

можетможет
 

бытьбыть
 

описанописан
 

каккак
 

шагшаг
 решеткирешетки, , когдакогда

 
контрастконтраст

 
ееее

 
изображенияизображения

 
обращаетсяобращается

 вв
 

нольноль. . 



ДиатомовыеДиатомовые
 

водоросливодоросли, , объективобъектив
 

хх2020



ДиатомовыеДиатомовые  водоросливодоросли

0,55 мкм
 

0,27 мкм



РазрешающаяРазрешающая
 

способностьспособность
 

системысистемы
 

≤≤
 

0.27 0.27 мкммкм



ООграничениеграничение
 рразрешающазрешающейей  способностспособностии  объективаобъектива

 ((лупылупы))
ПолезноеПолезное

 
увеличениеувеличение

 
лупылупы

 
ограниченоограничено

 
кружкомкружком

 
нерезкостинерезкости, , 

которыйкоторый
 

обусловленобусловлен
 

аберрациямиаберрациями..

ВеличинаВеличина
 

кружкакружка
 

нерезкостинерезкости
 

зависитзависит
 

отот
 

размеровразмеров
 

входноговходного
 

ии
 выходноговыходного

 
зрачковзрачков

 
оптическойоптической

 
системысистемы. . 

ВВ
 

сложнойсложной
 

оптическойоптической
 

системесистеме
 

размерыразмеры
 

кружкакружка
 

нерезкостинерезкости
 могутмогут

 
бытьбыть

 
уменьшеныуменьшены

 
попо

 
сравнениюсравнению

 
сс

 
простойпростой

 
лупойлупой

 
путемпутем

 комбинированиякомбинирования
 

линзлинз
 

изиз
 

различныхразличных
 

сортовсортов
 

стекластекла. . 

ДваДва
 

подходаподхода
 

кк
 

борьбеборьбе
 

сс
 

аберрациямиаберрациями: : устранениеустранение
 

ихих
 

вв
 широкомшироком

 
пространствепространстве

 
изображенийизображений

 
((фотообъективфотообъектив) ) илиили

 
вв

 однойодной
 

плоскостиплоскости
 

((объективобъектив
 

микроскопамикроскопа).).
ДляДля

 
объективаобъектива

 
микроскопамикроскопа

 
существуетсуществует

 
однаодна

 
плоскостьплоскость

 
вв

 пространствепространстве
 

предметовпредметов, , перпендикулярнаяперпендикулярная
 

главнойглавной
 оптическойоптической

 
осиоси, , когдакогда

 
аберрацииаберрации

 
вв

 
пространствепространстве

 
изображенийизображений

 даннойданной
 

плоскостиплоскости
 

минимальныминимальны
 

((апланатическаяапланатическая
 

точкаточка).).



АберрацииАберрации

АберрацииАберрации
 

––
 

отклоненияотклонения
 

ходахода
 

лучейлучей
 

отот
 

идеальногоидеального, , 
обусловленныеобусловленные

 
несовершенствомнесовершенством

 
линзылинзы. . 

ЗеркалаЗеркала
 

((напримернапример, , параболическоепараболическое
 

зеркалозеркало) ) могутмогут
 

бытьбыть
 свободнысвободны

 
отот

 
аберрацийаберраций,  ,  ии

 
поэтомупоэтому

 
получилиполучили

 распространениераспространение
 

вв
 

астрономииастрономии,  ,  ноно
 

ихих
 

труднотрудно
 

использоватьиспользовать
 

вв
 микроскопиимикроскопии.  .  СферическиеСферические

 
зеркалазеркала

 
такжетакже

 
имеютимеют

 
аберрацииаберрации, , 

обусловленныеобусловленные
 

ихих
 

формойформой. . 

ПричиныПричины
 

аберрацийаберраций::
ОтклонениеОтклонение

 
лучейлучей, , участвующихучаствующих

 
вв

 
построениипостроении

 
изображенияизображения, , 

отот
 

главнойглавной
 

оптическойоптической
 

осиоси
 

линзылинзы
 

нана
 

значительныйзначительный
 

уголугол
 ((сферическиесферические

 
аберрацииаберрации))..

ЗависимостьЗависимость
 

оптическихоптических
 

свойствсвойств
 

стекластекла
 

отот
 

длиныдлины
 

световыхсветовых
 волнволн

 
((хроматическиехроматические

 
аберрацииаберрации))..



ТипыТипы  аберрацийаберраций
ДляДля

 
устраненияустранения

 
аберрацийаберраций

 
вв

 
сложныхсложных

 
оптическихоптических

 
системахсистемах

 былбыл
 

создансоздан
 

специальныйспециальный
 

математическийматематический
 

аппаратаппарат. . ВВ
 

немнем
 аберрацииаберрации

 
классифицируютсяклассифицируются, , ии

 
длядля

 
минимизацииминимизации

 
ихих

 проводятсяпроводятся
 

расчетырасчеты
 

попо
 

сложнойсложной
 

системесистеме
 

уравненийуравнений. . ЭтаЭта
 системасистема

 
уравненийуравнений

 
нене

 
даетдает

 
возможностивозможности

 
свестисвести

 
аберрацииаберрации

 
кк

 нулюнулю, , ноно
 

позволяетпозволяет
 

вв
 

определенныхопределенных
 

пределахпределах
 

уменьшитьуменьшить
 суммарнуюсуммарную

 
аберрациюаберрацию

 
сложнойсложной

 
оптическойоптической

 
системысистемы

 
длядля

 определеннойопределенной
 

областиобласти
 

пространствапространства
 

изображенийизображений, , используяиспользуя
 наборнабор

 
линзлинз..

РасчетыРасчеты
 

величинвеличин
 

аберрацийаберраций
 

производятсяпроизводятся
 

приближенноприближенно
 ((численнымичисленными

 
методамиметодами) ) длядля

 
выбранныхвыбранных

 
лучейлучей

 
ии

 
длиндлин

 
волнволн. . 

АберрацииАберрации
 

монохроматическогомонохроматического
 

светасвета::
поперечнаяпоперечная

 
––

 
лучеваялучевая

продольнаяпродольная
 

––
 

волноваяволновая..
ДляДля

 
смешанногосмешанного

 
светасвета

 
дополнительнодополнительно

 
появляютсяпоявляются

 хроматическиехроматические
 

аберрацииаберрации
 

((такжетакже
 

поперечныепоперечные
 

ии
 

продольныепродольные). ). 



КлассификацияКлассификация  аберрацийаберраций  ((ЗайделяЗайделя))
СферическаяСферическая
КомаКома

 
((косогокосого

 
светасвета) ) 

ДисторсияДисторсия
АстигматизмАстигматизм
СферичностьСферичность

 
поляполя

 
зрениязрения

ХроматическаяХроматическая
 

((продольнаяпродольная) ) 
ХроматическаяХроматическая

 
разностьразность

 
увеличенийувеличений

 ((поперечнаяпоперечная))



СферическаяСферическая  аберрацияаберрация



СферичностьСферичность  поляполя  зрениязрения



КомаКома  косогокосого  светасвета



АстигматизмАстигматизм

РазностьРазность
 

увеличенийувеличений
 

попо
 

двумдвум
 

осямосям
 

––
 

отклонениеотклонение
 

отот
 сферическойсферической

 
формыформы



ДисторсияДисторсия

положительнаяположительная
 

отрицательнаяотрицательная
 

ДисторсияДисторсия
 

означаетозначает
 

переменноепеременное
 

увеличениеувеличение
 

вв
 

пределахпределах
 поляполя

 
зрениязрения. . ПоложительнаяПоложительная

 
––

 
увеличениеувеличение

 
растетрастет

 
попо

 меремере
 

удаленияудаления
 

отот
 

главнойглавной
 

оптическойоптической
 

осиоси. . 



УстранениеУстранение  ((компенсациякомпенсация) ) 
аберрацийаберраций

УстранениеУстранение
 

аберрацийаберраций
 

означаетозначает
 

уменьшениеуменьшение
 

кружкакружка
 

нерезкостинерезкости, , 
создаваемогосоздаваемого

 
сложнойсложной

 
оптическойоптической

 
системойсистемой, , состоящейсостоящей

 
изиз

 несколькихнескольких
 

линзлинз. . ОноОно
 

можетможет
 

производитьсяпроизводиться
 

длядля
 

определеннойопределенной
 длиныдлины

 
волныволны

 
((устранениеустранение

 
сферическихсферических

 
аберрацийаберраций), ), аа

 
такжетакже

 одновременноодновременно
 

длядля
 

несколькихнескольких
 

длиндлин
 

волнволн
 

((устранениеустранение
 хроматическиххроматических

 
аберрацийаберраций). ). 

МинимизацияМинимизация
 

аберрацийаберраций
 

достигаетсядостигается
 

длядля
 

небольшойнебольшой
 

окрестностиокрестности
 тактак

 
называемойназываемой

 
апланатическойапланатической

 
точкиточки, , располагающейсярасполагающейся

 
вблизивблизи

 фокусафокуса
 

нана
 

главнойглавной
 

оптическойоптической
 

осиоси
 

системысистемы. . 

ЕслиЕсли
 

объектобъект
 

располагаетсярасполагается
 

нана
 

удаленииудалении
 

отот
 

апланатическойапланатической
 

точкиточки, , 
тото

 
аберрацииаберрации

 
оптическойоптической

 
системысистемы

 
быстробыстро

 
возрастаютвозрастают..



ХроматическаяХроматическая
 аберрацияаберрация

 ((продольнаяпродольная))



ДисперсияДисперсия  стекластекла

ЗависимостьЗависимость
 

показателяпоказателя
 

преломленияпреломления
 отот

 
длиныдлины

 
волныволны

 
––

 
дисперсиядисперсия..

ЧислоЧисло
 

АббеАббе::

νν  = = ((nndd
 

––  1) 1) ⁄⁄  ((nnff
 

––  nncc
 

)), , 
гдегде

 
d, f d, f ии

 
сс

 
––

 
линиилинии

 
вв

 
спектреспектре

 
натриянатрия

 
сс

 длинойдлиной
 

волныволны
 

587.6, 486.1, 587.6, 486.1, ии
 

656.3656.3
 

нмнм, , 
соответственносоответственно..



ИсправлениеИсправление  аберрацийаберраций  объективаобъектива
ПолноеПолное

 
исправлениеисправление

 
сферическихсферических

 
аберрацийаберраций

 
объективаобъектива

 
––

 расчетныйрасчетный
 

размерразмер
 

кружкакружка
 

нерезкостинерезкости
 

меньшеменьше
 

дифракционногодифракционного
 пределапредела

 
((половиныполовины

 
дискадиска

 
ЭриЭри). ). 

ПолнымПолным
 

исправлениеисправление
 

хроматическиххроматических
 

аберрацийаберраций
 

считаетсясчитается
 

тогдатогда, , 
когдакогда

 
величинавеличина

 
продольнойпродольной

 
ии

 
поперечнойпоперечной

 
хроматическиххроматических

 аберрацийаберраций
 

длядля
 

выбранныхвыбранных
 

длиндлин
 

волнволн
 

((ахроматахромат
 

––
 

дведве: : зеленаязеленая
 

ии
 желтаяжелтая; ; апохроматапохромат

 
––

 
тритри: : синяясиняя, , зеленаязеленая

 
ии

 
краснаякрасная; ; 

суперапохроматсуперапохромат
 

––
 

5: 5: фиолетоваяфиолетовая, , синяясиняя, , зеленаязеленая, , желтаяжелтая
 

ии
 дальняядальняя

 
краснаякрасная) ) меньшеменьше

 
половиныполовины

 
минимальнойминимальной

 
длиныдлины

 
волныволны. . 

МаксимальноеМаксимальное
 

исправлениеисправление
 

аберрацийаберраций
 

возможновозможно
 

толькотолько
 

длядля
 однойодной

 
плоскостиплоскости, , когдакогда

 
объектобъект

 
находитсянаходится

 
вв

 
переднейпередней

 апланатическойапланатической
 

точкеточке
 

объективаобъектива, , ии
 

оптическиеоптические
 

средысреды
 

междумежду
 препаратомпрепаратом

 
ии

 
фронтальнойфронтальной

 
линзойлинзой

 
объективаобъектива

 
попо

 
своимсвоим

 показателямпоказателям
 

преломленияпреломления
 

соответствуютсоответствуют
 

расчетнымрасчетным
 

параметрампараметрам.  .  



СортаСорта  оптическогооптического  стекластекла

СС
 

различнымиразличными
 

показателямипоказателями
 преломленияпреломления

 
ии

 
дисперсиидисперсии: : 

кронкрон
 

((легкоелегкое, n<1,7; , n<1,7; числочисло
 

АббеАббе
 

болееболее
 

50)50), , 

флинтфлинт
 

((тяжелоетяжелое, n>1,8, , n>1,8, ссодержитодержит
 

PbOPbO; ; числочисло
 АббеАббе

 
менееменее

 
50)50), , 

флюоритфлюорит
 

(CaF(CaF22
 

; n ~ 1,5; ; n ~ 1,5; числочисло
 

АббеАббе
 

менееменее
 

50)50)
ПрименениеПрименение

 
флюоритовогофлюоритового

 
стекластекла

 
позволяетпозволяет

 
значительнозначительно

 уменьшитьуменьшить
 

остаточныеостаточные
 

хроматическиехроматические
 

аберрацииаберрации, , используяиспользуя
 небольшоенебольшое

 
числочисло

 
линзлинз. . 



ДляДля
 

парыпары
 

склеенныхсклеенных
 

тонкихтонких
 

линзлинз
 

фокусноефокусное
 

расстояниерасстояние
системысистемы

 
ff

 
определяопределяетсяется

 
попо

 
формулеформуле: : 

1/f=1/f1/f=1/f11
 

+ + 1/f1/f22
ДляДля

 
парыпары

 
положительныхположительных

 
линзлинз

 
онооно

 
составляетсоставляет::

f = ff = f11* * ff2 2 ⁄⁄  (f(f11
 

+f+f22
 

))
ДляДля

 
парыпары

 
изиз

 
положительнположительнойой

 
ии

 
отрицательнойотрицательной

 
линзлинз

 
онооно

 составляетсоставляет::

f = ff = f11* * ff2 2 ⁄⁄  (f(f11
 

--ff22
 

))..
ТакимТаким

 
образомобразом, , суммарноесуммарное

 
увеличениеувеличение

 
парыпары

 
меньшеменьше, , 

чемчем
 

исходнойисходной
 

линзылинзы, , ноно
 

нене
 

равноравно
 

нулюнулю, , еслиесли
 

ихих
 фокусныефокусные

 
расстояниярасстояния

 
различаютсяразличаются. . 

КонструированиеКонструирование
 объективаобъектива

 изиз  парпар
 сферическихсферических

 линзлинз



АхроматическаяАхроматическая  системасистема

АхроматическаяАхроматическая
 

парапара
 

состоитсостоит
 

изиз
 

склеенныхсклеенных
 

линзлинз
 

сс
 

различнымиразличными
 показателямипоказателями

 
дисперсиидисперсии

 
((кронкрон//флинтфлинт

 
––

 
1 1 ии

 
2). 2). 

АхроматическаяАхроматическая
 

парапара
 

линзлинз
 

позволяетпозволяет
 

значительнозначительно
 

уменьшитьуменьшить
 хроматическуюхроматическую

 
аберрациюаберрацию, , заза

 
счетсчет

 
сведениясведения

 
точекточек

 
пересеченияпересечения

 
длядля

 синегосинего
 

ии
 

красногокрасного
 

лучейлучей
 

(4).  (4).  



АхроматическаяАхроматическая  системасистема
УсловиеУсловие

 
ахроматизмаахроматизма

 
длядля

 
парыпары

 сферическихсферических
 

линзлинз::
νν

 11
 

ff11
 

+ + νν
 22

 
ff22

 
=0=0

 
(1)(1)

ППрири
 

различнойразличной
 

дисперсиидисперсии
 

((νν
 22

 
>>νν

 11
 

))
 

изиз
 уравненияуравнения

 
(1) (1) следуетследует, , чточто, , 

||ff22
 

||
 

< |< |ff11
 

||
ТТоо

 
естьесть

 
длядля

 
парыпары

 
линзлинз

 
((собирающаясобирающая, , ff11

 

>0 >0 ии
 рассеивающаярассеивающая, , ff22

 

<0<0
 

))
1/f=1/f1/f=1/f11

 
+ + 1/f1/f22

 
>0, >0, ии

 
ониони

 
даютдают

 
вв

 
суммесумме

 положительноеположительное
 

увеличениеувеличение



АпланатическаяАпланатическая  системасистема

АпланатическийАпланатический
 

объективобъектив, , состоящийсостоящий
 

изиз
 

двухдвух
 

парпар
 

ахроматическихахроматических
 линзлинз, , позволяетпозволяет

 
значительнозначительно

 
уменьшитьуменьшить

 
хроматическуюхроматическую

 аберрациюаберрацию, , сферическуюсферическую
 

аберрациюаберрацию
 

ии
 

комукому.  .  



УсловиеУсловие  синусовсинусов  АббеАббе

ДляДля
 

полученияполучения
 

свободногосвободного
 

отот
 

аберрацийаберраций
 

изображенияизображения
 

длядля
 

всехвсех
 лучейлучей, , выходящихвыходящих

 
изиз

 
переднейпередней

 
апланатическойапланатической

 
точкиточки

 
нана

 
главнойглавной

 оптическойоптической
 

осиоси
 

ии
 

направляющихсянаправляющихся
 

послепосле
 

преломленияпреломления
 

вв
 объективеобъективе

 
кк

 
заднейзадней

 
апланатическойапланатической

 
точкеточке, , отношениеотношение

 
междумежду

 синусамисинусами
 

угловуглов
 

сопряженныхсопряженных
 

лучейлучей
 

должнодолжно
 

бытьбыть
 

постояннопостоянно::

((n n * * sinsin
 

uu)) : : ((nn’’ * * sin sin uu’’)) ==
 

vv
гдегде

 
nn, , nn’’ ––

 
показателипоказатели

 
преломленияпреломления; ; vv ==

 
const. const. ––

 
увеличениеувеличение

 объективаобъектива..



АпланатическаяАпланатическая  системасистема
ВажнымВажным

 
элементомэлементом

 
вв

 
практическойпрактической

 
оптикеоптике

 
являютсяявляются

 
тактак

 называемыеназываемые
 

апланатическиеапланатические
 

системысистемы, , вв
 

которыхкоторых
 

законызаконы
 геометрическойгеометрической

 
оптикиоптики

 
удаётсяудаётся

 
совместитьсовместить

 
сс

 
выполнениемвыполнением

 
условияусловия

 синусовсинусов
 

длядля
 

элементаэлемента
 

поверхностиповерхности
 

вв
 

окрестностиокрестности
 

однойодной
 

точкиточки
 

нана
 осиоси

 
системысистемы

 
((телескоптелескоп) ) илиили

 
длядля

 
парыпары

 
сопряжённыхсопряжённых

 
поверхностейповерхностей

 ((микроскопмикроскоп). ). 
АпланатическиеАпланатические

 
системысистемы

 
изображаютизображают

 
безбез

 
аберрацийаберраций

 
широкимшироким

 пучкомпучком
 

лучейлучей
 

окрестностьокрестность
 

такойтакой
 

точкиточки. . ПримеромПримером
 

апланатическойапланатической
 системысистемы

 
являетсяявляется

 
сферасфера

 
сс

 
коэффициентомкоэффициентом

 
преломленияпреломления

 
n n ии

 радиусомрадиусом
 

R. R. ТочкиТочки, , лежащиележащие
 

нана
 

сферахсферах
 

радиусоврадиусов
 

n*R n*R ии
 

R/n, R/n, 
изображаютсяизображаются

 
другдруг

 
вв

 
другадруга

 
безбез

 
аберрацийаберраций. . ТочкиТочки

 
поверхностиповерхности

 
сс

 радиусомрадиусом
 

n*R n*R мнимыемнимые, , тт..ее. . вв
 

нихних
 

пересекаютсяпересекаются
 

нене
 

лучилучи, , аа
 

ихих
 продолженияпродолжения. . 

АпланатическиеАпланатические
 

свойствасвойства
 

сферысферы
 

используютсяиспользуются
 

припри
 конструированииконструировании

 
объективовобъективов

 
микроскоповмикроскопов

 
((фронтальнаяфронтальная

 
линзалинза

 объективовобъективов
 

сс
 

большимбольшим
 

увеличениемувеличением
 

представляетпредставляет
 

собойсобой
 полусферуполусферу), ), гдегде

 
существеннасущественна

 
большаябольшая

 
апертураапертура

 
пучковпучков, , аа

 положениеположение
 

предметапредмета
 

можетможет
 

бытьбыть
 

фиксированофиксировано..



АпланатическийАпланатический
 объективобъектив

 АмичиАмичи

ПрепаратПрепарат

 

располагаетсярасполагается

 

вв

 

переднейпередней

 

апланатическойапланатической

 

точкеточке

 

((АА11) ) полусферическойполусферической

 
фронтальнойфронтальной

 

линзылинзы

 

нана

 

расстояниирасстоянии

 

d=R/n d=R/n отот

 

ееее

 

плоскойплоской

 

поверхностиповерхности. . МеждуМежду

 

препаратомпрепаратом

 

ии

 
линзойлинзой

 

находитсянаходится

 

иммерсионнаяиммерсионная

 

жидкостьжидкость. . ПерваяПервая

 

поверхностьповерхность

 

преломленияпреломления

 

((РР1) 1) ––

 

задняязадняя

 
поверхностьповерхность

 

сферическойсферической

 

линзылинзы..
ВтораяВторая

 

ии

 

третьятретья

 

поверхностиповерхности

 

преломленияпреломления

 

––

 

нана

 

менисковойменисковой

 

линзелинзе..
ВВ

 

результатерезультате

 

кажущеесякажущееся

 

положениеположение

 

предметапредмета

 

((АА2 2 ––

 

АА3) 3) удаляетсяудаляется, , ии

 

мымы

 

уменьшаемуменьшаем

 

уголугол

 
наблюдениянаблюдения

 

предметапредмета, , чточто

 

позволяетпозволяет

 

приблизитьсяприблизиться

 

кк

 

выполнениювыполнению

 

условияусловия

 

синусовсинусов.  .  



ПрепаратПрепарат

 

располагаетсярасполагается

 

вв

 

переднейпередней

 

апланатическойапланатической

 

точкеточке

 

((P) P) полусферическойполусферической

 

фронтальнойфронтальной

 
линзылинзы

 

нана

 

расстояниирасстоянии

 

d=R/n d=R/n отот

 

ееее

 

плоскойплоской

 

поверхностиповерхности..
R R ––

 

радиусрадиус

 

линзылинзы, , nn

 

––

 

показательпоказатель

 

преломленияпреломления

 

стекластекла. . 
РасходящийсяРасходящийся

 

пучокпучок

 

светасвета

 

отот

 

фронтальнойфронтальной

 

линзылинзы

 

дополнительнодополнительно

 

собираетсясобирается

 

менисковойменисковой

 
линзойлинзой. . 
PP’’

 

––

 

кажущеесякажущееся

 

положениеположение

 

объектаобъекта

 

длядля

 

сферическойсферической

 

линзылинзы; ; PP””

 

––

 

кажущеесякажущееся

 

положениеположение

 
объектаобъекта

 

длядля

 

парыпары

 

сферическойсферической

 

ии

 

менисковойменисковой

 

линзлинз. . 

АпланатическийАпланатический  объективобъектив  большогобольшого  увеличенияувеличения



ТестовыеТестовые  решеткирешетки  АббеАббе

РРеешеткашетка
 

рарасполагаесполагаеттсяся
 

вдаливдали
 

отот
 

объективаобъектива. . ПриПри
 

выполнениивыполнении
 условияусловия

 
синусовсинусов, , глазглаз

 
видитвидит

 
ееее

 
изображениеизображение

 
черезчерез

 диафрагмудиафрагму
 

вв
 

видевиде
 

прямоугольнойпрямоугольной
 

сеткисетки. . 



МикроскопическиеМикроскопические  объективыобъективы

КомпенсацияКомпенсация
 

хроматическиххроматических
 

аберрацийаберраций
 

длядля
 апохроматическогоапохроматического

 
объективаобъектива

 
требуеттребует

 
значительногозначительного

 количестваколичества
 

промежуточныхпромежуточных
 

линзлинз. . 
ПоэтомуПоэтому

 
часточасто

 
применяютсяприменяются

 
системысистемы

 
тактак

 
называемыхназываемых

 полуапохроматовполуапохроматов
 

––
 

объективовобъективов, , вв
 

которыхкоторых
 используетсяиспользуется

 
флюоритовоефлюоритовое

 
стеклостекло. . 

ФлюоритовыеФлюоритовые
 

объективыобъективы
 

имеютимеют
 

большеебольшее
 светопропусканиесветопропускание

 
ии

 
увеличенныйувеличенный, , попо

 
сравнениюсравнению

 
сс

 апохроматамиапохроматами, , рабочийрабочий
 

отрезокотрезок. . 



АхроматическийАхроматический  объективобъектив
ПростейшийПростейший

 
ахроматахромат

 
((малоемалое

 
увеличениеувеличение) ) ––

 
дведве

 
ахроматическихахроматических

 парыпары
 

линзлинз
 

((хх8, 8, хх10). 10). 
ДляДля

 
полученияполучения

 
большогобольшого

 
увеличенияувеличения

 
((свышесвыше

 
хх16), 16), этойэтой

 
системысистемы

 недостаточнонедостаточно. . 

ДляДля
 

исправленияисправления
 

аберрацийаберраций
 

припри
 

созданиисоздании
 

объективаобъектива
 

большогобольшого
 увеличенияувеличения

 
рассчитываетсярассчитывается

 
болееболее

 
сложнаясложная

 
системасистема, , состоящаясостоящая

 изиз
 

полусферическойполусферической
 

фронтальнойфронтальной
 

линзылинзы
 

ии
 

несколькихнескольких
 менисковыхменисковых

 
линзлинз, , последовательнопоследовательно

 
исправляющихисправляющих

 
ееее

 аберрацииаберрации. . 
ВВ

 
заднейзадней

 
частичасти

 
объективаобъектива

 
длядля

 
достижениядостижения

 
большогобольшого

 увеличенияувеличения
 

((тото
 

естьесть
 

малогомалого
 

фокусногофокусного
 

расстояниярасстояния
 

всейвсей
 системысистемы) ) ии

 
устраненияустранения

 
хроматическиххроматических

 
аберрацийаберраций

 дополнительнодополнительно
 

располагаетсярасполагается
 

однаодна
 

илиили
 

дведве
 

ахроматическихахроматических
 парыпары

 
линзлинз..



ФункцияФункция  передачипередачи  контрастаконтраста  вв  оптическойоптической  системесистеме

СтепеньСтепень
 

контрастностиконтрастности
 

изображенияизображения
 

((отношениеотношение
 

контрастаконтраста
 предметапредмета

 
вв

 
контрастуконтрасту

 
егоего

 
изображенияизображения) ) быстробыстро

 
убываетубывает

 
сс

 
ростомростом

 пространственнойпространственной
 

частотычастоты



ОбъективыОбъективы
 большогобольшого

 увеличенияувеличения
 ((разрезразрез))

АхроматАхромат
 

АпохроматАпохромат
 
ИммерсионныйИммерсионный

сухойсухой
 

сухойсухой
 

ахроматахромат



ТипыТипы
 объективовобъективов



МаркировкаМаркировка
 объективаобъектива



ТипыТипы  объективовобъективов  длядля  микроскопамикроскопа
АхроматАхромат

 
(510(510--580 580 нмнм))

АпохроматАпохромат
 

(4(45050--660 660 нмнм))
 
----

 
ApoApo

ФлюоритовыйФлюоритовый
 

объективобъектив
 

----
 

FlFl
ПланахроматПланахромат

 
----

 
PlanPlan

ПланапохроматПланапохромат
 

----
 

PlanApoPlanApo
СуперСупер

 
планапохроматпланапохромат

 
––

 
компенсациякомпенсация

 длядля
 

5 5 точекточек
 

спектраспектра
 

((отот
 

405 405 додо
 

700 700 нмнм))
ПланфлюоритПланфлюорит

 
----

 
PlanFluorPlanFluor

УФУФ
 

((кварцевыйкварцевый, 280 , 280 нмнм)        )        ----
 

UVUV



ЛекцияЛекция  44

ХарактеристикиХарактеристики
 

объективаобъектива
ТипыТипы

 
объективовобъективов

ФункцияФункция
 

передачипередачи
 

контрастаконтраста
ГлубинаГлубина

 
поляполя

 
зрениязрения

 
ии

 
понятиепонятие

 
резкогорезкого

 изображенияизображения
ТрехмерноеТрехмерное

 
изображениеизображение

 
точкиточки



МаркировкаМаркировка
 объективаобъектива



ФормироваФормированиение  изображенияизображения  оптическойоптической  системойсистемой
ОптическиеОптические

 

системысистемы
 

нене
 

могутмогут
 

даватьдавать
 

идеальногоидеального
 

попоточечноготочечного
 

изображенияизображения
 

пространствапространства, , тактак
 

каккак
 

обладаютобладают
 

аберрациямиаберрациями. . ИсключениеИсключение
 

могутмогут
 

составлятьсоставлять
 

точечныеточечные
 

объектыобъекты
 

нана
 

главнойглавной
 

оптическойоптической
 

осиоси
 

ии
 

случаислучаи, , когдакогда
 

обаоба
 

условияусловия
 

((условиеусловие
 

синусовсинусов
 

ии
 

условиеусловие
 

тангенсовтангенсов) ) выполняютсявыполняются
 

хотяхотя
 

быбы
 

вв
 

некоторыхнекоторых
 

точкахточках
 

одновременноодновременно..
НаиболееНаиболее

 

важнымважным
 

являетсяявляется
 

случайслучай
 

параксиальнойпараксиальной
 

оптикиоптики, , когдакогда
 

углыуглы, , 
составляемыесоставляемые

 

лучамилучами
 

сс
 

осьюосью, , малымалы
 

ии
 

обаоба
 

условияусловия
 

выполняютсявыполняются
 

одновременноодновременно
 

изиз--заза
 

практическогопрактического
 

совпадениясовпадения
 

тангенсовтангенсов
 

ии
 

синусовсинусов. . КК
 

этомуэтому
 

случаюслучаю
 

относятсяотносятся
 

большинствобольшинство
 

оптическихоптических
 

приборовприборов, , ноно
 

нене
 

микроскопмикроскоп!!
ВВторымторым

 

вважнымажным
 

случаемслучаем
 

являютсяявляются
 

тактак
 

называемыеназываемые
 

апланатическиеапланатические
 

системысистемы, , 
вв

 

которыхкоторых
 

законызаконы
 

геометрическойгеометрической
 

оптикиоптики
 

удаётсяудаётся
 

совместитьсовместить
 

сс
 

выполнениемвыполнением
 

условияусловия
 

синусовсинусов
 

длядля
 

элементаэлемента
 

поверхностиповерхности
 

вв
 

окрестностиокрестности
 

однойодной
 

точкиточки
 

нана
 

осиоси
 

системысистемы
 

илиили
 

длядля
 

парыпары
 

сопряжённыхсопряжённых
 

поверхностейповерхностей. . 
АпланатическиеАпланатические

 

системысистемы
 

изображаютизображают
 

безбез
 

аберрацийаберраций
 

широкимшироким
 

пучкомпучком
 

лучейлучей
 

окрестностьокрестность
 

такойтакой
 

точкиточки. . ИзвестнымИзвестным
 

примеромпримером
 

апланатическойапланатической
 

системысистемы
 

являетсяявляется
 

сферасфера
 

сс
 

коэффициентомкоэффициентом
 

преломленияпреломления
 

большебольше
 

единицыединицы..
АпланатическиеАпланатические

 

свойствасвойства
 

сферысферы
 

используютсяиспользуются
 

припри
 

конструированииконструировании
 

объективовобъективов
 

микроскоповмикроскопов, , гдегде
 

существеннасущественна
 

большаябольшая
 

апертураапертура
 

пучковпучков, , аа
 

положениеположение
 

предметапредмета
 

вдольвдоль
 

главнойглавной
 

оптическойоптической
 

осиоси
 

можетможет
 

бытьбыть
 

фиксированофиксировано..



УсловиеУсловие  синусовсинусов  АббеАббе

ДляДля
 

полученияполучения
 

свободногосвободного
 

отот
 

аберрацийаберраций
 

изображенияизображения
 

длядля
 

всехвсех
 лучейлучей, , выходящихвыходящих

 
изиз

 
переднейпередней

 
апланатическойапланатической

 
точкиточки

 
нана

 
главнойглавной

 оптическойоптической
 

осиоси
 

ии
 

направляющихсянаправляющихся
 

послепосле
 

преломленияпреломления
 

вв
 объективеобъективе

 
кк

 
заднейзадней

 
апланатическойапланатической

 
точкеточке, , отношениеотношение

 
междумежду

 синусамисинусами
 

угловуглов
 

сопряженныхсопряженных
 

лучейлучей
 

должнодолжно
 

бытьбыть
 

постояннопостоянно::

((n n * * sinsin
 

uu)) : : ((nn’’ * * sin sin uu’’)) ==
 

vv
гдегде

 
nn, , nn’’ ––

 
показателипоказатели

 
преломленияпреломления; ; vv ==

 
const. const. ––

 
увеличениеувеличение

 объективаобъектива..



УстранениеУстранение  аберрацийаберраций  вв  микроскопемикроскопе
СтрогаяСтрогая

 
центировкацентировка

 
всехвсех

 
линзлинз

 
вв

 
оптическойоптической

 
системесистеме

 
––

 всевсе
 

объективыобъективы
 

собираютсясобираются
 

ии
 

тестируютсятестируются
 

вручнуювручную. . 

ПродольнаяПродольная
 

юстировкаюстировка
 

оптическойоптической
 

системысистемы
 

––
 

условиеусловие
 апланатизмаапланатизма

 
выполняетсявыполняется

 
одновременноодновременно

 
длядля

 
всейвсей

 системысистемы
 

линзлинз..

ОграничениеОграничение
 

оптическихоптических
 

пучковпучков
 

––
 

диафрагмыдиафрагмы..

КомбинацииКомбинации
 

линзлинз
 

сс
 

различнойразличной
 

дисперсиейдисперсией
 

––
 

ахроматыахроматы

ВведениеВведение
 

асферическихасферических
 

линзлинз
 

ии
 

специальныхспециальных
 

сортовсортов
 стекластекла

 
((бездисперсионныхбездисперсионных))



ТипыТипы  объективовобъективов  длядля  микроскопамикроскопа
АхроматАхромат

 
(510(510--580 580 нмнм))

АпохроматАпохромат
 

(4(45050--660 660 нмнм))
 
----

 
ApoApo

ФлюоритовыйФлюоритовый
 

объективобъектив
 

----
 

FlFl
ПланахроматПланахромат

 
----

 
PlanPlan

ПланапохроматПланапохромат
 

----
 

PlanApoPlanApo
СуперСупер

 
планапохроматпланапохромат

 
––

 
компенсациякомпенсация

 длядля
 

5 5 точекточек
 

спектраспектра
 

((отот
 

405 405 додо
 

700 700 нмнм))
ПланфлюоритПланфлюорит

 
----

 
PlanFluorPlanFluor

УФУФ
 

((кварцевыйкварцевый, 280 , 280 нмнм)        )        ----
 

UVUV



ОстаточныеОстаточные  аберрацииаберрации  объективовобъективов  длядля  микроскопамикроскопа
АхроматАхромат

 
––

 
хроматическаяхроматическая

 
аберрацияаберрация

 
длядля

 
синегосинего

 
ии

 
красногокрасного

 светасвета; ; сферичностьсферичность
 

поляполя
 

зрениязрения..
АпохроматАпохромат

 
––

 
хроматическаяхроматическая

 
разностьразность

 
увеличенийувеличений; ; сферичностьсферичность

 поляполя
 

зрениязрения, , остаточнаяостаточная
 

хроматическаяхроматическая
 

аберрацияаберрация
 

длядля
 

синесине--
 фиолетовогофиолетового

 
ии

 
дальнегодальнего

 
красногокрасного

 
светасвета. . 

ФлюоритовыйФлюоритовый
 

объективобъектив
 

––
 

небольшаянебольшая
 

хроматическаяхроматическая
 

аберрацияаберрация
 длядля

 
синегосинего

 
ии

 
красногокрасного

 
светасвета; ; сферичностьсферичность

 
поляполя

 
зрениязрения..

ПланапохроматПланапохромат
 

––
 

остаточныеостаточные
 

аберрацииаберрации
 

вв
 

апланатическойапланатической
 точкеточке

 
практическипрактически

 
отсутствуютотсутствуют, , ноно

 
объективобъектив

 
оченьочень

 ««чувствителенчувствителен»»
 

кк
 

толщинетолщине
 

покровногопокровного
 

стекластекла
 

ии
 

показателюпоказателю
 преломленияпреломления

 
иммерсионногоиммерсионного

 
масламасла..

УФУФ
 

((кварцевыйкварцевый) ) ––
 

значительныезначительные
 

аберрацииаберрации
 

вв
 

видимойвидимой
 

областиобласти
 спектраспектра. . 



КорректировкаКорректировка  объективаобъектива  нана  толщинутолщину  покровногопокровного  стекластекла

КорректировкаКорректировка
 

достигаетсядостигается
 

перемещениемперемещением
 

центральнойцентральной
 

группыгруппы
 

линзлинз, , 
чточто

 
позволяетпозволяет

 
изменитьизменить

 
положениеположение

 
переднейпередней

 
апланатическойапланатической

 
точкиточки. . 



ДополнительныеДополнительные  характеристикихарактеристики  ообъективбъективовов
ВысотаВысота

 
((современныесовременные

 
стандартыстандарты

 
––

 
33 33 илиили

 
45 45 мммм))

ПолеПоле
 

зрениязрения
 

( ( нормальноенормальное
 

––
 

додо
 

18 18 мммм; ; широкопольныеширокопольные
 

––
 

додо
 22,5 22,5 мммм

 
ии

 
сверхширокопольныесверхширокопольные

 
––

 
додо

 
26,5 26,5 мммм).).

РабочийРабочий
 

отрезокотрезок
 

––
 

расстояниерасстояние
 

отот
 

наружнойнаружной
 

оправыоправы
 

додо
 переднейпередней

 
апланатическойапланатической

 
точкиточки

 
((уу

 
иммерсионныхиммерсионных

 
объективовобъективов

 можетможет
 

бытьбыть
 

меньшеменьше
 

0,2 0,2 мммм). ). 
НаличиеНаличие

 
ирисовойирисовой

 
диафрагмойдиафрагмой

 
длядля

 
уменьшенияуменьшения

 
апертурыапертуры..

НаличиеНаличие
 

оправыоправы
 

длядля
 

коррекцикоррекциии
 

нана
 

толщинутолщину
 

покровногопокровного
 

стекластекла
 (0,11(0,11--0,22 0,22 мммм

 
илиили

 
0,80,8--1,6 1,6 мммм) ) ––

 
обязательнообязательно

 
длядля

 
водноводно--

 иммерсионныхиммерсионных
 

объективовобъективов..
НаличиеНаличие

 
коррекционнойкоррекционной

 
оправыоправы

 
нана

 
различныеразличные

 
видывиды

 
иммерсиииммерсии

 ((водавода--глицеринглицерин--иммерсионноеиммерсионное
 

масломасло).).
СветопропусканиеСветопропускание

 
––

 
многиемногие

 
планапохроматыпланапохроматы

 
практическипрактически

 
нене

 пропускаютпропускают
 

светсвет
 

сс
 

длинойдлиной
 

волныволны
 

меньшеменьше
 

360 360 нмнм. . 



ГруппыГруппы  объективовобъективов  длядля  микроскопамикроскопа
ОсобоОсобо

 
малогомалого

 
увеличенияувеличения

 
хх0,50,5--хх22

МалогоМалого
 

увеличенияувеличения
 

----
 

хх2,52,5--хх1010
СреднегоСреднего

 
увеличенияувеличения

 
----

 
хх1616--хх3232

БольшогоБольшого
 

увеличенияувеличения
 

((сухиесухие) ) ----
 

≥≥x40x40
ИммерсионныеИммерсионные

 
––

 
хх4040--хх100100

СпециальныеСпециальные
 

----
 

>>хх100.100.



НедостаткиНедостатки  сухихсухих  объективовобъективов
ОсновойОсновой

 
недостатокнедостаток

 
––

 
преломлениепреломление

 
светасвета, , 

исходящегоисходящего
 

изиз
 

препаратапрепарата
 

нана
 

границахграницах
 

разделараздела
 

фазфаз
 ((стеклостекло--воздухвоздух).).

ЗначительнаяЗначительная
 

частьчасть
 

светасвета, , падающегопадающего
 

нана
 

объективобъектив
 подпод

 
большимбольшим

 
угломуглом, , нене

 
участвуетучаствует

 
вв

 
построениипостроении

 изображенияизображения..

ОбъективыОбъективы
 

сс
 

большойбольшой
 

апертуройапертурой
 

((>0,65) >0,65) оченьочень
 ««чувствительнычувствительны»»

 
кк

 
толщинетолщине

 
покровногопокровного

 
стекластекла. . 

МаленькийМаленький
 

рабочийрабочий
 

отрезокотрезок
 

создаетсоздает
 

опасностьопасность
 загрязнениязагрязнения

 
фронтальнойфронтальной

 
линзылинзы.  .  



ПреломлениеПреломление  светасвета

НаНа
 

границегранице
 

разделараздела
 

фазфаз
 

частьчасть
 

энергииэнергии
 

световогосветового
 

пучкапучка
 

отражаетсяотражается. . 
МаксимальнаяМаксимальная

 
апертураапертура

 
сухогосухого

 
объективаобъектива

 
ограничиваетсяограничивается

 
угломуглом

 полногополного
 

внутреннеговнутреннего
 

отраженияотражения. . 



ПрименениеПрименение  иммерсиииммерсии
ИммерсияИммерсия

 
позволяетпозволяет

 уменьшитьуменьшить
 

эффектэффект
 

отраженияотражения
 светасвета

 
нана

 
границегранице

 
разделараздела

 
фазфаз. . 

ГомогеннаяГомогенная
 

иммерсияиммерсия
 позволяетпозволяет

 
свестисвести

 
этотэтот

 
эффектэффект

 кк
 

нулюнулю. . 
ЗаЗа

 
счетсчет

 
иммерсиииммерсии

 
растетрастет

 эффективнаяэффективная
 

апертураапертура
 объективаобъектива

 
ии

 
разрешающаяразрешающая

 способностьспособность
 

микроскопамикроскопа
 возрастаетвозрастает

 
вв

 
полтораполтора

 
разараза. . 

ИммерсияИммерсия
 

такжетакже
 

увеличиваетувеличивает
 светособирающуюсветособирающую

 
силусилу

 объективаобъектива. . 

среда
 

воздух



ХодХод
 лучейлучей

 вв  иммерсионномиммерсионном
 объективеобъективе



ТипыТипы  иммерсиииммерсии
ВоднаяВодная

 
––

 
n=1,33n=1,3333

 
(NA(NA≤≤1,25)1,25)

ГлицериноваяГлицериновая
 

––
 

n=1,47n=1,4700
 

(NA(NA≤≤1,25)1,25)

ГомогеннаяГомогенная
 

маслянаямасляная
 

––
 

n=1,51n=1,5155±±0,000,0033
 

(NA(NA≤≤1,41,499))..
ОбразцыОбразцы

 
масляноймасляной

 
иммерсиииммерсии

 
могутмогут

 
существенносущественно

 отличатьсяотличаться
 

попо
 

своейсвоей
 

вязкостивязкости. . 
СовременныеСовременные

 
объективыобъективы

 
разныхразных

 
изготовителейизготовителей

 рассчитанырассчитаны
 

нана
 

немногонемного
 

различныеразличные
 

показателипоказатели
 преломленияпреломления

 
масляноймасляной

 
иммерсиииммерсии. . 

СпециальнаяСпециальная
 

иммерсияиммерсия
 

––
 

n>1,6 (NA=1,45~1,65)n>1,6 (NA=1,45~1,65)



СравнениеСравнение  масляноймасляной  ии  воднойводной  иммерсийиммерсий

ИскаженияИскажения, , вносимыевносимые
 

масляноймасляной
 

иммерсиейиммерсией, , становятсястановятся
 

значительнымизначительными
 припри

 
толщинетолщине

 
водноговодного

 
слояслоя

 
((наблюдаемогонаблюдаемого

 
объектаобъекта) 10 ) 10 мкммкм

 
ии

 
болееболее..

ОбъективОбъектив
 

длядля
 

воднойводной
 

иммерсиииммерсии
 

оченьочень
 

чувствителенчувствителен
 

кк
 

толщинетолщине
 покровногопокровного

 
стекластекла

 
ии

 
кк

 
егоего

 
расположениюрасположению. . 



ДискДиск
 

ЭриЭри
 

ии
 

проблемапроблема
 

разрешенияразрешения



ВлияниеВлияние
 апертурыапертуры

 объективаобъектива
 нана  изображениеизображение

 малыхмалых
 объектовобъектов



ВлияниеВлияние  ФРТФРТ  нана  изображениеизображение  вв  микроскопемикроскопе

РазмытиеРазмытие
 

изображеизображеннияия
 

можможеетт
 

создаватьсоздавать
 

псевдоструктурыпсевдоструктуры
 ((изображениеизображение

 
объектовобъектов

 
ВВ

 
ии

 
СС

 
нене

 
различаютсяразличаются, , хотяхотя

 
самисами

 объектыобъекты
 

различныразличны). ). 



РазрешающаяРазрешающая  способностьспособность  объективаобъектива  микроскопамикроскопа
ККритериритерийй

 
РэлеяРэлея

 
::

 
RR

 
= = 0,610,61

 
λλ//sinsin

 
αα

ККритериритерийй
 

АббеАббе
 

::
 

RR
 

= = 0,50,5
 

λλ//sinsin
 

αα
КритерийКритерий

 
СпарроуСпарроу

 
: : RR

 
= = 0,470,47

 
λλ//sinsin

 
αα

гдегде
 

R R ––
 

минимальноеминимальное
 

разрешаемоеразрешаемое
 

расстояниерасстояние, , αα
 

––
 максимальныймаксимальный

 
уголугол, , подпод

 
которымкоторым

 
отклоняющийсяотклоняющийся

 
отот

 осиоси
 

светсвет
 

попадаетпопадает
 

вв
 

линзулинзу..
РазличияРазличия

 
критериевкритериев

 
––

 
вв

 
степенистепени

 
контрастаконтраста

 
изображенияизображения, , 

котораякоторая
 

считаетсясчитается
 

достаточнойдостаточной. . КритерийКритерий
 

РэлеяРэлея
 

––
 

примернопримерно
 27,3%, 27,3%, критерийкритерий

 
СпарроуСпарроу

 
––

 
большебольше

 
0% (0% (неприменимнеприменим

 
длядля

 визуальныхвизуальных
 

наблюденийнаблюдений). ). 



КачествоКачество  оптическойоптической  системысистемы

КачествоКачество
 

системысистемы
 

характеризуетсяхарактеризуется
 

числомчислом
 

ШтреляШтреля: : 
St= h(0)St= h(0)//hh00

 

(0)(0)..
ДляДля

 
объективаобъектива

 
микроскопамикроскопа

 
St>0.8St>0.8



ТипыТипы  оптическихоптических  системсистем
ЕслиЕсли

 
аберрацииаберрации

 
вв

 
пределахпределах

 
поляполя

 
зрениязрения

 
малымалы

 
((существенносущественно

 меньшеменьше
 

λλ/4)/4), , тото
 

системасистема
 

называетсяназывается
 

дифракционнодифракционно--
 ограниченнойограниченной

 
((объективобъектив

 
микроскопамикроскопа, , зеркалозеркало

 
телескопателескопа). ). 

НоНо
 

малыемалые
 

аберрацииаберрации
 

существуютсуществуют
 

толькотолько
 

длядля
 апланатическихапланатических

 
точекточек, , вневне

 
ихих

 
изображенияизображения

 
размываютсяразмываются. . 

ЕслиЕсли
 

аберрацииаберрации
 

великивелики, , системасистема
 

называетсяназывается
 

геометрическигеометрически--
 ограниченнойограниченной

 
((объективыобъективы

 
фотоаппаратовфотоаппаратов

 
ии

 
прочпроч.). .). ДляДля

 геометрическигеометрически
 

ограниченнойограниченной
 

системысистемы
 

формированиеформирование
 изображенияизображения

 
хорошохорошо

 
описываетсяописывается

 
сс

 
помощьюпомощью

 геометрическойгеометрической
 

оптикиоптики.  .  ИзображенияИзображения
 

объемныхобъемных
 

предметовпредметов
 имеютимеют

 
практическипрактически

 
одинаковоеодинаковое

 
качествокачество

 
попо

 
всемувсему

 
полюполю. . 

ВВ
 

геометрическигеометрически--ограниченнойограниченной
 

системесистеме
 

уменьшениеуменьшение
 

апертурыапертуры
 ((закрытиезакрытие

 
диафрагмыдиафрагмы) ) вв

 
определнныхопределнных

 
пределахпределах

 
улучшаетулучшает

 качествокачество
 

изображенияизображения
 

((уменьшаетсяуменьшается
 

кружоккружок
 

нерезкостинерезкости), ), аа
 

вв
 дифракционнодифракционно--ограниченнойограниченной

 
системесистеме

 
––

 
ухудшаетухудшает

 
всегдавсегда

 ((размываетсяразмывается
 

дискдиск
 

ЭриЭри). ). 



ФункцияФункция  передачипередачи  контрастаконтраста  вв  оптическойоптической  системесистеме

СтепеньСтепень
 

контрастностиконтрастности
 

изображенияизображения
 

((отношениеотношение
 

контрастаконтраста
 предметапредмета

 
вв

 
контрастуконтрасту

 
егоего

 
изображенияизображения) ) быстробыстро

 
убываетубывает

 
сс

 
ростомростом

 прпространствостранствееннойнной
 

частотычастоты



ПонятиеПонятие  оптическогооптического  срезасреза

ОптическийОптический
 

срезсрез
 

––
 

плоскостьплоскость
 

вв
 

пространствепространстве
 предметовпредметов, , изображениеизображение

 
которойкоторой

 
создаетсоздает

 
микроскопмикроскоп

 
вв

 зависимостизависимости
 

отот
 

своейсвоей
 

настройкинастройки. . 

ПриПри
 

визуальномвизуальном
 

наблюдениинаблюдении
 

оптическийоптический
 

срезсрез
 

труднотрудно
 различимразличим

 
изиз--заза

 
аккомодацииаккомодации

 
глазаглаза. . 

ОкрестностиОкрестности
 

оптическогооптического
 

срезасреза
 

((вышевыше--
 

ии
 нижележащиенижележащие

 
плоскостиплоскости) ) размываютсяразмываются

 
микроскопоммикроскопом, , 

ии
 

степеньстепень
 

этогоэтого
 

размытияразмытия
 

определяетопределяет
 

толщинутолщину
 ((глубинуглубину) ) тактак

 
называемогоназываемого

 
««резкорезко

 
изображаемогоизображаемого

 пространствапространства»».  .  



ОбъемноеОбъемное
 изображениеизображение

 точкиточки
 вв  идеальнойидеальной

 оптическойоптической
 системесистеме

ИзображениеИзображение
 

точкиточки
 

естьесть
 

искажениеискажение
 

волновоговолнового
 

фронтафронта
 вв

 
плоскостиплоскости

 
изображенияизображения. . 

PSF PSF ((point spread functionpoint spread function))
 

––
 

функцияфункция
 

рассеяниярассеяния
 

точкиточки
 ((ФРТФРТ).).

ИзображениеИзображение
 

точкиточки
 

вв
 

плоскостиплоскости
 

передаетсяпередается
 

дискомдиском
 ЭриЭри, , параметрыпараметры

 
которогокоторого

 
определяютсяопределяются

 
свойствамисвойствами

 линзылинзы
 

((объективаобъектива). ). 

ДляДля
 

свободнойсвободной
 

отот
 

аберрацийаберраций
 

оптическойоптической
 

системысистемы
 размерразмер

 
дискадиска

 
ЭриЭри

 
определяетсяопределяется

 
толькотолько

 
ееее

 
апертуройапертурой..

ИзображениеИзображение
 

точкиточки
 

вдольвдоль
 

осиоси
 

описываетсяописывается
 эллиптическойэллиптической

 
перетяжкойперетяжкой. . 



ОбъемноеОбъемное
 изображениеизображение

 
точкиточки

 ((функцияфункция
 

рассеяниярассеяния
 точкиточки

 
––

 
PSF) PSF) 

вв
 

идеальнойидеальной
 оптическойоптической

 
системесистеме



ПроекцииПроекции
 

объемногообъемного
 

изображенияизображения
 

точкиточки
 

((ФРТФРТ) ) 
вв

 
поперечнойпоперечной

 
ии

 
меридиональноймеридиональной

 
плоскостяхплоскостях



ХарактеристикаХарактеристика  перетяжкиперетяжки

FWHM FWHM ––
 

full width at half full width at half 
maximum (maximum (ширинаширина

 
нана

 полувысотеполувысоте).).

FWHM FWHM являетсяявляется
 количественнойколичественной
 

мероймерой
 

длядля
 описанияописания

 
различныхразличных

 оптическихоптических
 

картинкартин.  .  
ДаннаяДанная

 
характеристикахарактеристика

 являетсяявляется
 

исчерпывающейисчерпывающей, , 
толькотолько

 
еслиесли

 
известнаизвестна

 функцияфункция
 

нана
 

графикеграфике. . 



РазрешающаяРазрешающая  способностьспособность  попо  осиоси  zz
РасстояниеРасстояние

 
отот

 
центрацентра

 
додо

 
первогопервого

 
дифракционногодифракционного

 минимумаминимума
 

попо
 

осиоси
 

zz
 

рассчитываетсярассчитывается
 

попо
 

формулеформуле::

zz
 

= 2= 2λλnn//((NA)NA)22,,

гдегде
 

λλ
 

--
 

длинадлина
 

волныволны
 

светасвета, , nn
 

––
 

коэффициенткоэффициент
 преломленияпреломления

 
средысреды, , ии

 
NANA

 
––

 
числоваячисловая

 
апертураапертура

 объективаобъектива..

СоотношениеСоотношение
 

аксиальногоаксиального
 

ии
 

радиальногорадиального
 

разрешенияразрешения
 ((попо

 
критериюкритерию

 
РэлеяРэлея))

 
составляетсоставляет::

z/rz/r
 

= = 3.28*3.28*n/NAn/NA



ГлубинаГлубина  поляполя  зрениязрения
ГлубинаГлубина

 
резкорезкогого

 
поляполя

 
зрениязрения

 
––

 
областьобласть

 
пространствапространства, , 

расположеннаярасположенная
 

вышевыше
 

ии
 

нижениже
 

плоскостиплоскости
 

фокусировкифокусировки
 объективаобъектива, , гдегде

 
расфокусировкарасфокусировка

 
изображенияизображения

 
точкиточки

 
нене

 превышаетпревышает
 

половиныполовины
 

радиусарадиуса
 

дискадиска
 

ЭриЭри
 

((илиили
 

кружкакружка
 нерезкостинерезкости). ). 

МаксимальноМаксимально
 

допустимаядопустимая
 

величинавеличина
 

расфокусировкирасфокусировки
 припри

 
микрофотографиимикрофотографии

 
приближенноприближенно

 
определяетсяопределяется

 каккак
 

однаодна
 

четвертьчетверть
 

расстояниярасстояния
 

додо
 

дифракционногодифракционного
 минимумаминимума

 
попо

 
осиоси

 
zz. . 

ЗаЗа
 

счетсчет
 

аккомодацииаккомодации
 

глазаглаза
 

глубинаглубина
 

поляполя
 

зрениязрения
 

припри
 визуальномвизуальном

 
наблюдениинаблюдении

 
увеличиваетсяувеличивается. . 



ТолщинаТолщина  резкорезко  изображаемойизображаемой  областиобласти  предметапредмета
МаксимальноМаксимально

 
допустимаядопустимая

 
величинавеличина

 
расфокусировкирасфокусировки

 
dd

 приближенноприближенно
 

определяетсяопределяется
 

каккак::

илиили

гдегде
 

λλ
 

--
 

длинадлина
 

волныволны
 

светасвета,,
 

nn
 

––
 

коэффициенткоэффициент
 

преломленияпреломления
 средысреды, , ии

 
NANA

 
––

 
числоваячисловая

 
апертураапертура

 
объективаобъектива..

««ОптическийОптический
 

срезсрез»»
 

––
 

слойслой
 

резкорезко
 

изображаемогоизображаемого
 

пространствапространства. . 
ПодПод

 
««толщинойтолщиной

 
оптическогооптического

 
срезасреза»»

 
подразумеваетсяподразумевается

 
слойслой, , 

центрцентр
 

которогокоторого
 

находитсянаходится
 

вв
 

фокусефокусе
 

((реальныйреальный
 

оптическийоптический
 срезсрез), ), аа

 
толщинатолщина

 
равнаравна

 
удвоеннойудвоенной

 
величиневеличине

 
допустимойдопустимой

 расфокусировкирасфокусировки. . 



ГлубинаГлубина  изображенияизображения
ГлубинаГлубина

 
изображенияизображения

 
––

 
областьобласть

 
пространствапространства, , 

расположеннаярасположенная
 

вышевыше
 

ии
 

нижениже
 

плоскостиплоскости
 фокусировкифокусировки, , гдегде

 
расфокусировкарасфокусировка

 
изображенияизображения

 
нене

 превышаетпревышает
 

допустимогодопустимого
 

кружкакружка
 

нерезкостинерезкости. . 

ДопустимыйДопустимый
 

размерразмер
 

кружкакружка
 

нерезкостинерезкости
 определяетсяопределяется

 
детекторомдетектором

 
((глазглаз, , камеракамера)). . 

ГлубинаГлубина
 

поляполя
 

зрениязрения
 

ии
 

глубинаглубина
 

изображенияизображения
 связанысвязаны

 
обратнойобратной

 
нелинейнойнелинейной

 
зависимостьюзависимостью..

МаксимальнаяМаксимальная
 

глубинаглубина
 

изображенияизображения
 

достигаетсядостигается
 припри

 
использованиииспользовании

 
иммерсионногоиммерсионного

 
объективаобъектива, , 

минимальнаяминимальная
 

––
 

сс
 

объективомобъективом
 

малогомалого
 

увеличенияувеличения. . 



ОптическиеОптические  срезысрезы

ОптическийОптический
 

срезсрез
 

––
 

частьчасть
 

препаратапрепарата, , изображениеизображение
 

которойкоторой
 размыторазмыто

 
вв

 
пределахпределах

 
половиныполовины

 
дискадиска

 
ЭриЭри. . ЕгоЕго

 
толщинатолщина

 
длядля

 иммерсионныхиммерсионных
 

объективовобъективов
 

составляетсоставляет
 

менееменее
 

1 1 мкммкм. . 



ГлубинаГлубина
 

поляполя
 

зрениязрения
 

ии
 

резкогорезкого
 изображенияизображения

УвеличениеУвеличение АпертураАпертура
 ((NA)NA)
ГлубинаГлубина

 
поляполя

 зрениязрения
 

((мкммкм))
ГлубинаГлубина

 изображенияизображения
 

((мммм) ) 

4x4x 0.10.1 2727..22 0.10.133

10x10x 0.200.20 66..88 0.0.88

20x20x 0.40.4 11..77 3.83.8

40x40x 0.650.65 00..6565 12.812.8

60x60x 0.950.95 0.300.30 29.829.8

100x100x 1.4 (1.4 (иммимм.).) 0.210.21 8080



ЛекцияЛекция  55

ОкулярОкуляр, , типытипы
 

окуляровокуляров

БинокулярнаяБинокулярная
 

насадканасадка

КонденсорыКонденсоры
 

светлогосветлого
 

поляполя

УстановкаУстановка
 

светасвета
 

попо
 

КелеруКелеру



ОкулярОкуляр  микроскопамикроскопа
ТипыТипы

 
окуляровокуляров::

ГюйгенсаГюйгенса
 

––
 

хх55--хх2525
РамсденаРамсдена

 
––

 
хх44--хх1515

КомпенсационныйКомпенсационный
 

––
 

имеетимеет
 

хроматическхроматическуюую
 

разностьразность
 увеличенийувеличений

 
((толькотолько

 
вв

 
сочетаниисочетании

 
сс

 
объективомобъективом))

ОртоскопическиеОртоскопические
 

––
 

хх1010--хх1616
--

 
ШирокопольныйШирокопольный

 
((окулярноеокулярное

 
числочисло

 
свышесвыше

 
180)180)

--
 

СверхширокопольныйСверхширокопольный
 

((окулярноеокулярное
 

числочисло
 

свышесвыше
 225)225)

ОкулярыОкуляры
 

сс
 

вынесеннымвынесенным
 

зрачкомзрачком
ОкулярыОкуляры

 
сс

 
внутреннейвнутренней

 
фокусировкойфокусировкой



ХарактеристикиХарактеристики  окуляраокуляра

КонструкцияКонструкция
 

((положениеположение
 

переднегопереднего
 

фокусафокуса) ) 
––

 
ГюйгенсаГюйгенса, , РамсденаРамсдена

 
ии

 
дрдр..

УвеличениеУвеличение
 

––
 

x4x4--x25x25

РазмерРазмер
 

поляполя
 

зрениязрения
 

вв
 

мммм
 

––
 

88--26,526,5

РасстояниеРасстояние
 

додо
 

выходноговыходного
 

зрачказрачка

НаличиеНаличие
 

диоптрийнойдиоптрийной
 

настройкинастройки
 

((±±5D)5D)



КонструкцияКонструкция  окуляровокуляров

КраснаяКрасная
 

полосаполоса
 

указываетуказывает
 

положениеположение
 

переднегопереднего
 фокусафокуса

 
((плоскостьплоскость

 
первичногопервичного

 
изображенияизображения))



ОртоскопическийОртоскопический  окулярокуляр



ПолеПоле  зрениязрения  окуляраокуляра

ГюйгенсаГюйгенса
 

((хх55--хх25) 25) ––
 

88--10 10 мммм

ОртоскопическиеОртоскопические: : 

СтандартныеСтандартные
 

((хх1010--хх16) 16) ––
 

1818--20 20 мммм

Wide Wide ((хх1010--хх12,5) 12,5) ––
 

20 20 илиили
 

22 22 мммм

Super Wide Super Wide ((хх10) 10) ––
 

26,5 26,5 мммм



УвеличениеУвеличение  ии  полеполе  зрениязрения  микроскопамикроскопа
УвеличениеУвеличение

 
микроскопамикроскопа

 
равноравно

 
произведениюпроизведению

 увеличенияувеличения
 

объективаобъектива
 

нана
 

увеличениеувеличение
 промежуточнойпромежуточной

 
линзылинзы

 
((бинокулярнойбинокулярной

 
насадкинасадки))

 
ии

 
нана

 увеличениеувеличение
 

окуляраокуляра. . 
МаксимальноеМаксимальное

 
полеполе

 
зрениязрения

 
обусловленообусловлено

 конструкциейконструкцией
 

объективаобъектива
 

ии
 

тубусомтубусом
 

микроскопамикроскопа..
ВеличинаВеличина

 
поляполя

 
зрениязрения

 
микроскопамикроскопа

 
равнаравна

 
полюполю

 зрениязрения
 

окуляраокуляра
 

((вв
 

мммм), ), деленномуделенному
 

нана
 

увеличениеувеличение
 объективаобъектива

 
ии

 
промежуточнойпромежуточной

 
линзылинзы

 
((бинокулярнойбинокулярной

 насадкинасадки)). . 



ППолеоле
 зрениязрения

 ии  конструкцияконструкция
 микроскопамикроскопа

СтандартныйСтандартный
 

диаметрдиаметр
 

тубусатубуса
 

микроскопамикроскопа
 

––
 

23,2 23,2 мммм. . 
ДляДля

 
сверхширокопольныхсверхширокопольных

 
окуляровокуляров

 
необходимнеобходим

 увеличенныйувеличенный
 

диаметрдиаметр
 

всеговсего
 

тубусатубуса. . КонструктивноКонструктивно
 онон

 
возрастаетвозрастает

 
додо

 
28 28 мммм. . 

СверхширокопольныеСверхширокопольные
 

окулярыокуляры
 

могутмогут
 

эффективноэффективно
 использоватьсяиспользоваться

 
толькотолько

 
вв

 
сочетаниисочетании

 
сс

 
объективамиобъективами

 увеличенногоувеличенного
 

поляполя
 

зрениязрения. . 



РазмерРазмер
 

поляполя
 

зрениязрения
 

сс
 

окуляромокуляром
 1010хх/22 (/22 (WF)WF)

 
безбез

 
насадкинасадки. . 

ОбъективОбъектив
 

ДиаметрДиаметр
 

((мммм))
11хх

 
2222

2.52.5xx
 

8.88.8
4x4x

 
5.55.5

10x       10x       2.22.2
2200xx

 
1.11.1

40x 40x 0.550.55
60x  60x  0.370.37
10100x  0x  0.220.22



СочетаниеСочетание  окуляраокуляра  ии  объективаобъектива
КоррекцияКоррекция

 
нана

 
аберрацииаберрации

 
объективаобъектива

 
––

 
CF, CFI CF, CFI 

ВеличинаВеличина
 

поляполя
 

зрениязрения
 

(FN(FN
 

длядля
 

окуляраокуляра) ) ––
 

WF, SWF, WF, SWF, 
UWF. UWF. ДляДля

 
реализацииреализации

 
широкогоширокого

 
поляполя

 
зрениязрения

 
(25(25--26,5 26,5 

мммм) ) необходимнеобходим
 

соответствующийсоответствующий
 

микроскопмикроскоп
 

((сс
 широкимшироким

 
тубусомтубусом) ) ии

 
объективобъектив.  .  

ДляДля
 

достижениядостижения
 

максимальноймаксимальной
 

глубиныглубины
 

резкостирезкости
 припри

 
заданномзаданном

 
разрешенииразрешении

 
применяетсяприменяется

 высокоапертурныйвысокоапертурный
 

объективобъектив
 

сс
 

малыммалым
 

увеличениемувеличением
 + + сильныйсильный

 
окулярокуляр

ПолезноеПолезное
 

ообщеебщее
 

увеличениеувеличение
 

микроскопамикроскопа::

500 500 NANAobob..
 

< < VVobob..
 

XX
 

VVoc. Xoc. X
 

VVt.t.
 

<2000 <2000 NANAobob..



ДиапазонДиапазон
 полезныхполезных

 увеличенийувеличений

ОбъективОбъектив
 

ОкулярОкуляр
УвелУвел..

 
((NANA)                 10)                 10xx

 
12.512.5xx

 
1515xx

 
2020xx

 
2525xx

2.52.5xx
 

(0.08)(0.08)
 

——
 

——
 

——
 

x       xx       x
4x 4x (0.12)(0.12)

 
——

 
——

 
x       x       xx       x       x

10x  10x  (0.35)                (0.35)                ——
 
x        x       xx        x       x

 
xx

25x25x
 

(0.5(0.500)                  x         x        x       x     )                  x         x        x       x     ——
40x 40x (0.75)(0.75)

 
x         x        x      x         x        x      ——

 
——

4040xx
 

((11..0000))
 

——
 

xx
 

xx
 

xx
 

——
60x  60x  (0.95)                  x         x        x      (0.95)                  x         x        x      ——

 
——

6060xx
 

((11..4040))
 

——
 

xx
 

xx
 

xx
 

——
100x 100x (1.(1.3030)       )       x         x        x         x        ——

 
——

 
——



БинокулярнаяБинокулярная  насадканасадка,,  конструкцияконструкция
11--5 5 ––

 
оптическиеоптические

 
элементыэлементы

 насадкинасадки..
1 1 ––

 
линзалинза

2 2 ––
 

призмапризма
 

длядля
 

наклонанаклона
 лучейлучей

3 3 ––
 

светоделительнаясветоделительная
 призмапризма

 
((пентапризмапентапризма)  )  



РазделениеРазделение  лучейлучей  вв  бинокулярнойбинокулярной  насадкенасадке

РасстояниеРасстояние
 

междумежду
 

ЕЕ11
 

ии
 

ЕЕ22
 

должнодолжно
 

соответствоватьсоответствовать
 межзрачковомумежзрачковому

 
расстояниюрасстоянию

 
((уу

 
большинствабольшинства

 
людейлюдей

 
––

 5555--75 75 мммм))



НастройкаНастройка  бинокулярнойбинокулярной  насадкинасадки  микроскопамикроскопа
1. 1. УстановитьУстановить

 
межзрачковоемежзрачковое

 
расстояниерасстояние

 
такимтаким

 образомобразом, , чтобычтобы
 

двадва
 

изображенияизображения
 

полностьюполностью
 совместилисьсовместились

 
((объективобъектив

 
хх2020--хх40)40)

2. 2. СфокусироватьСфокусировать
 

микроскопмикроскоп, , используяиспользуя
 

объективобъектив
 хх4040. . 

3. 3. ВвестиВвести
 

объективобъектив
 

сс
 

увеличениемувеличением
 

нене
 

болееболее
 

хх44--хх5 5 ии,,
 установивустановив

 
диоптрийнуюдиоптрийную

 
подстройкуподстройку

 
нана

 
00,,

 сфокусироватьсфокусировать
 

изображениеизображение
 

длядля
 

правогоправого
 

глазаглаза. . 
4. 4. СфокусироватьСфокусировать

 
изображениеизображение

 
длядля

 
левоголевого

 
окуляраокуляра

 сс
 

помощьюпомощью
 

диоптрийнойдиоптрийной
 

подстройкиподстройки. . 
5. 5. УбедитьсяУбедиться, , чточто

 
фокусировкафокусировка

 
длядля

 
объективаобъектива

 
хх40 40 нене

 измениласьизменилась.  .  



ОсвещениеОсвещение  препаратапрепарата  вв  микроскопемикроскопе

ПриПри
 

увеличенииувеличении
 

хх1000 1000 яркостьяркость
 

освещенияосвещения
 

препаратапрепарата
 должнадолжна

 
примернопримерно

 
вв

 
1 1 млнмлн. . разраз

 
превышатьпревышать

 освещенностьосвещенность
 

помещенияпомещения. . ПоэтомуПоэтому
 

необходиманеобходима
 специальнаяспециальная

 
системасистема

 
освещенияосвещения

 
препаратапрепарата. . 

ОсветительОсветитель
 

––
 

удаленныйудаленный
 

источникисточник
 

светасвета
 

сс
 оптическойоптической

 
системойсистемой, , создающейсоздающей

 
параллельныйпараллельный

 пучокпучок
 

светасвета. . 

КонденсорКонденсор
 

––
 

короткофокуснаякороткофокусная
 

системасистема, , создающаясоздающая
 конусконус

 
светасвета, , фокусирующийсяфокусирующийся

 
нана

 
препаратепрепарате..



ОсветительОсветитель  микроскопамикроскопа  ((светлоесветлое  полеполе))
ОсветителиОсветители: : встроенныевстроенные

 
ии

 
навесныенавесные..

ОсновнойОсновной
 

типтип
 

лампламп
 

––
 

лампылампы
 

накаливаниянакаливания
 ((галогеновыегалогеновые) ) ––

 
20, 30 20, 30 ии

 
100 100 ВтВт..

НапряжениеНапряжение
 

––
 

66
 

ВВ
 

илиили
 

12 12 ВВ..
СпиральСпираль

 
лампылампы

 
––

 
плотнаяплотная, , вв

 
плоскостиплоскости

 изображенияизображения, , каккак
 

правилоправило, , прямоугольнаяпрямоугольная. . 
ЮстировкаЮстировка

 
лампылампы

 
––

 
винтывинты

 
нана

 
домикедомике

 
((вверхвверх--внизвниз, , 

вправовправо--влевовлево). ). 
КоллекторКоллектор

 
––

 
33--хх

 
линзовыйлинзовый..

ПолеваяПолевая
 

диафрагмадиафрагма
 

––
 

встроеннаявстроенная
 

((внутривнутри
 коллектораколлектора) ) иилили

 
вынесеннаявынесенная

 
((внутривнутри

 
станиныстанины

 микроскопамикроскопа))..



ПрименениеПрименение
 светофильтровсветофильтров

ОсновныеОсновные
 

целицели
 

––
 

увеличениеувеличение
 

контрастаконтраста
 изображенияизображения

 
ии//илиили

 
подборподбор

 
правильнойправильной

 
цветовойцветовой

 гаммыгаммы. . 
НейтральныеНейтральные

 
светофильтрысветофильтры

 
((ND) ND) ––

 
позволяютпозволяют

 увеличитьувеличить
 

накалнакал
 

лампылампы
 

ии
 

скорректироватьскорректировать
 цветовуюцветовую

 
температурутемпературу. . 

ЦветныеЦветные
 

светофильтрысветофильтры: : коррекциякоррекция
 

цветовойцветовой
 температурытемпературы

 
лампылампы

 
((конверсионныеконверсионные); ); 

увеличениеувеличение
 

контрастаконтраста
 

припри
 

использованиииспользовании
 ахроматовахроматов

 
((зеленыйзеленый, , оранжевыйоранжевый); ); избирательноеизбирательное

 увеличениеувеличение
 

контрастаконтраста
 

вв
 

окрашенныхокрашенных
 

препаратахпрепаратах. . 



ТипыТипы  конденсоровконденсоров  длядля  микроскопамикроскопа
АхроматическийАхроматический

 
АббеАббе

АпланатическийАпланатический

АхроматическийАхроматический--апланатическийапланатический

КонденсорыКонденсоры
 

сухиесухие
 

ии
 

иммерсионныеиммерсионные

КонденсорыКонденсоры
 

сс
 

переменнойпеременной
 

апертуройапертурой
 

––
 панкратическиепанкратические

 
ии

 
сс

 
откиднойоткидной

 
линзойлинзой



ОсновныеОсновные
 светлопольныесветлопольные

 конденсорыконденсоры



РабочийРабочий  отрезокотрезок  ии  апертураапертура  конденсоровконденсоров
СтандартныйСтандартный

 
((околооколо

 
2 2 мммм))

 
(NA= 1,(NA= 1,44--0,0,88))

УдлиненныйУдлиненный
 

((свышесвыше
 

4 4 мммм)  )  ----
 

LWD (NA=0,55)LWD (NA=0,55)

ОсобоОсобо
 

длинныйдлинный
 

((свышесвыше
 

2 2 смсм)  )  ----
 

ELWDELWD
 (NA=0,2(NA=0,2--0,3)0,3)

КонденсорКонденсор
 

сс
 

откиднойоткидной
 

линзойлинзой
 

(NA: 0,9/0,2)(NA: 0,9/0,2)

ПанкратическийПанкратический
 

(NA (NA меняетсяменяется
 

отот
 

1,2 1,2 додо
 

0,3)0,3)



ОптическоеОптическое
 согласованиесогласование

 объективаобъектива
 ии  конденсораконденсора



ХодХод
 

лучейлучей
 

вв
 

микроскопмикроскопахах
 

сс
 

конечнойконечной
 

ии
 бесконечнойбесконечной

 
оптическойоптической

 
длинойдлиной

 
тубусатубуса



Окуляр

Промежу

 
-точная

 
линза

Объектив

Конденсор

Коллектор

Глаз

ПлоскостиПлоскости
 изображенияизображения

Полевая

 

диафрагма

Препарат

Промежуточное

 
изображение

Сетчатка

ПлоскостиПлоскости
 осветителяосветителя

Источник

 

света

 
(нить

 

лампы)

Диафрагма

 

конденсора
(апертурная)

ЗФП

 

объектива

Выходной

 

зрачок
(диск

 

Рамсдена)

СопряженныеСопряженные
 плоскостиплоскости



СопряженныеСопряженные  оптическиеоптические  плоскостиплоскости  вв  микроскопемикроскопе
1 1 группагруппа::

––
 

сспиральпираль
 

лампылампы
––

 
аапертурнаяпертурная

 
диафрагмадиафрагма

 
((конденсораконденсора))

––
 

ззадняяадняя
 

фокальнаяфокальная
 

плоскостьплоскость
 

объективаобъектива
––

 
ввходнойходной

 
зрачокзрачок

 
глазаглаза

 
((дискдиск

 
РамсденаРамсдена))

2 2 группагруппа::
––

 
пполеваяолевая

 
диафрагмадиафрагма

 
((осветителяосветителя))

––
 

ппрепаратрепарат
––

 
ддиафрагмаиафрагма

 
поляполя

 
зрениязрения

 
((переднийпередний

 
фокусфокус) ) 

окуляраокуляра
––

 
ссетчаткаетчатка

 
глазаглаза



УстановкаУстановка  светасвета  попо  КелеруКелеру

1. 1. ФокусирФокусироовкавка
 

лампылампы
 

ии
 

центрировкацентрировка
 осветителяосветителя..

2. 2. ФокусировкаФокусировка
 

полевойполевой
 

диафрагмыдиафрагмы..

3. 3. ЦентрировкаЦентрировка
 

диафрагмыдиафрагмы
 

конденсораконденсора
 

сс
 помощьюпомощью

 
вспомогательноговспомогательного

 
микроскопамикроскопа..

4. 4. ОкончательнаяОкончательная
 

настройканастройка
 

осветителяосветителя..

5. 5. СогласованиеСогласование
 

полевойполевой
 

ии
 

апертурнойапертурной
 диафрагмдиафрагм

 
сс

 
используемымиспользуемым

 
объективомобъективом..



НеобходимыеНеобходимые
 элементыэлементы

 длядля
 установкиустановки

 светасвета
 попо  КелеруКелеру

ВВ
 

микроскопемикроскопе
 

должныдолжны
 

бытьбыть::

•• РегулируемаяРегулируемая
 

полеваяполевая
 

диафрагмадиафрагма
 

((осветителяосветителя))

•• РегулируемаяРегулируемая
 

ии
 

центрируемаяцентрируемая
 

апертурнаяапертурная
 

диафрагмадиафрагма
 

((конденсораконденсора))

•• ПеремещающийсяПеремещающийся
 

вв
 

трехтрех
 

плоскостяхплоскостях
 

конденсорконденсор



ЛекцияЛекция  6. 6. 

МетодыМетоды
 усиленияусиления

 контрастаконтраста
 вв  микроскопиимикроскопии::  темноетемное

 полеполе, , 
фазовыйфазовый

 контрастконтраст, , 
интерференционныйинтерференционный

 контрастконтраст



1)  1)  ПолностьюПолностью
 

открытьоткрыть
 

полевуюполевую
 

ии
 апертурнуюапертурную

 
диафрагмыдиафрагмы, , увидетьувидеть

 препаратпрепарат

2)  2)  СфокусироватьсяСфокусироваться
 

нана
 

препаратпрепарат

•• ЗакрытьЗакрыть
 

полевуюполевую
 

диафрагмудиафрагму

•• СфокусироватьСфокусировать
 

изображениеизображение
 диафрагмыдиафрагмы

 
перемещаяперемещая

 
конденсорконденсор

 вверхвверх--внизвниз

•• ЦентрироватьЦентрировать
 

полевуюполевую
 

диафрагмудиафрагму, , 
затемзатем

 
открытьоткрыть

 
ееее

 
додо

 
освещенияосвещения

 поляполя
 

зрениязрения

•• ВставитьВставить
 

вспомогательныйвспомогательный
 микроскопмикроскоп

•• ЗакрытьЗакрыть
 

апертурнуюапертурную
 

диафрагмудиафрагму
 

додо
 44//55

 
апертурыапертуры

 
объективаобъектива

Последовательные
 

шаги:



1)  1)  ОткрытьОткрыть
 

полевуюполевую
 

ии
 

апертурнуюапертурную
 диафрагмыдиафрагмы

2)  2)  СфокусироватьСфокусировать
 

препаратпрепарат

3)   3)   ЗакрытьЗакрыть
 

полевуюполевую
 

диафрагмудиафрагму

•• СфокусироватьСфокусировать
 

изображениеизображение
 диафрагмыдиафрагмы

 
перемещаяперемещая

 конденсорконденсор
 

вверхвверх--внизвниз

•• ЦентрироватьЦентрировать
 

полевуюполевую
 диафрагмудиафрагму, , затемзатем

 
открытьоткрыть

 
ееее

 
додо

 освещенияосвещения
 

поляполя
 

зрениязрения

•• ВставитьВставить
 

вспомогательныйвспомогательный
 микроскопмикроскоп

•• ЗакрытьЗакрыть
 

апертурнуюапертурную
 

диафрагмудиафрагму
 додо

 
44//55

 
апертурыапертуры

 
объективаобъектива



1)   1)   ОткрытьОткрыть
 

полевуюполевую
 

ии
 

апертурнуюапертурную
 диафрагмыдиафрагмы

2)   2)   СфокусироватьСфокусировать
 

препаратпрепарат

3)   3)   ЗакрытьЗакрыть
 

полевуюполевую
 

диафрагмудиафрагму

4)   4)   СфокусироватьСфокусировать
 

изображениеизображение
 диафрагмыдиафрагмы, , перемещаяперемещая

 
конденсорконденсор

 вверхвверх--внизвниз

•• ЦентрироватьЦентрировать
 

полевуюполевую
 диафрагмудиафрагму, , затемзатем

 
открытьоткрыть

 
ееее

 
додо

 освещенияосвещения
 

поляполя
 

зрениязрения

•• ВставитьВставить
 

вспомогательныйвспомогательный
 микроскопмикроскоп

•• ЗакрытьЗакрыть
 

апертурнуюапертурную
 

диафрагмудиафрагму
 додо

 
44//55

 
апертурыапертуры

 
объективаобъектива



1)  1)  ОткрытьОткрыть
 

полевуюполевую
 

ии
 

апертурнуюапертурную
 диафрагмыдиафрагмы

2)  2)  СфокусироватьСфокусировать
 

препаратпрепарат

3)3)
 

ЗакрытьЗакрыть
 

полевуюполевую
 

диафрагмудиафрагму

4) 4) СфокусироватьСфокусировать
 

изображениеизображение
 диафрагмыдиафрагмы

 
перемещаяперемещая

 
конденсорконденсор

 вверхвверх--внизвниз

5) 5) ЦентрироватьЦентрировать
 

полевуюполевую
 

диафрагмудиафрагму

•• затемзатем
 

открытьоткрыть
 

ееее
 

додо
 

освещенияосвещения
 поляполя

 
зрениязрения

•• ВставитьВставить
 

вспомогательныйвспомогательный
 микроскопмикроскоп

•• ЗакрытьЗакрыть
 

апертурнуюапертурную
 

диафрагмудиафрагму
 

додо
 44//55

 
апертурыапертуры

 
объективаобъектива



1)   1)   ОткрытьОткрыть
 

полевуюполевую
 

ии
 

апертурнуюапертурную
 диафрагмыдиафрагмы

2)   2)   СфокусироватьСфокусировать
 

препаратпрепарат

3)3)
 

ЗакрытьЗакрыть
 

полевуюполевую
 

диафрагмудиафрагму

4)   4)   СфокусироватьСфокусировать
 

изображениеизображение
 диафрагмыдиафрагмы

 
перемещаяперемещая

 
конденсорконденсор

 вверхвверх--внизвниз

5)   5)   ЦентрироватьЦентрировать
 

полевуюполевую
 

диафрагмудиафрагму

6)   6)   ОткрытьОткрыть
 

ееее
 

додо
 

освещенияосвещения
 

поляполя
 

зрениязрения

•• ВставитьВставить
 

вспомогательныйвспомогательный
 

микроскопмикроскоп

•• ЗакрытьЗакрыть
 

апертурнуюапертурную
 

диафрагмудиафрагму
 

додо
 

44//55
 апертурыапертуры

 
объективаобъектива



1)  1)  ОткрытьОткрыть
 

полевуюполевую
 

ии
 

апертурнуюапертурную
 

диафрагмыдиафрагмы

2)  2)  СфокусироватьСфокусировать
 

препаратпрепарат

3)   3)   ЗакрытьЗакрыть
 

полевуюполевую
 

диафрагмудиафрагму

4)   4)   СфокусироватьСфокусировать
 

изображениеизображение
 

диафрагмыдиафрагмы
 перемещаяперемещая

 
конденсорконденсор

 
вверхвверх--внизвниз

5)5)
 

ЦентрироватьЦентрировать
 

полевуюполевую
 

диафрагмудиафрагму

6)6)
 

ОткрытьОткрыть
 

ееее
 

додо
 

освещенияосвещения
 

поляполя
 

зрениязрения

7)    7)    ВставитьВставить
 

вспомогательныйвспомогательный
 

микроскопмикроскоп

8)    8)    ЗакрытьЗакрыть
 

апертурнуюапертурную
 

диафрагмудиафрагму
 

додо
 

44//55
 апертурыапертуры

 
объективаобъектива

ЗФПЗФП

Примечание:
 

для
 

малоконтрастного
 препарата

 
закройте

 
диафрагму

 конденсора
 

до
 

~ 30%
 

NAобъектива



1)    1)    ОткрытьОткрыть
 

полевуюполевую
 

ии
 

апертурнуюапертурную
 

диафрагмыдиафрагмы
2)    2)    СфокусироватьСфокусировать

 
препаратпрепарат

3)3)
 

ЗакрытьЗакрыть
 

полевуюполевую
 

диафрагмудиафрагму

4)   4)   СфокусироватьСфокусировать
 

изображениеизображение
 

диафрагмыдиафрагмы
 перемещаяперемещая

 
конденсорконденсор

 
вверхвверх--внизвниз

5)   5)   ЦентрироватьЦентрировать
 

полевуюполевую
 

диафрагмудиафрагму

6)   6)   ОткрытьОткрыть
 

ееее
 

додо
 

освещенияосвещения
 

поляполя
 

зрениязрения

7)   7)   ВставитьВставить
 

вспомогательныйвспомогательный
 

микроскопмикроскоп

8)   8)   ЗакрытьЗакрыть
 

апертурнуюапертурную
 

диафрагмудиафрагму
 

додо
 

44//55
 

апертурыапертуры
 объективаобъектива

9)   9)   ВынутьВынуть
 

вспомогательныйвспомогательный
 

микроскопмикроскоп
 

ии
 

вставитьвставить
 окулярокуляр Готово!



ПреимуществаПреимущества  установкиустановки  светасвета  попо  КелеруКелеру
1. 1. ГомогенноеГомогенное

 
освещениеосвещение

 
поляполя

 
зрениязрения..

2. 2. ЧисленнаяЧисленная
 

апертураапертура
 

конденсораконденсора
 

ии
 

величинавеличина
 освещенногоосвещенного

 
поляполя

 
нана

 
столикестолике

 
микроскопамикроскопа

 
могутмогут

 регулироватьсярегулироваться
 

независимонезависимо
 

другдруг
 

отот
 

другадруга..

3. 3. ПлоскостьПлоскость
 

переднегопереднего
 

фокусафокуса
 

конденсораконденсора
 передаетсяпередается

 
вв

 
заднююзаднюю

 
фокальнуюфокальную

 
плоскостьплоскость

 объективаобъектива. . ЭтоЭто
 

создаетсоздает
 

минимумминимум
 

рассеянногорассеянного
 светасвета

 
вв

 
оптическомоптическом

 
путипути

 
микроскопамикроскопа

 
ии

 оптимальныеоптимальные
 

условияусловия
 

длядля
 

усиленияусиления
 

контрастаконтраста
 изображенияизображения..

4. 4. ДостигаетсяДостигается
 

максимальноемаксимальное
 

латеральноелатеральное
 

((xx--yy) ) ии
 осевоеосевое

 
(z)(z)

 
разрешениеразрешение

 
микроскопамикроскопа..



ОсновныеОсновные  ошибкиошибки  припри  уустановкстановкее  светасвета
1. 1. ПослеПосле

 
установкиустановки

 
светасвета

 
конденсорконденсор

 
опускалсяопускался..

2. 2. ПриПри
 

сменесмене
 

объективаобъектива
 

нене
 

перестраивалисьперестраивались
 полевполеваяая

 
ии

 
апертурнаяапертурная

 
диафрагмыдиафрагмы..

3. 3. ВВ
 

ходход
 

лучейлучей
 

вместовместо
 

нейтральныхнейтральных
 

светофильтровсветофильтров
 ввеливвели

 
матовоематовое

 
стеклостекло..

4. 4. ИзображениеИзображение
 

диафрагмыдиафрагмы
 

конденсораконденсора
 

имеетимеет
 неравномернуюнеравномерную

 
каймукайму..

ВсеВсе
 

отклоненияотклонения
 

вв
 

настройкенастройке
 

светасвета
 

приводятприводят
 кк

 
снижениюснижению

 
контрастаконтраста

 
изображенияизображения! ! 



МетодМетодыы  усиленияусиления  контрастаконтраста  вв  проходящемпроходящем  светесвете  ––  визуализациявизуализация  неокрашенныхнеокрашенных  препаратовпрепаратов



МетодМетод  темноготемного  поляполя
ПринципПринцип

 
методаметода

 
––

 
вв

 
объективобъектив

 
попадаетпопадает

 толькотолько
 

светсвет, , преломленныйпреломленный
 

илиили
 рассеянныйрассеянный

 
объектомобъектом

 
((ЗидентопфЗидентопф, 1907, , 1907, 

1909). 1909). 
ДляДля

 
полученияполучения

 
яркогояркого

 
ии

 
контрастногоконтрастного

 изображенияизображения
 

используетсяиспользуется
 

объективобъектив
 

сс
 регулируемойрегулируемой

 
апертуройапертурой

 
ии

 
специальныйспециальный

 высокоапертурныйвысокоапертурный
 

конденсорконденсор. . 
ОграничениеОграничение

 
методаметода: : часточасто

 
виднывидны

 
толькотолько

 наружныенаружные
 

границыграницы
 

объектаобъекта, , аа
 

внутренняявнутренняя
 структураструктура

 
можетможет

 
нене

 
разрешатьсяразрешаться. . 



ОсвещениеОсвещение  вв  темномтемном  полеполе

МалоеМалое
 

увеличениеувеличение
 

––
 

сухойсухой
 

конденсорконденсор
 

сс
 центральнымцентральным

 
экраномэкраном

 
ии

 
диафрагмойдиафрагмой

БольшоеБольшое
 

увеличениеувеличение
 

((иммерсияиммерсия) ) ––
 иммерсионныйиммерсионный

 
кардиоидныйкардиоидный

 
конденсорконденсор

 
сс

 постояннойпостоянной
 

апертуройапертурой, , иммерсионныйиммерсионный
 объективобъектив

 
сс

 
апертурнойапертурной

 
диафрагмойдиафрагмой

ДляДля
 

живыхживых
 

объектовобъектов
 

максимальнаямаксимальная
 апертураапертура

 
конденсораконденсора

 
––

 
1, 336. 1, 336. 



КардиоидныйКардиоидный  конденсорконденсор

КардиоидныйКардиоидный
 

конденсорконденсор
 

создаетсоздает
 

полыйполый
 

конусконус
 

светасвета, , внутренийвнутрений
 уголугол

 
которогокоторого

 
немногонемного

 
превышаетпревышает

 
апертуруапертуру

 
объективаобъектива. . 



ХодХод  лучейлучей  вв  темномтемном  полеполе



ТемнопольныеТемнопольные  изображенияизображения

АА--СС
 

––
 

хламидомонадыхламидомонады; ; DD
 

––
 

буккальныйбуккальный
 

эпителийэпителий
АА

 
––

 
светлоесветлое

 
полеполе, , конденсорконденсор

 
опущенопущен; ; BB

 
––

 
светлоесветлое

 
полеполе, , 

освещениеосвещение
 

попо
 

КелеруКелеру; ; СС, D, D
 

––
 

темноетемное
 

полеполе



БактерияБактерия  вв  темномтемном  полеполе

БактерияБактерия
 

средисреди
 

эритроцитовэритроцитов. . ВидныВидны
 

толькотолько
 

границыграницы
 

клетокклеток..



ДиатомовыеДиатомовые
 водоросливодоросли

 вв  темномтемном
 полеполе



РазрешающаяРазрешающая
 способностьспособность

 микроскопамикроскопа
 вв  темномтемном

 полеполе

ОпределяетсяОпределяется
 

яркостьюяркостью
 

источникаисточника
 

светасвета
 

ии
 точностьюточностью

 
настройкинастройки

 
ходахода

 
лучейлучей.  .  

МинимальныйМинимальный
 

диаметрдиаметр
 

частицчастиц
 

––
 

40 40 нмнм; ; 
толщинатолщина

 
нитчатыхнитчатых

 
структурструктур

 
––

 
1515--20 20 нмнм

 ((бактериальныебактериальные
 

жгутикижгутики, , отдельныеотдельные
 микротрубочкимикротрубочки). ). 



ФазовыйФазовый  контрастконтраст

ПринципПринцип
 

методаметода::
ПадающийПадающий

 
светсвет

 
проходитпроходит

 
черезчерез

 
кольцевуюкольцевую

 
диафрагмудиафрагму

 конденсораконденсора
 

ии
 

егоего
 

интенсивностьинтенсивность
 

ослабляетсяослабляется
 

кольцевойкольцевой
 пластинкойпластинкой, , напыленнойнапыленной

 
вв

 
объективеобъективе. . 

ИзображениеИзображение
 

формируетсяформируется
 

каккак
 

результатрезультат
 

интерференцияинтерференция
 

двухдвух
 волновыхволновых

 
фронтовфронтов: : прямогопрямого

 
светасвета

 
ии

 
светасвета, , преломленногопреломленного

 объектомобъектом. . 
ДляДля

 
эффективнойэффективной

 
интерференцииинтерференции

 
преломленныйпреломленный

 
светсвет

 дополнительнодополнительно
 

замедляетсязамедляется
 

нана
 

¼¼
 

длиныдлины
 

волныволны. . 



ОпытыОпыты  ЦерникеЦернике
ОпытОпыт

 
1.1.

 
МелкиеМелкие

 
частицычастицы

 
угляугля

 
даютдают

 
припри

 
освещенииосвещении

 
попо

 
КелеруКелеру

 темноетемное
 

изображениеизображение
 

––
 

дискдиск
 

ЭриЭри. . 

ОпытОпыт
 

2.2.
 

ЕслиЕсли
 

припри
 

коноскопическомконоскопическом
 

освещенииосвещении
 

закрытьзакрыть
 диафрагмудиафрагму

 
конденсораконденсора

 
ии

 
вв

 
зз..фф..пп. . объективаобъектива

 
расположитьрасположить

 маленькиймаленький
 

экранэкран, , закрывающийзакрывающий
 

дискдиск
 

ЭриЭри, , тото
 

изображениеизображение
 

частицычастицы
 окажетсяокажется

 
светлымсветлым

 
дискомдиском

 
ЭриЭри

 
нана

 
темномтемном

 
фонефоне. . 

ОпытОпыт
 

3.3.
 

ЕслиЕсли
 

вв
 

техтех
 

жеже
 

условияхусловиях
 

заменитьзаменить
 

маленькуюмаленькую
 

маскумаску
 

вв
 зз..фф..пп. . объективаобъектива

 
нана

 
большуюбольшую, , ноно

 
сс

 
отверстиемотверстием, , соответствующимсоответствующим

 дискудиску
 

ЭриЭри
 

вв
 

центрецентре, , тото
 

изображениеизображение
 

частицычастицы
 

полностьюполностью
 

исчезаетисчезает..

ОпытОпыт
 

4.4.
 

БеретсяБерется
 

прозрачныйпрозрачный
 

образецобразец, , которыйкоторый
 

нене
 

даетдает
 изображенияизображения

 
припри

 
настройкенастройке

 
светасвета

 
попо

 
КелеруКелеру

 
ии

 
точнойточной

 фокусировкефокусировке. . ОднакоОднако
 

онон
 

даетдает
 

видимоевидимое, , ноно
 

малоконтрастноемалоконтрастное
 изображениеизображение

 
припри

 
дефокусировкедефокусировке. . 

ОпытОпыт
 

5.5.
 

АналогичноАналогично
 

опытуопыту
 

2 2 вв
 

зз..фф..пп. . объективаобъектива
 

располагаетсярасполагается
 маленькиймаленький

 
непрозрачныйнепрозрачный

 
экранэкран. . ТогдаТогда

 
объектобъект

 
становитсястановится

 
виденвиден

 каккак
 

светлыйсветлый
 

дискдиск
 

ЭриЭри. . 
ТакимТаким

 
образомобразом, , прозрачныйпрозрачный

 
ии

 
непрозрачныйнепрозрачный

 
объектыобъекты

 
преломляютпреломляют

 ии
 

рассеиваютрассеивают
 

светсвет. . 



ОпытОпыт
 

2.2.
 

ЕслиЕсли
 

закрытьзакрыть
 диафрагмудиафрагму

 
конденсораконденсора

 
ии

 
вв

 зз..фф..пп. . объективаобъектива
 

расположитьрасположить
 маленькиймаленький

 
экранэкран, , закрывающийзакрывающий

 дискдиск
 

ЭриЭри, , тото
 

изображениеизображение
 частицычастицы

 
окажетсяокажется

 
светлымсветлым

 дискомдиском
 

нана
 

темномтемном
 

фонефоне. . 

ОпытОпыт
 

3.3.
 

ЕслиЕсли
 

заменитьзаменить
 маленькуюмаленькую

 
маскумаску

 
вв

 
зз..фф..пп. . 

объективаобъектива
 

нана
 

большуюбольшую, , ноно
 

сс
 отверстиемотверстием, , котороекоторое

 соответствусоответствуетет
 

дискудиску
 

ЭриЭри
 

вв
 центрецентре, , тото

 
изображениеизображение

 
частицычастицы

 полностьюполностью
 

исчезаетисчезает



ОпытОпыт
 

4.4.
 

БеретсяБерется
 прозрачныйпрозрачный

 
образецобразец, , которыйкоторый

 нене
 

даетдает
 

изображенияизображения
 

припри
 настройкенастройке

 
светасвета

 
попо

 
КелеруКелеру

 
ии

 точнойточной
 

фокусировкефокусировке. . ОднакоОднако
 онон

 
даетдает

 
слабоеслабое

 
изображениеизображение

 припри
 

дефокусировкедефокусировке. . 

ОпытОпыт
 

5.5.
 

АналогичноАналогично
 

опытуопыту
 2 2 вв

 
зз..фф..пп. . объективаобъектива

 
ставитсяставится

 маленькиймаленький
 

непрозрачныйнепрозрачный
 экранэкран. . ТогдаТогда

 
объектобъект

 становитсястановится
 

виденвиден
 

вв
 

плоскостиплоскости
 изображенияизображения

 
каккак

 
светлыйсветлый

 дискдиск
 

ЭриЭри..



ПоглощающиеПоглощающие
 ии  фазовыефазовые

 объектыобъекты
ПоглощающийПоглощающий

 
объектобъект

 
––

 
виденвиден

 
вв

 
проходящемпроходящем

 светесвете
 

заза
 

счетсчет
 

поглощенияпоглощения
 

прямогопрямого
 

светасвета. . 
ИзмененияИзменения

 
волновоговолнового

 
фронтафронта, , создаваемыесоздаваемые

 объектомобъектом, , несущественнынесущественны
 

длядля
 

наблюдениянаблюдения. . 
ФазовыйФазовый

 
объектобъект

 
––

 
плохоплохо

 
виденвиден

 
вв

 
проходящемпроходящем

 светесвете
 

((малоемалое
 

поглощениепоглощение), ), однакооднако
 

модифицируетмодифицирует
 волновойволновой

 
фронтфронт

 
заза

 
счетсчет

 
преломленияпреломления

 
ии

 отраженияотражения
 

частичасти
 

светасвета.  .  
ТемноеТемное

 
полеполе

 
––

 
выделениевыделение

 
светасвета, , преломленногопреломленного

 ии
 

рассеянногорассеянного
 

объектомобъектом
 

((модифицированногомодифицированного
 волновоговолнового

 
фронтафронта). ). 

ФазовыйФазовый
 

контрастконтраст
 

––
 

суперпозициясуперпозиция
 

светлогосветлого
 

ии
 темноготемного

 
поляполя. . 



ВыводыВыводы  ЦерникеЦернике
СветСвет, , преломленныйпреломленный

 
поглощающимпоглощающим

 
объектомобъектом, , отстаетотстает

 
нана

 половинуполовину
 

длиныдлины
 

волныволны, , ии
 

поэтомупоэтому
 

эффективноэффективно
 

интерферируетинтерферирует
 вв

 
зз..фф..пп. . объективаобъектива

 
сс

 
непреломленнымнепреломленным

 
светомсветом.  .  

СветСвет, , преломленныйпреломленный
 

непоглощающимнепоглощающим
 

((фазовымфазовым) ) объектомобъектом, , 
отстаетотстает

 
нана

 
четвертьчетверть

 
длиныдлины

 
волныволны, , ии

 
ихих

 
интерференцияинтерференция

 неэффективнанеэффективна..
ДляДля

 
тоготого, , чтобычтобы

 
интерференцияинтерференция

 
прошедшегопрошедшего

 
ии

 
преломленногопреломленного

 светасвета
 

даваладавала
 

различияразличия
 

вв
 

яркостияркости, , ихих
 

сдвигсдвиг
 

должендолжен
 

составлятьсоставлять
 околооколо

 
половиныполовины

 
длиныдлины

 
волныволны, , аа

 
интенсивностьинтенсивность

 
бытьбыть

 примернопримерно
 

одинаковойодинаковой. . 
ДляДля

 
достижениядостижения

 
этихэтих

 
целейцелей

 
используетсяиспользуется

 
специальнаяспециальная

 ««фазоваяфазовая»»
 

пластинкапластинка
 

длядля
 

объективаобъектива
 

ии
 

кольцеваякольцевая
 

диафрагмадиафрагма
 конденсораконденсора. . 

ВВ
 

микроскопемикроскопе
 

наиболеенаиболее
 

эффективнойэффективной
 

оказываетсяоказывается
 

пластинкапластинка
 

сс
 вытравленнойвытравленной

 
вв

 
нейней

 
кольцевойкольцевой

 
канавкойканавкой

 
длядля

 
прямогопрямого

 
светасвета..



УстройствоУстройство  фазовогофазового  контрастаконтраста
СветовойСветовой

 
фронтфронт, , преломленныйпреломленный

 
объектомобъектом, , дополнительнодополнительно

 сдвигаетсясдвигается
 

((отстаетотстает) ) отот
 

проходящегопроходящего
 

фронтафронта
 

нана
 

четвертьчетверть
 длиныдлины

 
волныволны.  .  

СветСвет, , прошедшийпрошедший
 

черезчерез
 

объектобъект, , ослабляетсяослабляется
 

вв
 

такойтакой
 

степенистепени, , 
чтобычтобы

 
егоего

 
интенсивностьинтенсивность

 
примернопримерно

 
соответствоваласоответствовала

 интенсивностиинтенсивности
 

преломленногопреломленного
 

светасвета
 

((вв
 

4 4 разараза
 

ии
 

болееболее).).

ОсвещениеОсвещение
 

препаратапрепарата
 

производитсяпроизводится
 

черезчерез
 

кольцевуюкольцевую
 диафрагмудиафрагму

 
конденсораконденсора, , котораякоторая

 
оптическиоптически

 
согласованасогласована

 
сс

 кольцевойкольцевой
 

пластинкойпластинкой
 

объективаобъектива. . 

МаксимальнаяМаксимальная
 

эффективностьэффективность
 

наблюдениянаблюдения
 

((максимальныймаксимальный
 контрастконтраст) ) достигаетсядостигается

 
припри

 
использованиииспользовании

 
зеленогозеленого

 
светасвета

 
(546 (546 

нмнм). ). 



ХодХод
 

лучейлучей
 

вв
 позитивномпозитивном
 фазовомфазовом

 контрастеконтрасте



ФормированиеФормирование  изображенияизображения  вв  фазовомфазовом  контрастеконтрасте



ФазовоконтрастныйФазовоконтрастный
 микроскопмикроскоп



СтроениеСтроение  фазовогофазового  кольцакольца  объективаобъектива



КомплектКомплект
 длядля

 фазовогофазового
 контрастаконтраста



РевольверРевольвер  конденсораконденсора



ФазовыйФазовый  телескоптелескоп  ии  объективобъектив



УстановкаУстановка
 светасвета

 вв  фазовомфазовом
 контрастеконтрасте

1. 1. УстановитеУстановите
 

полупрозрачныйполупрозрачный
 

ии
 

достаточнодостаточно
 

тонкийтонкий
 

препаратпрепарат
 

нана
 

столикстолик
 микроскопамикроскопа

 
ии

 
конденсорконденсор

 
вв

 
режимрежим

 
светлогосветлого

 
поляполя. . ДляДля

 
наведениянаведения

 
нана

 фокусфокус
 

вамвам
 

можетможет
 

понадобитьсяпонадобиться
 

закрытьзакрыть
 

апертурнуюапертурную
 

диафрагмудиафрагму
 конденсораконденсора. . 

2. 2. УстановитеУстановите
 

вв
 

микроскопемикроскопе
 

светсвет
 

попо
 

КелеруКелеру. . ИзображениеИзображение
 

станетстанет
 практическипрактически

 
невидимымневидимым. . 

3. 3. ВыньтеВыньте
 

окулярокуляр, , ии
 

установитеустановите
 

вместовместо
 

негонего
 

вспомогательныйвспомогательный
 микроскопмикроскоп. . СфокусируйтеСфокусируйте

 
вспомогательныйвспомогательный

 
микроскопмикроскоп

 
нана

 
заднююзаднюю

 фокальнуюфокальную
 

плоскостьплоскость
 

объективаобъектива. . НаНа
 

светломсветлом
 

полеполе
 

будетбудет
 

резкорезко
 

виднавидна
 сераясерая

 
кольцеваякольцевая

 
пластинкапластинка

 
––

 
фазовоефазовое

 
кольцокольцо

 
объективаобъектива..

4. 4. ПолностьюПолностью
 

откройтеоткройте
 

апертурнуюапертурную
 

диафрагмудиафрагму
 

конденсораконденсора. . УстановитеУстановите
 вв

 
ходход

 
лучейлучей

 
вв

 
конденсореконденсоре

 
кольцевуюкольцевую

 
((фазовуюфазовую) ) диафрагмудиафрагму, , 

соответствующуюсоответствующую
 

выбранномувыбранному
 

объективуобъективу. . ДиафрагмаДиафрагма
 

конденсораконденсора
 будетбудет

 
иметьиметь

 
видвид

 
яркогояркого

 
светлогосветлого

 
кольцакольца. . 

5. 5. ЮстировочнымиЮстировочными
 

винтамивинтами
 

фазовогофазового
 

кольцакольца
 

конденсораконденсора
 

совместитесовместите
 двадва

 
изображенияизображения. . СветлоеСветлое

 
кольцокольцо

 
((конденсораконденсора) ) должнодолжно

 
расположитьсярасположиться

 полностьюполностью
 

внутривнутри
 

темноготемного
 

кольцакольца
 

((объективаобъектива). ). ЕслиЕсли
 

видимаявидимая
 

ширинаширина
 светлогосветлого

 
кольцакольца

 
равнаравна

 
илиили

 
большебольше, , чемчем

 
ширинаширина

 
темноготемного, , тото

 
первуюпервую

 можноможно
 

нескольконесколько
 

уменьшитьуменьшить, , перемещаяперемещая
 

конденсорконденсор
 

вверхвверх
 

илиили
 

внизвниз. . 



ЦентрировкаЦентрировка
 фазовогофазового

 кольцакольца

ПриПри
 

правильнойправильной
 

установкеустановке
 

светлоесветлое
 

кольцокольцо
 

должнодолжно
 полностьюполностью

 
находитьсянаходиться

 
внутривнутри

 
темноготемного

 
кольцакольца. . ЧемЧем

 большебольше
 

ширинаширина
 

темныхтемных
 

ободковободков, , темтем
 

вышевыше
 

контрастконтраст. . 



ЦентрировкаЦентрировка  фазовогофазового  кольцакольца



КаймаКайма  вокругвокруг  краевкраев



РеализацияРеализация  методаметода  фазовогофазового  контрастаконтраста
СдвигСдвиг

 
волновыхволновых

 
фронтовфронтов

 
преобразуетсяпреобразуется

 
вв

 
результатерезультате

 ихих
 

интерференцииинтерференции
 

вв
 

зз..фф..пп. . объективаобъектива
 

вв
 

разностьразность
 амплитудамплитуд. . 

ОграниченияОграничения::
1.1.

 
ЭффективныйЭффективный

 
контрастконтраст

 
возникаетвозникает

 
толькотолько

 
тогдатогда, , 

когдакогда
 

величинавеличина
 

сдвигасдвига
 

одногоодного
 

фронтафронта
 относительноотносительно

 
другогодругого

 
незначительнонезначительно

 
отличаетсяотличается

 отот
 

половиныполовины
 

длиныдлины
 

волныволны. . 
2. 2. ТемныеТемные

 
ии

 
светлыесветлые

 
объектыобъекты

 
окруженыокружены

 
каймойкаймой

 
сс

 противоположнойпротивоположной
 

яркостьюяркостью. . ШиринаШирина
 

каймыкаймы
 зависитзависит

 
отот

 
разностиразности

 
оптическогооптического

 
ходахода

 
двухдвух

 фронтовфронтов.  .  



ТипыТипы  фазовогофазового  контрастаконтраста

ПозитивныйПозитивный
 

фазовыйфазовый
 

контрастконтраст
 

+ + ¼¼
 

длиныдлины
 

волныволны
 ((травлениетравление). ). ОбъектыОбъекты, , замедляющиезамедляющие

 
светсвет, , выглядятвыглядят

 темнеетемнее
 

фонафона. . 
НегативныйНегативный

 
фазовыйфазовый

 
контрастконтраст

 
--

 
¼¼

 
длиныдлины

 
волныволны

 ((напылениенапыление). ). ОбъектыОбъекты, , замедляющиезамедляющие
 

светсвет, , 
выглядятвыглядят

 
светлеесветлее

 
фонафона. . 

АноптральныйАноптральный
 

илиили
 

фазовофазово--темнопольныйтемнопольный
 

контрастконтраст
 ––

 
большойбольшой

 
диаметрдиаметр

 
запирающегозапирающего

 
кольцакольца, , малоемалое

 светопропусканиесветопропускание. . 



ПозитивныйПозитивный  ии  негативныйнегативный  фазовыйфазовый  контрастконтраст



ОбъективыОбъективы  длядля  фазовогофазового  контрастаконтраста
МаркировкаМаркировка

 
––

 
PhPh

 
+ + цифрацифра

 
((номерномер

 
кольцакольца). ). 

ТипыТипы: : планахроматыпланахроматы, , флюоритовыефлюоритовые, , 
планапохроматыпланапохроматы. . 

НедостатокНедостаток
 

––
 

немногонемного
 

сниженноесниженное
 светопропусканиесветопропускание

 
((~~нана

 
55--1010%)%). . 

МаксимальныйМаксимальный
 

контрастконтраст
 

достигаетсядостигается
 

припри
 использованиииспользовании

 
зеленогозеленого

 
светофильтрасветофильтра. . 



ИнтерференционныйИнтерференционный  контрастконтраст
ПринципПринцип

 
методаметода::

ПадающийПадающий
 

светсвет
 

делитсяделится
 

нана
 

двадва
 

волновыхволновых
 

фронтафронта. . ИзображениеИзображение
 формируетсяформируется

 
каккак

 
результатрезультат

 
интерференцияинтерференция

 
двухдвух

 
волновыхволновых

 фронтовфронтов, , прошедшихпрошедших
 

черезчерез
 

разныеразные
 

областиобласти
 

поляполя
 

зрениязрения. . 

СуществуетСуществует
 

дведве
 

основныхосновных
 

системысистемы
 

––
 

микроскопмикроскоп
 

ЖаминаЖамина--
 ЛебедеваЛебедева

 
ии

 
системасистема

 
НомарскогоНомарского. . 

ВВ
 

первомпервом
 

случаеслучае
 

происходитпроисходит
 

интерференцияинтерференция
 

двухдвух
 

фронтовфронтов, , 
разделенныхразделенных

 
большимбольшим

 
расстояниемрасстоянием

 
((десяткидесятки

 
микронмикрон), ), тото

 
естьесть

 сравниваетсясравнивается
 

светсвет
 

прошедшийпрошедший
 

черезчерез
 

объектобъект
 

ии
 

мимомимо
 

объектаобъекта..
ВВ

 
системесистеме

 
НормаскогоНормаского

 
сдвигсдвиг

 
фронтовфронтов

 
минималенминимален, , ии

 
фактическифактически

 выявляетсявыявляется
 

градиентградиент
 

измененияизменения
 

показателяпоказателя
 

преломленияпреломления
 

внутривнутри
 объектаобъекта..



РазностьРазность  оптическогооптического  ходахода



ХодХод
 лучейлучей

 припри
 дифференциальномдифференциальном

 интерференционноминтерференционном
 контрастеконтрасте

ПоляризаторПоляризатор
 

ии
 

анализаторанализатор
 

повернутыповернуты
 

подпод
 

угломуглом
 

4545оо
 

кк
 

плоскостиплоскости
 разделенияразделения

 
лучейлучей

 
призмамипризмами

 
ВолластонаВолластона

 
ии

 
подпод

 
угломуглом

 
9090оо

 
другдруг

 
кк

 другудругу.  .  ЭтоЭто
 

обеспечиваетобеспечивает
 

равнуюравную
 

интенсивностьинтенсивность
 

двухдвух
 

волновыхволновых
 фронтовфронтов

 
ии

 
позволяетпозволяет

 
свестисвести

 
кк

 
минимумуминимуму

 
прямойпрямой

 
светсвет. . 



ДифференциальныйДифференциальный
 интерференционныйинтерференционный

 контрастконтраст

СдвигСдвиг
 

волновоговолнового
 

фронтафронта
 

преобразуетсяпреобразуется
 

вв
 

разностьразность
 амплитудамплитуд

 
вв

 
результатерезультате

 
интерференцииинтерференции

 
двухдвух

 
почтипочти

 совпадающихсовпадающих
 

фронтовфронтов, , создаваемыхсоздаваемых
 

заза
 

счетсчет
 двулучепреломляющейдвулучепреломляющей

 
системысистемы. . 

ПрямойПрямой
 

проходящийпроходящий
 

светсвет
 

подавляетсяподавляется
 

сс
 

помощьюпомощью
 скрещенныхскрещенных

 
поляризатораполяризатора

 
ии

 
анализатораанализатора..

НаправлениеНаправление
 

ии
 

величинавеличина
 

сдвигасдвига
 

одногоодного
 

фронтафронта
 относительноотносительно

 
другогодругого

 
регулируютсярегулируются

 
настройкаминастройками

 микроскопамикроскопа. . 
ФактическиФактически

 
DIC DIC контрастконтраст

 
отражаетотражает

 
градиентградиент

 измененияизменения
 

оптическойоптической
 

плотностиплотности
 

внутривнутри
 

препаратапрепарата. . 



ИнтерференционныйИнтерференционный  контрастконтраст



КомплектующиеКомплектующие  кк  DICDIC



КадрыКадры  сс  различнымразличным  сдвигомсдвигом



КомбинированноеКомбинированное
 изображениеизображение

 ––  флюоресценцияфлюоресценция
 ии  DICDIC



ФазовыйФазовый  контрастконтраст  ии  DIC DIC 
((NomarskiNomarski))

СинеСине--зеленаязеленая
 

водоросльводоросль
 

((цианобактерияцианобактерия))



РазныеРазные  видывиды  контрастаконтраста



СравнениеСравнение
 методовметодов

 фазовогофазового
 ии  интерференционногоинтерференционного

 контрастаконтраста



СравнениеСравнение  фазовогофазового  контрастаконтраста  ии  DICDIC
УстановкаУстановка

 
светасвета

 
––

 
прощепроще

 
вв

 
ФКФК. . 

ВозможностиВозможности
 

усиленияусиления
 

контрастаконтраста
 

––
 

большебольше
 

вв
 DICDIC. . 

СветопропусканиеСветопропускание
 

объективовобъективов
 

––
 

большебольше
 

вв
 DICDIC. . 

ВеличинаВеличина
 

ореолаореола
 

((сдвигасдвига) ) ––
 

настраиваемаянастраиваемая
 ((илиили

 
постояннаяпостоянная) ) вв

 
DICDIC

 
ии

 
зависитзависит

 
отот

 
объектаобъекта

 вв
 

ФКФК..

НепрерывныйНепрерывный
 

контурконтур
 

––
 

естьесть
 

вв
 

ФКФК
 

ии
 

нетнет
 

вв
 

DICDIC..



СравнениеСравнение  различныхразличных  методовметодов

ЗависимостьЗависимость
 

CTF CTF отот
 

размеровразмеров
 

вв
 

системахсистемах
 

сс
 

усилениемусилением
 контрастаконтраста

 
нелинейнаянелинейная, , вв

 
отличиеотличие

 
отот

 
светлогосветлого

 
поляполя..



ЛекцияЛекция  77
ЯвлениеЯвление

 флуоресценциифлуоресценции..

УстройствоУстройство
 ффллууоресцентноресцентногоого

 микроскопмикроскопаа..

ИсточникиИсточники
 светасвета

 длядля
 флуоресцентнойфлуоресцентной

 микроскопиимикроскопии



ПравилоПравило  СтоксаСтокса

СэрСэр
 

ДжДж. . СтоксСтокс, 1, 1--йй
 

баронетбаронет. . ОписалОписал
 

правилоправило
 

СтоксаСтокса
 

вв
 1852 1852 гг. . 

СпСпектректр
 

испусканияиспускания
 

ии
 

спектрспектр
 

поглощенияпоглощения
 

нене
 совпадаютсовпадают, , причемпричем, , каккак

 
правилоправило,,

 
максимуммаксимум

 поглощенияпоглощения
 

приходитсяприходится
 

нана
 

меньшуюменьшую
 

длинудлину
 

волныволны, , 
чемчем

 
максимуммаксимум

 
испусканияиспускания. . 

СдвигСдвиг
 

междумежду
 

максимумамимаксимумами
 

поглощенияпоглощения
 

ии
 

эмиссииэмиссии
 

––
 сдвигсдвиг

 
СтоксаСтокса. . 

СпектрыСпектры
 

поглощенияпоглощения
 

ии
 

испусканияиспускания
 

флюорохромафлюорохрома
 независимынезависимы. . ЭмиссияЭмиссия

 
ненаправленаненаправлена. . 



ПравилоПравило  СтоксаСтокса



ДиаграммаДиаграмма
 ЯблонскогоЯблонского



ЯвлениеЯвление
 флфлууоресценцииоресценции

ВремяВремя
 

поглощенияпоглощения
 

квантакванта
 

светасвета
 

молекулоймолекулой
 

составляетсоставляет
 

околооколо
 1010--1515

 
секундысекунды. . ДиапазонДиапазон

 
энергийэнергий

 
поглощаемыхпоглощаемых

 
квантовквантов

 определяетсяопределяется
 

структуройструктурой
 

электронныхэлектронных
 

оболочекоболочек
 

вв
 

молекулемолекуле. . 
ЭнергияЭнергия

 
поглощенногопоглощенного

 
квантакванта

 
светасвета

 
распределяетсяраспределяется

 
вв

 
молекулемолекуле

 ((возбуждениевозбуждение), ), аа
 

затемзатем
 

новыйновый
 

квантквант
 

светасвета
 

высвечиваетсявысвечивается
 ((флуоресценцияфлуоресценция) ) илиили

 
молекуламолекула

 
возвращаетсявозвращается

 
нана

 
исходныйисходный

 энергетическийэнергетический
 

уровеньуровень
 

иныминым
 

путемпутем
 

((релаксациярелаксация). ). ВВ
 альтернативеальтернативе

 
возбужденнаявозбужденная

 
молекуламолекула

 
можетможет

 
претерпетьпретерпеть

 химическуюхимическую
 

модификациюмодификацию
 

((переходпереход
 

вв
 

триплетноетриплетное
 

состояниесостояние).).
ЗапаздываниеЗапаздывание

 
высвечиваниявысвечивания

 
составляетсоставляет

 
порядкапорядка

 
1010--99

 
секундысекунды. . 

ЭЭмиссимиссияя
 

происходитпроисходит
 

равноравновверероятоятноно
 

попо
 

всемвсем
 

направлениямнаправлениям..
СдвигСдвиг

 
среднейсредней

 
энергииэнергии

 
высвечиваемоговысвечиваемого

 
квантакванта

 
обусловленобусловлен

 потерейпотерей
 

энергииэнергии
 

заза
 

счетсчет
 

внутреннихвнутренних
 

колебанийколебаний
 

нана
 

разрешенныхразрешенных
 электронныхэлектронных

 
уровняхуровнях

 
поглощающейпоглощающей

 
молекулымолекулы. . 

НаиболееНаиболее
 

яркиеяркие
 

органическиеорганические
 

флуорохромыфлуорохромы
 

––
 

веществавещества
 

сс
 чередующимисячередующимися

 
двойнымидвойными

 
связямисвязями. . 



ПрПримерыимеры  спектровспектров  некоторыхнекоторых  красителейкрасителей

СдвигСдвиг
 

СтоксаСтокса, , каккак
 

правилоправило, , невеликневелик
 

(10(10--30 30 нмнм).).
СпектрыСпектры

 
асимметричныасимметричны, , ихих

 
««хвостыхвосты»»

 
заходятзаходят

 
болееболее, , чемчем

 нана
 

100 100 нмнм. . СпектрыСпектры
 

испусканияиспускания
 

имеютимеют
 

««красныйкрасный»»
 

хвостхвост, , 
спектрыспектры

 
возбуждениявозбуждения

 
––

 
««синийсиний»»

 
хвостхвост. . 



ПринципПринцип  ффлюоресцентнлюоресцентнойой  микроскопимикроскопиии
СдвигСдвиг

 
СтоксаСтокса

 
используетсяиспользуется

 
длядля

 
эффективногоэффективного

 выделениявыделения
 

полосполос
 

возбуждающеговозбуждающего
 

светасвета
 

ии
 

светасвета
 эмиссииэмиссии

 
изиз

 
общегообщего

 
спектраспектра..

ИнтенсивностьИнтенсивность
 

эмиссииэмиссии
 

составляетсоставляет
 

нене
 

болееболее
 

1010--44
 отот

 
интенсивностиинтенсивности

 
возбуждающеговозбуждающего

 
светасвета, , аа

 
часточасто

 значительнозначительно
 

меньшеменьше. . 

ДляДля
 

эффективногоэффективного
 

наблюдениянаблюдения
 

флюоресценциифлюоресценции
 необходимонеобходимо

 
подавитьподавить

 
возбуждающийвозбуждающий

 
светсвет, , 

попадающийпопадающий
 

вв
 

окулярокуляр,,
 

сс
 

коэффициентомкоэффициентом
 

нене
 

менееменее, , 
чемчем

 
101088, , желательножелательно

 
--

 
10101010

ДляДля
 

разделенияразделения
 

возбуждающеговозбуждающего
 

светасвета
 

ии
 

светасвета
 флуоресценциифлуоресценции

 
используетсяиспользуется

 
системасистема

 светофильтровсветофильтров. . 



РазделениеРазделение  возбуждающеговозбуждающего  светасвета  ии  светасвета  флуоресценциифлуоресценции
ЭпиосвещениеЭпиосвещение

 
––

 
объективобъектив

 
одновременноодновременно

 
служитслужит

 конденсоромконденсором. . ЭтоЭто
 

позволяетпозволяет
 

свестисвести
 

кк
 

минимумуминимуму
 

эффектэффект
 проходящегопроходящего

 
светасвета. . 

КубКуб
 

светофильтровсветофильтров
 

позволяетпозволяет
 

подавитьподавить
 

нежелательныйнежелательный
 светсвет

 
((отраженныйотраженный

 
препаратомпрепаратом

 
ии

 
рассеянныйрассеянный) ) сс

 эффективностьюэффективностью
 

болееболее, , чемчем
 

101077

 
заза

 
счетсчет

 
последовательногопоследовательного

 примененияприменения
 

двухдвух
 

фильтровфильтров
 

––
 

светоделительногосветоделительного
 

зеркалазеркала
 

ии
 запирающегозапирающего

 
светофильтрасветофильтра. . 

КоэффициентКоэффициент
 

запираниязапирания
 

светоделительногосветоделительного
 

зеркалазеркала
 

––
 

нене
 болееболее, , чемчем

 
101022, , уу

 
запирающегозапирающего

 
светофильтрасветофильтра

 
––

 
нене

 
менееменее

 
101055

 ((хорошиехорошие
 

фильтрыфильтры
 

имеютимеют
 

коэффициенткоэффициент
 

101066

 
ии

 
болееболее) ) 



ОбщийОбщий
 

видвид
 

флуоресцентногофлуоресцентного
 микроскопамикроскопа



ЭпифлуоресцентныйЭпифлуоресцентный  микроскопмикроскоп, , схемасхема



КубКуб  светофильтровсветофильтров  --  схемасхема

ПримечаниеПримечание
 

КубКуб
 

светофильтровсветофильтров
 

изображенизображен
 

вв
 

своемсвоем
 положенииположении

 
нана

 
инвертированноминвертированном

 
микроскопемикроскопе. . ЛампаЛампа

 ии
 

окулярокуляр
 

находятсянаходятся
 

заза
 

пределамипределами
 

схемысхемы. . 



ТипыТипы  светофильтрсветофильтровов

ПоПо
 

характерухарактеру
 

пропусканияпропускания
 

––
 

LPLP
 

((long pass), BP (band pass), SP long pass), BP (band pass), SP 
(short pass).(short pass).
ПоПо

 
расположениюрасположению

 
––

 
подпод

 
угломуглом

 
9090оо

 
ии

 
подпод

 
угломуглом

 
4545оо

 
((дихроичноедихроичное

 зеркалозеркало).).
ПоПо

 
конструкцииконструкции

 
––

 
окрашенноеокрашенное

 
стеклостекло, , интерференционныеинтерференционные

 фильтрыфильтры
 

((изготовленныеизготовленные
 

методомметодом
 

тонкослойноготонкослойного
 

напылениянапыления). ). 
ПоПо

 
применениюприменению: : возбуждающиевозбуждающие

 
светофильтрысветофильтры, , 

светоделительныесветоделительные
 

зеркалазеркала, , запирающиезапирающие
 

светофильтрысветофильтры. . 



ДихроичныйДихроичный  светофильтрсветофильтр

МногослойноеМногослойное
 

(10(10--200 200 слоевслоев) ) тонкопленочноетонкопленочное
 

напылениенапыление
 диэлектрикамидиэлектриками

 
сс

 
чередующимисячередующимися

 
высокимивысокими

 
ии

 
низкиминизкими

 показателямипоказателями
 

преломленияпреломления
 

обеспечиваетобеспечивает
 

эффективнуюэффективную
 интерференциюинтерференцию

 
большейбольшей

 
частичасти

 
световогосветового

 
потокапотока, , ии

 
создаетсоздает

 
вв

 результатерезультате
 

высокуювысокую
 

избирательностьизбирательность
 

пропусканияпропускания
 

––
 

отот
 

0,01 % 0,01 % 
додо

 
0,00001% 0,00001% заза

 
пределамипределами

 
выбранноговыбранного

 
диапазонадиапазона..



ИИнтерференционннтерференционныйый  ((дихроичныйдихроичный) ) светофильтрсветофильтр
МногослойноеМногослойное

 
(10(10--200 200 слоевслоев) ) тонкопленочноетонкопленочное

 
напылениенапыление

 диэлектрикамидиэлектриками
 

сс
 

чередующимисячередующимися
 

высокимивысокими
 

ии
 

низкиминизкими
 показателямипоказателями

 
преломленияпреломления

 
обеспечиваетобеспечивает

 
высокуювысокую

 избирательностьизбирательность
 

пропусканияпропускания
 

––
 

додо
 

0,00001 % 0,00001 % вв
 

диапазонедиапазоне
 ширинойшириной

 
додо

 
500 500 нмнм. . 

ПримерыПримеры
 

наносимыхнаносимых
 

соединенийсоединений
 

((мягкоемягкое
 

покрытиепокрытие):):
показательпоказатель

 
преломленияпреломления

 
2.22.2--2.3:   PbCl2.3:   PbCl22, TiO, TiO22, , ZnSZnS

показательпоказатель
 

преломленияпреломления
 

1.31.3--1.4:   MgF1.4:   MgF22, SiO, SiO22, Na, Na33AlFAlF66..

ТолщинаТолщина
 

каждогокаждого
 

слояслоя
 

тщательнотщательно
 

выдерживаетсявыдерживается, , слоислои
 наносятсянаносятся

 
методомметодом

 
вакуумноговакуумного

 
напылениянапыления. . ТочныеТочные

 
значениязначения

 толщинтолщин
 

слоёвслоёв
 

определяютопределяют
 

положениеположение
 

кривуюкривую
 

пропусканияпропускания. . 

ОтОт
 

числачисла
 

слоёвслоёв
 

зависитзависит
 

ширинаширина
 

зонызоны
 

пропусканияпропускания
 

фильтрафильтра, , 
степеньстепень

 
подавленияподавления

 
ии

 
ширинаширина

 
ненужнойненужной

 
частичасти

 
спектраспектра..



ИИнтерференционннтерференционныйый  светофильтрсветофильтр  сс  твердымтвердым  покрытиемпокрытием

ТТ..нн. . твердоетвердое
 

покрытиепокрытие
 

--
 

напылениенапыление
 

слоевслоев
 

нана
 стекляннуюстеклянную

 
подложкуподложку

 
осуществляетсяосуществляется

 
сс

 
помощьюпомощью

 ионнойионной
 

пушкипушки.  .  

ТвердостьТвердость
 

покрытияпокрытия
 

соответствуетсоответствует
 

твердоститвердости
 

стекластекла..
ОноОно

 
нене

 
выгораетвыгорает

 
ии

 
нене

 
««стареетстареет»»

 
вово

 
влажныхвлажных

 
условияхусловиях..

««ТвердыеТвердые»»
 

интерференционныеинтерференционные
 

светофильтрысветофильтры
 

вв
 настоящеенастоящее

 
времявремя

 
выпускаютвыпускают

 
SemrockSemrock, , ChromaChroma, , 

OmegaFiltersOmegaFilters. . 



ОсобенностиОсобенности  дихроичныхдихроичных  светофильтрсветофильтровов
ХарактеристикиХарактеристики

 
светофильтрасветофильтра

 
сильносильно

 
зависятзависят

 
отот

 
егоего

 
углаугла

 
попо

 отношениюотношению
 

кк
 

пучкупучку
 

светасвета. . 
СтандартнаяСтандартная

 
ххарактеристикаарактеристика

 
BP BP светофильтрасветофильтра

 
––

 
серединасередина

 полосыполосы
 

пропусканияпропускания
 

ии
 

ширинаширина
 

нана
 

полувысотеполувысоте
 

пропусканияпропускания
 ((FWHM)FWHM)..

НапримерНапример, , обозначениеобозначение
 

ВРВР530/30 530/30 означаетозначает, , чточто
 

серединасередина
 полосыполосы

 
пропусканияпропускания

 
приходитсяприходится

 
нана

 
530 530 нмнм, , аа

 
50% 50% пропусканиепропускание

 начинаетсяначинается
 

сс
 

530530--30/2 = 515 30/2 = 515 нмнм
 

ии
 

заканчиваетсязаканчивается
 

нана
 

530+30/2 = 545 530+30/2 = 545 
нмнм. . 
ПолныйПолный

 
спектрспектр

 
пропусканияпропускания, , каккак

 
правилоправило, , приводитсяприводится

 
вв

 паспортепаспорте
 

светофильтрасветофильтра. . 
СветопропусканиеСветопропускание

 
измеряетсяизмеряется

 
вв

 
% % либолибо

 
вв

 
единицахединицах

 
оптическойоптической

 плотностиплотности
 

((ODOD))
 

––
 

логарифмическаялогарифмическая
 

шкалашкала. . НапримерНапример, , OD=5 OD=5 
означаетозначает

 
подавлениеподавление

 
светасвета

 
вв

 
101055

 
разраз. . 



ЗависимостьЗависимость  спектраспектра  отот  углаугла  наклонанаклона  фильтрафильтра



СпектрСпектр  пропусканияпропускания  светофильтрасветофильтра

СпектрСпектр
 

пропусканияпропускания
 

светофильтрасветофильтра
 

анализируетсяанализируется
 

вв
 

двухдвух
 шкалахшкалах: : линейнойлинейной

 
(0(0--100%, 100%, слеваслева) ) ии

 
логарифмическойлогарифмической

 
(1(1--1010--77, , 

справасправа).).
ЛинейнаяЛинейная

 
шкалашкала

 
даетдает

 
общуюобщую

 
оценкуоценку

 
пригодностипригодности

 
светофильтрасветофильтра

 ((попо
 

ширинеширине
 

нана
 

высотевысоте
 

полупропусканияполупропускания)), , логарифмическаялогарифмическая
 шкалашкала

 
позволяетпозволяет

 
оценитьоценить

 
степеньстепень

 
пподавленияодавления

 
нежелательногонежелательного

 возбуждающеговозбуждающего
 

светасвета.  .  



ИИнвертированннвертированныйый  флуоресцентнфлуоресцентныйый  микроскопмикроскоп



ПолныйПолный
 

ходход
 

лучейлучей
 ии

 
сопряженныесопряженные

 плоскостиплоскости
 

вв
 флфлууоресцентноморесцентном

 микроскопемикроскопе



ЭпиосветительЭпиосветитель



КубКуб  светофильтровсветофильтров  --  примерыпримеры

ВозбуждающиеВозбуждающие
 

светофильтрсветофильтр
 

расположенырасположены
 

слеваслева, , 
запирающийзапирающий

 
светофильтрсветофильтр

 
––

 
сверхусверху. . 

ВВ
 

правомправом
 

кубекубе
 

светофильтрысветофильтры
 

вынутывынуты. . ДихроичноеДихроичное
 зеркалозеркало

 
устанавливаетсяустанавливается

 
попо

 
диагоналидиагонали

 
кубакуба..



КубКуб
 светофильтровсветофильтров

 --  светопропусканиесветопропускание



СпектрСпектрыы  пропусканияпропускания
 светофильтровсветофильтров

 вв  кубекубе
 ––  longlong--passpass



СпектрСпектр
 пропусканияпропускания

 светофильтровсветофильтров
 вв  кубекубе

 ––  bandband--passpass



ОсновныеОсновные
 источникиисточники

 светасвета
 длядля

 флюресцентнойфлюресцентной
 микроскопиимикроскопии

РтутнаяРтутная
 

лампалампа
 

сверхвысокогосверхвысокого
 

давлениядавления
 

((мощностьмощность
 100 100 ВтВт) ) ––

 
сроксрок

 
службыслужбы

 
300 300 часовчасов..

КсеноноваяКсеноновая
 

лампалампа
 

ии
 

смешаннаясмешанная
 

((ртутнортутно--ксеноноваяксеноновая) ) 
лампалампа

 
((мощностьмощность

 
7575--200 200 ВтВт) ) ––

 
сроксрок

 
службыслужбы

 
100100--300 300 

часовчасов. . 
МеталлМеталл--галидныегалидные

 
лампылампы

 
((мощностьмощность

 
околооколо

 
100 100 ВтВт) ) ––

 сроксрок
 

службыслужбы
 

10001000--2000 2000 часовчасов. . 
СветодиодыСветодиоды

 
((««монохроматическиймонохроматический»»

 
светсвет) ) ––

 
сроксрок

 службыслужбы
 

нене
 

менееменее
 

20000 20000 часовчасов
ЛазерыЛазеры: : газовыегазовые

 
((мощностьмощность

 
вв

 
линиилинии

 
––

 
11--10010000

 
мВтмВт));;

 твердотельныетвердотельные
 

сс
 

диоднойдиодной
 

накачкойнакачкой
 

((мощностьмощность
 

1010--
 300 300 мВтмВт) ) ––

 
сроксрок

 
службыслужбы

 
50005000--110000 0000 часовчасов. . 



ДуговаяДуговая
 рртутнаятутная

 лампалампа
 сверхвысокогосверхвысокого

 давлениядавления

ИсточникИсточник
 

светасвета
 

––
 

парыпары
 

ртутиртути
 

вв
 

дуговодуговомм
 

разрядразрядее. . 
ККолбаолба

 
––

 
плавленныйплавленный

 
кварцкварц. . ЭлектродыЭлектроды

 
––

 
вольфрамвольфрам..

РабочееРабочее
 

давлениедавление
 

––
 

околооколо
 

30 30 атматм. . МощностьМощность
 

––
 

100 100 ВтВт..



ЛекцияЛекция  88

ФлФлууоресцентноресцентнаяая  микроскопимикроскопияя::
источникиисточники

 светасвета, , объективыобъективы, , 
красителикрасители

 ии  ихих  использованиеиспользование



ДомикДомик  ртутнойртутной  лампылампы



СпектрСпектр
 свечениясвечения

 рртутнтутнойой  ламплампыы

СпектрСпектр
 

свечениясвечения
 

––
 

квазилинейныйквазилинейный, , онон
 

расширенрасширен
 

заза
 

счетсчет
 высокоговысокого

 
давлениядавления

 
паровпаров

 
ртутиртути..

ММаксимумыаксимумы
 

––
 

365 (10,7%), 365 (10,7%), 405405
 

(4%)(4%), , 436 (12,6%), 546 (7,1%)436 (12,6%), 546 (7,1%)
 

ии
 

579579
 (7,9%) (7,9%) нмнм..



ЯркостьЯркость  ртутнойртутной  лампылампы  вв  разныхразных  областяхобластях  спектраспектра
КрасительКраситель ВозбуждающийВозбуждающий

 фильтрфильтр
ДихроичноеДихроичное

 зеркалозеркало
МощностьМощность, , 
мВтмВт//смсм22

DAPI 365/10 395 LP 23,0

CFP 436/25 455 LP 79,8

GFP/FITC 470/40 495 LP 32,8

YFP 500/24 520 LP 20.0

TRITC/Cy3 546/12 560 LP 43,1

Texas Red 562/40 595 LP 153,7

mCherry 587/25 605 LP 80,9

Cy5 640/30 660 LP 9,1



ЭксплуатацияЭксплуатация
 ртутнойртутной

 лампылампы

РтутнаяРтутная
 

лампалампа
 

сверхвысокогосверхвысокого
 

давлениядавления
 

работаетработает
 

отот
 источникаисточника

 
постоянногопостоянного

 
токатока

 
ии

 
поджигаетсяподжигается

 
большимбольшим

 
токомтоком..

ЛампаЛампа
 

должнадолжна
 

располагатьсярасполагаться
 

вертикальновертикально, , радиаторомрадиатором
 вверхвверх. . ДноДно

 
домикадомика

 
лампылампы

 
нене

 
можетможет

 
бытьбыть

 
ближеближе, , чемчем

 нескольконесколько
 

смсм
 

кк
 

поверхностиповерхности
 

столастола. . 
ПослеПосле

 
поджигаподжига

 
лампалампа

 
выходитвыходит

 
нана

 
стационарныйстационарный

 
режимрежим

 
вв

 течениетечение
 

несколькихнескольких
 

минутминут..
 

ПолнаяПолная
 

стабилизациястабилизация
 

дугидуги
 занимаетзанимает

 
нене

 
менееменее

 
20 20 минутминут.  .  ЮстировкаЮстировка

 
лампылампы

 производитсяпроизводится
 

толькотолько
 

послепосле
 

ееее
 

стабилизациистабилизации. . 
ПослеПосле

 
выключениявыключения

 
лампалампа

 
можетможет

 
бытьбыть

 
повторноповторно

 
включенавключена

 
нене

 ранееранее, , чемчем
 

черезчерез
 

30 30 минутминут. . 
ВремяВремя

 
эксплуатацииэксплуатации

 
((НВОНВО10103W/2) 3W/2) ––

 
околооколо

 
300 300 часовчасов. . 

ОкончаниеОкончание
 

эксплуатацииэксплуатации
 

определяетсяопределяется
 

попо
 

увеличениувеличениюю
 временивремени

 
поджигаподжига

 
ии//илиили

 
паденипадениюю

 
яркостияркости

 
болееболее, , чемчем

 
нана

 
10%.    10%.    



СравнениеСравнение
 ксеноновойксеноновой, , металлметалл--  галиднойгалидной

 ии  ртутнойртутной
 лампламп

РтутнаяРтутная
 

лампалампа
 

сверхвысокогосверхвысокого
 

давлениядавления
 

имеетимеет
 

квазилинейныйквазилинейный
 спектрспектр. . ЗначительнаяЗначительная

 
частьчасть

 
энергииэнергии

 
выделяетсявыделяется

 
вв

 ультрафиолетеультрафиолете. . СрокСрок
 

службыслужбы
 

––
 

околооколо
 

300 300 часовчасов. . 
МеталлМеталл--галиднаягалидная

 
лампалампа

 
имеетимеет

 
сходныйсходный

 
спектрспектр, , ноно

 
сс

 
меньшимименьшими

 проваламипровалами
 

междумежду
 

линиямилиниями. . СрокСрок
 

службыслужбы
 

––
 

порядкапорядка
 

1000 1000 
часовчасов. . СтоимостьСтоимость

 
вв

 
нескольконесколько

 
разраз

 
большебольше. . 

КсеноноваяКсеноновая
 

лампалампа
 

имеетимеет
 

практическипрактически
 

равномерныйравномерный
 

спектрспектр
 

вв
 видимойвидимой

 
областиобласти, , ноно

 
большаябольшая

 
частьчасть

 
энергииэнергии

 
выделяетсявыделяется

 
вв

 инфракрасноминфракрасном
 

светесвете. . СрокСрок
 

службыслужбы
 

––
 

околооколо
 

300 300 часовчасов. . 
СтоимостьСтоимость

 
большебольше, , чемчем

 
уу

 
ртутнойртутной

 
лампылампы.  .  

ОтносительнаяОтносительная
 

яркостьяркость
 

НВОНВО--100 100 ии
 

ХВОХВО--75:75:
вв

 
синесине--зеленойзеленой

 
областиобласти

 
ХВОХВО

 
немногонемного

 
ярчеярче; ; вв

 
желтойжелтой

 
––

 
НВОНВО

 ярчеярче
 

вв
 

нескольконесколько
 

разраз..



ЛазерныеЛазерные  источникиисточники  светасвета
ГазовыеГазовые

 
лазерылазеры

 
((аргоновыйаргоновый, , гелийгелий--неоновыенеоновые, , криптоновыйкриптоновый) ) 

––
 

полностьюполностью
 

устарелиустарели, , ноно
 

продолжаютпродолжают
 

использоватьсяиспользоваться
 

вв
 приборахприборах, , выпущенныхвыпущенных

 
44--5 5 ии

 
болееболее

 
летлет

 
назадназад. . ОсновнойОсновной

 недостатокнедостаток
 

––
 

сравнительносравнительно
 

небольшаянебольшая
 

продолжительностьпродолжительность
 жизнижизни

 
ии

 
необходимостьнеобходимость

 
периодическойпериодической

 
юстировкиюстировки. . 

ТвердотельныеТвердотельные
 

лазерылазеры
 

––
 

имеютимеют
 

большуюбольшую
 продолжительностьпродолжительность

 
жизнижизни, , болееболее

 
компактныкомпактны. . КакКак

 
правилоправило, , 

работаютработают
 

вв
 

импульсномимпульсном
 

режимережиме. . ТакжеТакже
 

требуюттребуют
 

юстировкиюстировки. . 
ДиодныеДиодные

 
лазерылазеры

 
––

 
значительнозначительно

 
дешевледешевле, , имеютимеют

 
оченьочень

 малыемалые
 

размерыразмеры, , продолжительностьпродолжительность
 

жизнижизни
 

нене
 

менееменее
 

10000 10000 
часовчасов, , нене

 
требуюттребуют

 
юстировкиюстировки. . ВолновойВолновой

 
фронтфронт

 
нене

 
вполневполне

 когерентенкогерентен..
 

РаботаютРаботают
 

вв
 

непрерывномнепрерывном
 

режимережиме..
ТвердотельныеТвердотельные

 
лазерылазеры

 
сс

 
диоднойдиодной

 
накачкойнакачкой. . 

ДляДля
 

присоединенияприсоединения
 

лазералазера
 

кк
 

обычномуобычному
 

микроскопумикроскопу
 требуютсятребуются

 
специальныеспециальные

 
устройстваустройства

 
((scrambler)scrambler), , полностьюполностью

 разрушающиеразрушающие
 

когерентностькогерентность
 

волновоговолнового
 

фронтафронта. . 



ПримерыПримеры  твердотельныхтвердотельных  лазеровлазеров



ТвердотельныйТвердотельный  ллазеразер  сс  диоднойдиодной  накачкойнакачкой  ((DPSS)DPSS)

КонструкцияКонструкция
 

лазералазера
 

зависитзависит
 

отот
 

длиныдлины
 

волныволны. . ОбщийОбщий
 

принциппринцип
 

––
 накачканакачка

 
твердотельноготвердотельного

 
резонаторарезонатора

 
сс

 
помощьюпомощью

 
светодиодасветодиода. . 

НаНа
 

выходевыходе
 

изиз
 

резонаторарезонатора
 

––
 

коллиматорколлиматор
 

пучкапучка
 

ии
 

ИКИК
 

фильтрфильтр..



ЛЛазеразернаяная  указкауказка

ДиапазонДиапазон
 

мощностеймощностей
 

––
 

11--1000 1000 мВтмВт. . ДляДля
 

микроскопиимикроскопии
 

––
 

5050--200 200 мВтмВт. . 
ОсновныеОсновные

 
длиныдлины

 
волнволн: 365 : 365 нмнм; 405 ; 405 нмнм; (445 ; (445 нмнм; 473 ; 473 нмнм); 488 ); 488 нмнм; ; 

532 532 нмнм; 561 ; 561 нмнм; 594 ; 594 нмнм; 635; 635--640 640 нмнм. . 



ССветветодиодыодиоды

СравнительноСравнительно
 

новыеновые
 

источникиисточники
 

освещенияосвещения
 

((вв
 

микроскопиимикроскопии
 применяютсяприменяются

 
сс

 
2006 2006 годагода)). . 

СветодиодСветодиод
 

излучаетизлучает
 

вв
 

ширинеширине
 

околооколо
 

3030--40 40 нмнм, , мощностьмощность
 

––
 порядкапорядка

 
1010--200 200 мВтмВт. . 

ОсветителиОсветители
 

вв
 

видевиде
 

комплектовкомплектов
 

светодиодовсветодиодов
 

выпускаютсявыпускаются
 несколькиминесколькими

 
фирмамифирмами. . 

ЯркостьЯркость
 

освещенияосвещения
 

––
 

нескольконесколько
 

нижениже, , чемчем
 

уу
 

ртутнойртутной
 

лампылампы, , ноно
 большебольше, , чемчем

 
уу

 
галогеновойгалогеновой

 
лампылампы. . 

ПреимуществаПреимущества: : регулируемаярегулируемая
 

мощностьмощность, , высокаявысокая
 стабильностьстабильность, , быстроебыстрое

 
переключениепереключение

 
длиндлин

 
волнволн; ; длительныйдлительный

 сроксрок
 

службыслужбы
 

((нене
 

менееменее
 

20000 20000 часовчасов). ). 



СравнительнаяСравнительная  характеристикахарактеристика  источниковисточников  светасвета



ОбъективыОбъективы
 длядля

 флюоресцентногофлюоресцентного
 микроскопамикроскопа

ТипыТипы
 

объективовобъективов: : Plan; Plan; PlanFluorPlanFluor; ; SuperFluorSuperFluor; ; 
PlanapoPlanapo; TIRF objectives (NA>1,45); TIRF objectives (NA>1,45)

ТребованияТребования::
1.1. БольшаяБольшая

 
светособирающаясветособирающая

 
силасила

 
объективаобъектива

 
(CCO)(CCO). . 

ССОССО
 

измеряетсяизмеряется
 

каккак
 

отношениеотношение
 

числовойчисловой
 

апертурыапертуры
 

(NA) (NA) кк
 увеличениюувеличению..

ЯркостьЯркость
 

изображенияизображения
 

припри
 

флуоресцентнойфлуоресцентной
 

микроскопиимикроскопии
 пропорциональнапропорциональна

 
четвертойчетвертой

 
степенистепени

 
числовойчисловой

 
апертурыапертуры. . 

ТакимТаким
 

образомобразом, , использованиеиспользование
 

припри
 

одинаковомодинаковом
 

увеличенииувеличении
 объективаобъектива

 
c NA= c NA= 0,75 0,75 попо

 
сравнениюсравнению

 
сс

 
NA=NA=0,65 0,65 увеличиваетувеличивает

 яркостьяркость
 

изображенияизображения
 

почтипочти
 

вв
 

двадва
 

((вв
 

1,77) 1,77) разараза; ; увеличениеувеличение
 апертурыапертуры

 
сс

 
0,85 0,85 додо

 
1,2 1,2 даетдает

 
выигрышвыигрыш

 
вв

 
4 4 разараза. . 

МаксимальнаяМаксимальная
 

ССОССО
 

––
 

уу
 

объективовобъективов
 

хх20/0,75, 20/0,75, хх40/1,3. 40/1,3. 



ОбъективыОбъективы
 длядля

 флюоресцентногофлюоресцентного
 микроскопамикроскопа

ВысокоеВысокое
 

светопропусканиесветопропускание
 

объективаобъектива
 

вв
 

коротковолновойкоротковолновой
 частичасти

 
спектраспектра

 
((λλ<430 <430 нмнм) ) необходимонеобходимо

 
длядля

 
работыработы

 
сс

 красителямикрасителями, , возбуждающимисявозбуждающимися
 

вв
 

ближнемближнем
 

УФУФ
 

светесвете
 ((напримернапример, , DAPI, DAPI, красителикрасители

 
длядля

 
определенияопределения

 
кальциякальция

 
ии

 
дрдр.)..).

ЭтомуЭтому
 

условиюусловию
 

плохоплохо
 

удовлетворяютудовлетворяют
 

планапохроматыпланапохроматы, , 
поэтомупоэтому

 
наибольшеенаибольшее

 
распространениераспространение

 
получилиполучили

 флуоритовыефлуоритовые
 

объективыобъективы. . 
ПриПри

 
использованиииспользовании

 
несколькихнескольких

 
красителейкрасителей

 
сс

 
далекодалеко

 отстоящимиотстоящими
 

другдруг
 

отот
 

другадруга
 

спектрамиспектрами
 

необходимостьнеобходимость
 

свестисвести
 кк

 
минимумуминимуму

 
аберрацииаберрации

 
привелапривела

 
кк

 
разработкеразработке

 
специальныхспециальных

 ««суперапохроматовсуперапохроматов»»
 

--
 

объективовобъективов, , длядля
 

которыхкоторых
 

аберрацииаберрации
 исправленыисправлены

 
вово

 
всемвсем

 
диапазонедиапазоне

 
видимоговидимого

 
спектраспектра

 
(400(400--750 750 

нмнм) ) ии
 

ближнемближнем
 

ИКИК
 

спектреспектре.  .  



СочетаниеСочетание  красителейкрасителей  ии  фильтровфильтров

СветофильтрыСветофильтры
 

выделяютвыделяют
 

длядля
 

наблюдениянаблюдения
 

небольшуюнебольшую
 

частьчасть
 спектровспектров

 
возбуждениявозбуждения

 
ии

 
эмиссииэмиссии. . 

ПравильныйПравильный
 

подборподбор
 

селективныхселективных
 

светофильтровсветофильтров
 

можетможет
 уменьшитьуменьшить

 
эффектэффект

 
««затеканиязатекания»»

 
сигналасигнала..



СпектрСпектр
 

пропусканияпропускания
 

светофильтровсветофильтров
 

вв
 кубекубе

 
––

 
двойнойдвойной

 
наборнабор

 
((double set)double set)



ПерекрываниеПерекрывание  сигналовсигналов

ПриПри
 

одновременномодновременном
 

использованиииспользовании
 

несколькихнескольких
 

флуорофоровфлуорофоров
 основнаяосновная

 
проблемапроблема

 
состоитсостоит

 
вв

 
перекрыванииперекрывании

 
сигналовсигналов. . ВеличинаВеличина

 перекрыванияперекрывания
 

зависитзависит
 

отот
 

спектровспектров
 

красителейкрасителей
 

ии
 

применяемыхприменяемых
 светофильтровсветофильтров..



КонфигурацииКонфигурации  наборовнаборов  светофильтровсветофильтров

МногоцветныйМногоцветный
 

кубкуб
 

позволяетпозволяет
 

получитьполучить
 

цветноецветное
 

изображениеизображение. . 
ННаборабор

 
ПинкеляПинкеля

 
((PinkelPinkel

 
set)set)

 
требуеттребует

 
одногоодного

 
колесаколеса

 
сс

 
фильтрамифильтрами

 
ии

 
двухдвух

 многополосныхмногополосных
 

фильтровфильтров
 

––
 

светоделителясветоделителя
 

ии
 

запирающегозапирающего
 

фильтрафильтра. . 
ННаборабор

 
СедатаСедата

 
((SedatSedat

 
set)set)

 
требуеттребует

 
двухдвух

 
колесколес

 
сс

 
фильтрамифильтрами. . КолесоКолесо

 
сс

 запирающимизапирающими
 

светофильтрамисветофильтрами
 

устанавливаетсяустанавливается
 

передперед
 

камеройкамерой. . 



ВариантыВарианты  комплектациикомплектации  светофильтровсветофильтров



ФФлюоресцентнылюоресцентныее  красителкрасителии
КрасителиКрасители

 
длядля

 
нуклеиновыхнуклеиновых

 
кислоткислот

 
((РНКРНК, , ДНКДНК))..

МембранныеМембранные
 

красителикрасители
 

органеллорганелл
 

((митохондриймитохондрий, , 
АГАГ, , лизосомлизосом

 
ии

 
дрдр.)..).

ДляДля
 

конъюгированияконъюгирования
 

сс
 

антителамиантителами, , нуклеотидаминуклеотидами
 ии

 
дрдр. . 

СенсорыСенсоры
 

((рНрН, , окислительноокислительно--восстановительныйвосстановительный
 потенциалпотенциал, , ионыионы

 
кальцикальцияя, , натриянатрия) ) 

ФлюоресцентныеФлюоресцентные
 

белкибелки. . 

КрасителиКрасители
 

длядля
 

исследованияисследования
 

фёрстеровскогофёрстеровского
 переносапереноса

 
энергииэнергии

 
((FRET)FRET). . 



ОсновныеОсновные  характеристикихарактеристики  флфлууоресцентныхоресцентных  красителейкрасителей
КоэффициентКоэффициент

 
экстинкцииэкстинкции

 
–– εε

 
((2000020000--200000200000

 
ММ--11смсм--11))

КвантовыйКвантовый
 

выходвыход
 

–– QQee

 

(20(20--90%)90%)..
 

ФлуоресцеинФлуоресцеин
 

––
 

92%. 92%. 

СреднееСреднее
 

времявремя
 

высвечиваниявысвечивания
 

флуоресценциифлуоресценции
 

––
 

ττ
 

(0,5(0,5--20 20 нснс))..
 ФлуоресцеинФлуоресцеин

 
––

 
4,5 4,5 нснс. . 

СтабильностьСтабильность
 

––
 

величинавеличина, , обратнаяобратная
 

вероятностивероятности
 

фотодеструкциифотодеструкции
 ((отношениеотношение

 
QQee

 

/Q/Qdd

 

). ). ФлуоресцеинФлуоресцеин: : QQee

 

/Q/Qdd

 

= 3= 3хх101044. . 
СпектрыСпектры

 
поглощенияпоглощения

 
ии

 
испусканияиспускания

 
––

 
максимумымаксимумы, , ширинаширина

 
нана

 полуполувысотевысоте
 

((FWHM)FWHM), , сдвигсдвиг
 

СтоксаСтокса
 

((ффлуоресцеинлуоресцеин
 

ии
 

ФИТЦФИТЦ
 

––
 

24 24 нмнм; ; 
GFP GFP ––

 
околооколо

 
20 20 нмнм))..

ВсеВсе
 

спектрыспектры
 

эмиссииэмиссии
 

органическихорганических
 

красителейкрасителей
 

широкиеширокие. . ПоэтомуПоэтому
 припри

 
совместномсовместном

 
использованиииспользовании

 
несколькихнескольких

 
красителейкрасителей

 
можетможет

 возникатьвозникать
 

эффектэффект
 

перекрыванияперекрывания
 

сигналовсигналов. . СигналСигнал
 

отот
 

красителякрасителя
 

сс
 меньшимменьшим

 
максимумоммаксимумом

 
эмиссииэмиссии

 
««затекаетзатекает»»

 
вв

 
каналканал

 
болееболее

 длинноволновогодлинноволнового
 

красителякрасителя.  .  



ХарактеристикиХарактеристики  некоторыхнекоторых  ффлюорлюорохромовохромов



СтабильностьСтабильность  флуоресцентныхфлуоресцентных  красителейкрасителей



ПримерыПримеры
 часточасто

 употребляемыхупотребляемых
 ффлюоресцентнылюоресцентныхх  красителкрасителейей



ЦианиновЦианиновыыее  красителкрасителии

КрасителиКрасители
 

достаточнодостаточно
 

стабильныстабильны, , ноно
 

имеютимеют
 небольшойнебольшой

 
сдвигсдвиг

 
СтоксаСтокса..



ККрасителрасителии  семействасемейства  AlexaFluorAlexaFluor

НаиболееНаиболее
 

стабильныестабильные
 

изиз
 

органическихорганических
 

красителейкрасителей
 ((Alexa488, Alexa488, AlexaAlexa

 
555, 555, AlexaAlexa

 
568568, , AlexaAlexa

 
647)647). . ИмеютИмеют

 небольшойнебольшой
 

сдвигсдвиг
 

СтоксаСтокса
 

ии
 

различныйразличный
 

коэффициенткоэффициент
 экстинкцииэкстинкции..



ФФлюоресцентнылюоресцентныее  белкибелки
НеобходимыеНеобходимые

 
характеристикихарактеристики::

--
 

спектрыспектры
 

возбуждениявозбуждения
 

ии
 

эмиссииэмиссии
--

 
времявремя

 
ии

 
эффективностьэффективность

 
созреваниясозревания

 
((folding)folding)

--
 

коэффициенткоэффициент
 

экстинкцииэкстинкции
 

ии
 

квантовыйквантовый
 

выходвыход
--

 
фотостабильностьфотостабильность

 
((длядля

 
пролонгированныхпролонгированных

 
экспериментовэкспериментов) ) 

--
 

изоэлектрическаяизоэлектрическая
 

точкаточка

GFPGFP
 

ии
 

егоего
 

мутантымутанты::

YellowYellow
 

FP, EYFP (514FP, EYFP (514//525277
 

nmnm))
GreenGreen

 
FP, EGFP (FP, EGFP (488/488/505099

 
nmnm))

CyanCyan
 

FP, ECFP (475 FP, ECFP (475 nmnm))
BlueBlue

 
FP, EBFP (448 FP, EBFP (448 nmnm))

КрасныеКрасные
 

флюоресцентныефлюоресцентные
 

белкибелки
 

((возбуждениевозбуждение
 

––
 

550550--590 590 нмнм, , 
флюоресценцияфлюоресценция

 
580580--640640

 
нмнм) ) ––

 
оченьочень

 
многомного, , ноно

 
ониони

 
менееменее

 стабильныстабильны, , чемчем
 

производныепроизводные
 

GFPGFP. . 



ЗеленыйЗеленый
 ффллууоресцентныоресцентныйй  белокбелок

НобелевскаяНобелевская
 

премияпремия, , 
20082008

ОсамаОсама
 

СимомураСимомура, , МартинМартин
 ЧалфиЧалфи

 
ии

 
РоджерРоджер

 
ТсьенТсьен..

ВыделенВыделен
 

изиз
 

медузымедузы
 

AequoreaAequorea
 victoriavictoria, , экспрессированэкспрессирован

 
вв

 пропро--
 

ии
 

эукариотахэукариотах. . ПолученоПолучено
 множествомножество

 
мутантовмутантов. . 

ИсходныйИсходный
 

белокбелок
 

––
 

238 238 аа--кк, , 
молмол. . весвес

 
26,9 26,9 кДкД..

ФлуорофорФлуорофор
 

находитсянаходится
 

вв
 центрецентре

 
складчатойскладчатой

 
структурыструктуры.  .  



ФФлюоресцентнылюоресцентныее  белкибелки  коралловкораллов

MatzMatz
 

etet
 

alal., 1999., 1999



ХарактеристикиХарактеристики
 некоторыхнекоторых

 ффлюоресцентнылюоресцентныхх  белковбелков



СпектрыСпектры
 некоторыхнекоторых

 флуоресцентныхфлуоресцентных
 белковбелков

 ((EvrogenEvrogen))



ЛекцияЛекция  99  

ФлуоресцентнаяФлуоресцентная  микроскопиямикроскопия..  ЦифроваяЦифровая  камеракамера  ии  цифроваяцифровая  микроскопиямикроскопия



ПодборПодбор  светофильтровсветофильтров  длядля  красителякрасителя
ОпределениеОпределение

 
спектраспектра

 
возбуждениявозбуждения

 
ии

 
испусканияиспускания

 
красителякрасителя

 
––

 максимумымаксимумы, , ширинаширина, , асимметрияасимметрия..

ММаксимальнаяаксимальная
 

яркостьяркость
 

––
 

детектированиедетектирование
 

отдельныхотдельных
 

молекулмолекул
 ии

 
другдругииее

 
случаслучаии

 
слслаабыхбых

 
сигналовсигналов. . ИспользуетсяИспользуется

 
широкаяширокая

 полосаполоса
 

пропусканияпропускания
 

запирающегозапирающего
 

фильтрафильтра
 

ии
 

LP LP запирающийзапирающий
 фильтрфильтр. . ТакойТакой

 
подходподход

 
неудобеннеудобен

 
длядля

 
одновременногоодновременного

 использованиеиспользование
 

несколькихнескольких
 

красителейкрасителей. . ТакжеТакже
 

онон
 

приводитприводит
 

кк
 относительномуотносительному

 
возрастаниювозрастанию

 
автофлуоресценцииавтофлуоресценции. . 

ДляДля
 

максимальноймаксимальной
 

селективностиселективности
 

((припри
 

достаточнойдостаточной
 

яркостияркости
 сигналасигнала) ) используетсяиспользуется

 
узкаяузкая

 
полосаполоса

 
пропусканияпропускания

 возбуждающеговозбуждающего
 

ии
 

запирающегозапирающего
 

фильтрфильтровов, , которыекоторые
 максимальномаксимально

 
соответствуютсоответствуют

 
пикампикам

 
поглощенияпоглощения

 
ии

 
эмиссииэмиссии

 красителякрасителя. . ЭтоЭто
 

позволяетпозволяет
 

уменьшуменьшиитьть
 

автофлуоресценциюавтофлуоресценцию
 ((котораякоторая

 
всегдавсегда

 
имеетимеет

 
широкийширокий

 
спектрспектр) ) ии

 
добитьсядобиться

 
большейбольшей

 селективностиселективности
 

припри
 

работеработе
 

сс
 

несколькиминесколькими
 

флуорохромамифлуорохромами. . 



СпособыСпособы  флфлууоресцентноресцентногоого  мечениямечения
ИммунофлюоресценцияИммунофлюоресценция

 
––

 
прямаяпрямая

 
ии

 
непрямаянепрямая

 окраскаокраска
 

конъюгированымиконъюгироваными
 

антителамиантителами. . 

ФлюоресцентнаяФлюоресцентная
 

гибридизациягибридизация
 

нуклеиновыхнуклеиновых
 кислоткислот

 
in situ (FISH)in situ (FISH)

 
––

 
конъюгированныеконъюгированные

 
зондызонды..

ПрямоеПрямое
 

связываниесвязывание
 

сс
 

мишеньюмишенью
 

((красителикрасители
 

длядля
 нуклеиновыхнуклеиновых

 
кислоткислот

 
––

 
акридиновыйакридиновый

 
оранжевыйоранжевый, , 

DAPI)DAPI)..

КрасителиКрасители, , накапливающиесянакапливающиеся
 

вв
 

органеллахорганеллах
 ((жирныежирные

 
катионыкатионы

 
вв

 
митохондрияхмитохондриях

 
--

 
RhodaminRhodamin--123)123)..

ВведениеВведение
 

флюоресцентныхфлюоресцентных
 

белковбелков
 

–– трансфекциятрансфекция
 ((eGFPeGFP, , DsRedDsRed)). . 



ФлуФлуоресцентныоресцентныее  красителкрасителии  длядля
 визуальныхвизуальных

 наблюденийнаблюдений

ФлуоресценцияФлуоресценция
 

вв
 

диапазонедиапазоне
 

450450--630 630 нмнм. . 

ВозбуждениеВозбуждение
 

––
 

УФУФ, , синийсиний
 

светсвет
 

(450(450--490 490 нмнм), ), 
зеленыйзеленый

 
светсвет

 
(500(500--550 550 нмнм). ). 

МалоеМалое
 

времявремя
 

высвечиваниявысвечивания
 

флуоресценциифлуоресценции
 ((большаябольшая

 
яркостьяркость). ). 



ФФлюоресцентнылюоресцентныее  красителкрасителии  длядля
 инструментальныхинструментальных

 наблюденийнаблюдений
ФлюоресценцияФлюоресценция

 
вв

 
диапазонедиапазоне

 
440000--88550 0 нмнм. . 

ВозбуждениеВозбуждение
 

––
 

УФУФ
 

(340(340--395 395 нмнм), ), фиолетовыйфиолетовый
 

светсвет
 (407 (407 нмнм); ); синийсиний

 
светсвет

 
(450(450--490 490 нмнм), ), зеленыйзеленый

 
светсвет

 (500(500--550 550 нмнм), ), желтожелто--красныйкрасный
 

светсвет
 

(570(570--664040
 

нмнм)), , 
ближнийближний

 
ИКИК

 
светсвет

 
(730(730--780 780 нмнм)). . 

ВысокаяВысокая
 

фотостабильностьфотостабильность, , большойбольшой
 

квантовыйквантовый
 выходвыход. . 



АвтофлАвтофлууоресценцияоресценция  живыхживых  клетокклеток
АвтофлАвтофлууоресценцияоресценция

 
аминокислотаминокислот

 
––

 
тирозинтирозин, , триптофантриптофан, , 

фенилаланинфенилаланин. . БелкиБелки
 

––
 

коллагенколлаген, , эластинэластин. . 

АвтофлАвтофлууоресценцияоресценция
 

возбуждаетсявозбуждается
 

вв
 

диапазонедиапазоне
 

270270--490 490 нмнм. . ОнаОна
 практическипрактически

 
отсутствуетотсутствует

 
припри

 
возбуждениивозбуждении

 
светомсветом

 
>500 >500 нмнм. . 

ЭмиссияЭмиссия
 

––
 

синийсиний
 

светсвет
 

((слабаяслабая), ), зеленыйзеленый
 

светсвет
 

((средняясредняя--сильнаясильная), ), 
желтожелто--оранжевыйоранжевый

 
светсвет

 
((сильнаясильная). ). 

АвтофлуоресценцияАвтофлуоресценция
 

клетокклеток
 

––
 

вв
 

видимойвидимой
 

областиобласти
 

светятсветят
 

НАДНАД--НН, , 
рибофлавинрибофлавин, , ретинолретинол, , липофусцинлипофусцин, , меланинмеланин. . ОсновныеОсновные

 органеллыорганеллы
 

––
 

предположительнопредположительно
 

лизосомылизосомы
 

((нене
 

митохондриимитохондрии!).  !).  

ОтносительноОтносительно
 

яркяркойой
 

автофлавтофлууоресценциоресценциейей
 

обладаютобладают
 макрофагимакрофаги, , нейронынейроны, , мышцымышцы, , сперматозоидысперматозоиды. . 



АвтофлуоресценцияАвтофлуоресценция  фиксированныхфиксированных  клетокклеток
АвтофлуоресценцияАвтофлуоресценция

 
клетокклеток

 
можетможет

 
возрастатьвозрастать

 
припри

 фиксациификсации
 

((особенноособенно
 

сильносильно
 

––
 

припри
 

альдегиднойальдегидной). ). 

ДляДля
 

ееее
 

уменьшенияуменьшения
 

можноможно
 

использоватьиспользовать
 борогидридборогидрид

 
натриянатрия

 
((свежеприготовленныйсвежеприготовленный

 растворраствор
 

вв
 

ФФБФФБ)), , илиили
 

избегатьизбегать
 

альдегидовальдегидов
 

вв
 составесоставе

 
фиксаторафиксатора

 
((метанолметанол, , ацетонацетон

 
припри

 
низкойнизкой

 температуретемпературе
 

ии
 

дрдр.).). . 

ЧтобыЧтобы
 

уменьшитьуменьшить
 

влияниевлияние
 

автофлавтофлууоресценцииоресценции,,
 целесообразноцелесообразно

 
пользоватьсяпользоваться

 
длинноволновымидлинноволновыми

 красителямикрасителями
 

((эмиссияэмиссия
 

свышесвыше
 

580 580 нмнм)). . 



АвтофлюоресценцияАвтофлюоресценция  миокардиоцитовмиокардиоцитов

АвтофлуоресценцияАвтофлуоресценция
 

доказываетсядоказывается
 

широкимшироким
 

спектромспектром
 свечениясвечения

 
ии

 
отсутствиемотсутствием

 
специфическихспецифических

 
окрашенныхокрашенных

 структурструктур..



ФлуоресценцияФлуоресценция
 ии  аавтофлвтофлууоресценцияоресценция

 вв  клеткахклетках
 растенийрастений

ЗеленыйЗеленый
 

цветцвет
 

––
 

GFPGFP--актинактин
 

((трансфекциятрансфекция)); ; красныйкрасный
 

––
 автофлуоресценцияавтофлуоресценция

 
хлоропластовхлоропластов



ПрижизненныеПрижизненные  наблюдениянаблюдения
ПоддержаниеПоддержание

 
постояннойпостоянной

 
температурытемпературы

 
--

 
инкубаторинкубатор..

 ПриПри
 

использованиииспользовании
 

иммерсионногоиммерсионного
 

объективаобъектива
 обязательнообязательно

 
егоего

 
термостатированиетермостатирование. . 

ПоддержаниеПоддержание
 

балансабаланса
 

рНрН
 

––
 

добавлениедобавление
 

HEPES HEPES (10(10--25 25 
мМмМ) ) вв

 
средусреду

 
сс

 
минимальнымминимальным

 
содержаниемсодержанием

 бикарбонатабикарбоната
 

илиили
 

подачаподача
 

СОСО2 2 вв
 

специальнойспециальной
 

камерекамере, , 
илиили

 
использованиеиспользование

 
специальныхспециальных

 
культуральныхкультуральных

 средсред
 

((СОСО22
 

--независимыхнезависимых))
УменьшениеУменьшение

 
фотодеструкциифотодеструкции

 
––

 
синхронизированныйсинхронизированный

 сс
 

камеройкамерой
 

затворзатвор; ; снижениеснижение
 

парциальногопарциального
 

давлениядавления
 кислородакислорода

 
((оксиразаоксираза).).

УменьшениеУменьшение
 

автофлуоресценцииавтофлуоресценции
 

––
 

использованиеиспользование
 специальныхспециальных

 
культуральныхкультуральных

 
средсред

 
((безбез

 
витаминоввитаминов

 
ии

 дрдр. . добавокдобавок). ). 



ВеществаВещества, , защищающиезащищающие  флфлууорохромыорохромы  отот  выцветаниявыцветания
Вещество Комментарии

p-phenylene-

diamine

Наиболее эффективен для FITC. Также работает для

Rhodamine. Применяется в концентрации 0.1% в

глицерине/PBS. Хранить в темноте, быстро разрушается на

свету. Очень токсичен для кожи.

DABCO

(1,4-diazabi-

cyclo-2,2,2-

octane)

Высокоэффективен для FITC. Несколько уступает p-

phenylenediamine, но более устойчив к свету и менее токсичен.

n-propylgallate
Наиболее эффективен для Rhodamine, Также работает для

FITC. Применяется в концентрации 1% в глицерине /PBS.

2-mercapto-

ethylamine

Для окраски хромосом и ДНК с помощью propidium iodide,

acridine orange, или Chromomysin A3. Применяется в

концентрации 0.1mM 2-mercaptotheylamine в Tris-EDTA



СовместноеСовместное  использованиеиспользование  несколькихнескольких  красителкрасителейей
ВсеВсе

 
спектрыспектры

 
флуоресценциифлуоресценции

 
органическихорганических

 
красителейкрасителей

 
широкиеширокие. . 

ПоэтомуПоэтому
 

припри
 

совместномсовместном
 

использованиииспользовании
 

болееболее
 

двухдвух
 

красителейкрасителей, , 
каккак

 
правилоправило,,

 
возникаетвозникает

 
эффектэффект

 
перекрыванияперекрывания

 
сигналовсигналов. . 

ПриПри
 

подбореподборе
 

красителейкрасителей
 

необходимонеобходимо, , чтобычтобы
 

расстояниерасстояние
 

междумежду
 максимумамимаксимумами

 
ихих

 
эмиссийэмиссий

 
былобыло

 
нене

 
менееменее

 
4040--50 50 нмнм. . ЖелательноЖелательно

 
––

 60 60 ии
 

болееболее
 

нмнм. . ТакимТаким
 

образомобразом, , максимальноемаксимальное
 

числочисло
 

цветовцветов
 

длядля
 визуальноговизуального

 
наблюдениянаблюдения

 
составляетсоставляет

 
нене

 
болееболее

 
трехтрех, , длядля

 инструментальногоинструментального
 

((безбез
 

специальныхспециальных
 

мермер) ) ––
 

нене
 

болееболее
 

четырехчетырех. . 
ПосколькуПоскольку

 
большинствобольшинство

 
спектровспектров

 
флуоресценциифлуоресценции

 асимметричныасимметричны
 

((««красныйкрасный
 

хвостхвост»»)), , тото
 

флуоресцентныйфлуоресцентный
 

сигналсигнал
 

отот
 красителякрасителя

 
сс

 
меньшимменьшим

 
максимумоммаксимумом

 
эмиссииэмиссии

 
««затекаетзатекает»»

 
вв

 
каналканал

 болееболее
 

длинноволновогодлинноволнового
 

красителякрасителя, , ноно
 

нене
 

наоборотнаоборот..
ДляДля

 
уменьшенияуменьшения

 
эффектаэффекта

 
перекрыванияперекрывания

 
помимопомимо

 
подбораподбора

 светофильтровсветофильтров
 

используетсяиспользуется
 

процедурапроцедура
 

««компенсациикомпенсации»», , котораякоторая
 проводитсяпроводится

 
нана

 
цифровыхцифровых

 
изображенияхизображениях. . 



КвантовыйКвантовый  выходвыход  ии  регистрациярегистрация  флфлууоресценоресценцииции
КвантовыйКвантовый

 
выходвыход

 
((QQee

 

) ) рассчитываетсярассчитывается
 

каккак
 

вероятностьвероятность
 излучательногоизлучательного

 
переходаперехода. . ОнОн

 
всегдавсегда

 
меньшеменьше

 
единицыединицы, , ноно

 можетможет
 

приближатьсяприближаться
 

кк
 

нейней.  .  КвантовыйКвантовый
 

выходвыход
 

флуоресцеинафлуоресцеина
 ((вв

 
пикепике) ) ––

 
92%. 92%. 

ПриПри
 

смещениисмещении
 

полосыполосы
 

возбуждениявозбуждения
 

отот
 

пикапика
 

квантовыйквантовый
 

выходвыход
 снижаетсяснижается. . 

ЭффективностьЭффективность
 

детектированиядетектирования
 

флуоресценциифлуоресценции
 

зависитзависит
 

отот
 квантовогоквантового

 
выходавыхода

 
((возбуждениевозбуждение) ) ии

 
отот

 
полосыполосы

 
пропусканияпропускания

 запирающегозапирающего
 

фильтрафильтра. . 
ДляДля

 
оценкиоценки

 
эффективностиэффективности

 
регистрациирегистрации

 
флуоресценциифлуоресценции

 
длядля

 большинствабольшинства
 

красителейкрасителей
 

используютсяиспользуются
 

специальныеспециальные
 программыпрограммы

 
––

 
напримернапример, , Spectra viewerSpectra viewer..

СпектрыСпектры
 

некоторыхнекоторых
 

красителейкрасителей
 

могутмогут
 

изменятьсяизменяться
 

припри
 

ихих
 взаимодействиивзаимодействии

 
сс

 
клеткойклеткой

 
((каккак

 
правилоправило

 
––

 
сдвигсдвиг

 
вв

 
болееболее

 длинноволновуюдлинноволновую
 

сторонусторону
 

ии
 

расширениерасширение
 

спектраспектра
 

эмиссииэмиссии). ). 



ПодборПодбор  красителейкрасителей  ии  фильтровфильтров  ––  Spectra viewerSpectra viewer

ИнтерактивнаяИнтерактивная
 

системасистема, , позволяющаяпозволяющая
 

посмотретьпосмотреть
 

спектрыспектры
 выбранныхвыбранных

 
красителейкрасителей

 
ии

 
оценитьоценить

 
ихих

 
совместимостьсовместимость. . 



НаблюдениеНаблюдение
 

отдельнойотдельной
 

молекулымолекулы
 вово

 
флфлуоуоресцентнойресцентной

 
микроскопиимикроскопии

ФлФлууорохроморохром
 

––
 

максимальномаксимально
 

стабильныйстабильный
 ((Qe/QdQe/Qd>10>1055))..

ОбъективОбъектив
 

сс
 

максимальноймаксимальной
 

светособирающейсветособирающей
 силойсилой

 
((напримернапример, , хх60/1,460/1,455) ) . . 

КвантовыйКвантовый
 

выходвыход
 

камерыкамеры
 

––
 

нене
 

менееменее
 

70%70%; ; 
эквивалентныйэквивалентный

 
размерразмер

 
пикселапиксела

 
0,10,1--0,15 0,15 мкммкм. . 

КритерийКритерий: : свечениесвечение
 

нене
 

затухаетзатухает
 

постепеннопостепенно, , ноно
 пропадаетпропадает

 
внезапновнезапно

 
ии

 
полностьюполностью. . 



ФлюоресцентныеФлюоресцентные  наночастицынаночастицы

ЧастицыЧастицы
 

изиз
 

полупроводниковыхполупроводниковых
 

материаловматериалов
 

((напримернапример, , 
CdSeCdSe) ) сс

 
ядромядром

 
переменногопеременного

 
диаметрадиаметра

 
(2(2--10 10 нмнм)). . ШиринаШирина

 спектраспектра
 

поглощенияпоглощения
 

ии
 

ддлиналина
 

волныволны
 

эмиссииэмиссии
 

зависзависяятт
 

отот
 размераразмера

 
ядраядра..



СтроениеСтроение
 флюоресцентнойфлюоресцентной

 наночастицынаночастицы

РазмерРазмер
 

ядраядра
 

ии
 

свойствасвойства
 

оболочкиоболочки
 

определяютопределяют
 

спектрспектр
 флюоресценциифлюоресценции..

ПолимерноеПолимерное
 

покрытиепокрытие
 

делаетделает
 

частицучастицу
 

нетоксичнойнетоксичной
 

ии
 

позволяетпозволяет
 получатьполучать

 
конъюгатыконъюгаты. . 

СвязываемыеСвязываемые
 

биомолекулыбиомолекулы
 

––
 

напримернапример, , биотинбиотин
 

илиили
 

антителаантитела..



СпектрыСпектры
 возбуждениявозбуждения

 ии  эмиссииэмиссии
 наночастицнаночастиц

ОсновныеОсновные
 

достоинствадостоинства
 

наночастицнаночастиц::
БольшойБольшой

 
сдвигсдвиг

 
СтоксаСтокса

ШирокийШирокий
 

спектрспектр
 

возбуждениявозбуждения
ВысокаяВысокая

 
фотостабильностьфотостабильность

СимметричныеСимметричные
 

спектрыспектры
 

флюоресценциифлюоресценции
НедостаткиНедостатки::
относительноотносительно

 
большиебольшие

 
размерыразмеры, , трудноститрудности

 
конъюгацииконъюгации. . 



СравнениеСравнение
 квантовыхквантовых

 точекточек
 ии  органическихорганических

 красителейкрасителей

ОднаОдна
 

квантоваяквантовая
 

точкаточка
 

((слеваслева) ) связываетсясвязывается
 

сс
 

несколькиминесколькими
 

молекуламимолекулами
 антителантител, , посколькупоскольку

 
имеетимеет

 
большойбольшой

 
размерразмер. . 

ОднаОдна
 

молекуламолекула
 

антителаантитела
 

((справасправа) ) связываетсясвязывается
 

сс
 

несколькиминесколькими
 молекуламимолекулами

 
небольшихнебольших

 
органическихорганических

 
красителейкрасителей.  .  



ЦифровЦифровыеые  камеркамерыы



РаботаРабота  фотодиодафотодиода

ОбнулениеОбнуление
 

––
 

зарядзаряд
 

––
 

накоплениенакопление
 

––
 

считываниесчитывание
 

––
 

обнулениеобнуление

МаксимальныйМаксимальный
 

зарядзаряд
 

фотодиодафотодиода
 

––
 

емкостьемкость
 

ячейкиячейки



ПЗСПЗС  камерыкамеры

ПЗСПЗС
 

––
 

приборприбор
 

сс
 

зарядовойзарядовой
 

связьюсвязью
(CCD (CCD ––

 
charged coupled device)charged coupled device)



УстройствоУстройство  ПЗСПЗС  камерыкамеры

ФотодиоднаяФотодиодная
 

матрицаматрица

УстройствоУстройство
 

длядля
 

экспозицииэкспозиции, , считываниясчитывания
 

ии
 

обнуленияобнуления

УсилительУсилитель
 

выходноговыходного
 

сигналасигнала

АналогоАналого--цифровойцифровой
 

ппреобразовательреобразователь
 

сигналасигнала
 

((АЦПАЦП))

ОхлаждаемаяОхлаждаемая
 

ПЗСПЗС
 

камеракамера: : вакуумированныйвакуумированный
 

корпускорпус; ; 
системасистема

 
охлажденияохлаждения

 
матрицыматрицы

 
ии

 
считывающегосчитывающего

 устройстваустройства
 

((ячейкаячейка
 

ПельтьеПельтье
 

+ + воздушноевоздушное
 

илиили
 

водяноеводяное
 охлаждениеохлаждение))



МатрицаМатрица  ПЗСПЗС  камерыкамеры



УстройствоУстройство
 матрицыматрицы

 ПЗСПЗС
 камерыкамеры



МатрицыМатрицы
 сс  прямымпрямым

 ии  обратнымобратным
 освещениемосвещением



КоличествоКоличество
 ии  размерразмер

 ячеекячеек
 определяютопределяют

 размерразмер
 матрицыматрицы

ФотодиодФотодиод
 

имеетимеет, , каккак
 

правилоправило, , квадратнуюквадратную
 

формуформу
 

ии
 

размерразмер
 

вв
 нескольконесколько

 
микронмикрон

 
(3(3--30 30 мкммкм). ). СчитывающееСчитывающее

 
устройствоустройство

 располагаетсярасполагается
 

обычнообычно
 

подпод
 

илиили
 

наднад
 

диодомдиодом. . 
РазмерРазмер

 
матрицыматрицы

 
определяетсяопределяется

 
каккак

 
произведениепроизведение

 
размераразмера

 
ячейкиячейки

 ((фотодиодафотодиода) ) нана
 

числочисло
 

строкстрок
 

ии
 

столбцовстолбцов. . ОнОн
 

можетможет
 

указыватьсяуказываться
 точноточно

 
((мммм**мммм) ) илиили

 
приблизительноприблизительно

 
((вв

 
доляхдолях

 
дюймадюйма).).



ОсновныеОсновные  характеристикихарактеристики
ПЗСПЗС--камерыкамеры

ТипТип
 

ПЗСПЗС
 

((full frame, frame transfer, interline, EMCCD)full frame, frame transfer, interline, EMCCD)
 

ии
 

количествоколичество
 дефектовдефектов

 
вв

 
матрицематрице

 
((grade grade ––

 
0, 1, 2); 0, 1, 2); наличиеналичие

 
микролинзмикролинз..

ОхлаждениеОхлаждение
 

––
 

нетнет, , воздушноевоздушное, , водяноеводяное. . ТемператураТемпература
 

матрицыматрицы
 

––
 нижениже

 
комнатнойкомнатной

 
нана

 
1010--1515оо; ; отрицательнаяотрицательная

 
((--2525ооСС

 
ии

 
нижениже))

КоличествоКоличество
 

((строкастрока
 

хх
 

столбецстолбец) ) ии
 

размерразмер
 

ячеекячеек
 

((вв
 

мкммкм) ) ––
 

размерразмер
 кадракадра

 
((вв

 
доляхдолях

 
дюймадюйма

 
илиили

 
мммм).).

КвантовыйКвантовый
 

выходвыход
 

((вв
 

процентахпроцентах) ) ии
 

спектрспектр
 

чувствительностичувствительности..
МаксимальнаяМаксимальная

 
емкостьемкость

 
((зарядзаряд) ) ячейкиячейки

 
––

 
вв

 
тысячахтысячах

 
электроновэлектронов..

РазрядностьРазрядность
 

АЦПАЦП
 

((системысистемы
 

считываниясчитывания) ) ––
 

8, 12,14 8, 12,14 илиили
 

16 16 битбит..
ТемновойТемновой

 
токток

 
((электроновэлектронов

 
нана

 
ячейкуячейку

 
вв

 
секундусекунду)). . 

ЧастотаЧастота
 

считываниясчитывания
 

––
 

МГцМГц
 

(0.5(0.5--20). 20). МожетМожет
 

бытьбыть
 

переменнойпеременной. . 
ШумШум

 
считываниясчитывания

 
((электроновэлектронов

 
нана

 
ячейкуячейку)). . 



ЛекцияЛекция  1010  

ЦифроваяЦифровая  микроскопиямикроскопия: : 
характеристикихарактеристики  камеркамер  получениеполучение, , оцифровкаоцифровка  ии  первичнаяпервичная  обработкаобработка  изображенияизображения



ОсновныеОсновные  характеристикихарактеристики
ПЗСПЗС--камерыкамеры

ТипТип
 

камерыкамеры
 

((full frame, frame transfer, interline, EMCCDfull frame, frame transfer, interline, EMCCD, , CMOSCMOS); ); 
наличиеналичие

 
микролинзмикролинз..

ОхлаждениеОхлаждение
 

––
 

нетнет, , воздушноевоздушное, , водяноеводяное. . ТемператураТемпература
 

матрицыматрицы
 

––
 нижениже

 
комнатнойкомнатной

 
нана

 
1010--1515оо; ; отрицательнаяотрицательная

 
((--2525ооСС

 
ии

 
нижениже))

КоличествоКоличество
 

((строкастрока
 

хх
 

столбецстолбец) ) ии
 

размерразмер
 

ячеекячеек
 

((вв
 

мкммкм) ) ––
 

размерразмер
 кадракадра

 
((вв

 
доляхдолях

 
дюймадюйма

 
илиили

 
мммм).).

КвантовыйКвантовый
 

выходвыход
 

((вв
 

процентахпроцентах) ) ии
 

спектрспектр
 

чувствительностичувствительности..
МаксимальнаяМаксимальная

 
емкостьемкость

 
((зарядзаряд) ) ячейкиячейки

 
––

 
вв

 
тысячахтысячах

 
электроновэлектронов..

РазрядностьРазрядность
 

АЦПАЦП
 

((системысистемы
 

считываниясчитывания) ) ––
 

8, 12,14 8, 12,14 илиили
 

16 16 битбит..
ТемновойТемновой

 
токток

 
((электроновэлектронов

 
нана

 
ячейкуячейку

 
вв

 
секундусекунду)). . 

ЧастотаЧастота
 

считываниясчитывания
 

––
 

МГцМГц
 

(0.5(0.5--50500). 0). МожетМожет
 

бытьбыть
 

переменнойпеременной. . 
ШумШум

 
считываниясчитывания

 
((электроновэлектронов

 
нана

 
ячейкуячейку)). . 



СпектрСпектр
 светочувствительностисветочувствительности



СпектрыСпектры
 CoolsnapCoolsnap

 (3 (3 разныхразных
 чипачипа))



ТемновойТемновой  токток  ии  шумшум  считываниясчитывания
ТемновойТемновой

 
токток

 
измеряетсяизмеряется

 
вв

 
количествеколичестве

 
электроновэлектронов

 
нана

 
ячейкуячейку

 
вв

 секундусекунду. . ЕгоЕго
 

природаприрода
 

––
 

тепловоетепловое
 

движениедвижение
 

электроновэлектронов. . 
ВеличинаВеличина

 
темновоготемнового

 
токатока

 
экспоненциальноэкспоненциально

 
зависитзависит

 
отот

 температурытемпературы
 

ии
 

зависитзависит
 

отот
 

размераразмера
 

фотодиодафотодиода. . ДляДля
 уменьшенияуменьшения

 
темновоготемнового

 
токатока

 
матрицуматрицу

 
камерыкамеры

 
охлаждаютохлаждают. . 

ШумШум
 

считываниясчитывания
 

((электроновэлектронов
 

нана
 

ячейкуячейку))
 

естьесть
 

результатрезультат
 относительноотносительно

 
быстрогобыстрого

 
««пересчетапересчета»»

 
электроновэлектронов. . ОнОн

 
зависитзависит

 отот
 

конструкцииконструкции
 

матрицыматрицы
 

ии
 

возрастаетвозрастает
 

сосо
 

скоростьюскоростью
 считываниясчитывания

 
((частотойчастотой).   ).   

ЧастотаЧастота
 

считываниясчитывания
 

камеркамер
 

измеряетсяизмеряется
 

вв
 

МГцМГц
 

ии
 

составляетсоставляет
 

отот
 0.5 0.5 додо

 
20 20 ии

 
болееболее

 
МГцМГц. . МожетМожет

 
бытьбыть

 
регулируемойрегулируемой. . ВВ

 
этомэтом

 случаеслучае
 

шумшум
 

считываниясчитывания
 

указываетсяуказывается
 

отдельноотдельно
 

длядля
 

каждойкаждой
 частотычастоты. . 



КамерыКамеры  сс  охлаждениемохлаждением
ОхлаждениеОхлаждение

 
матрицыматрицы

 
осуществляетсяосуществляется

 
сс

 
помощьюпомощью

 
ячеекячеек

 
ПелтьеПелтье. . 

КаждаяКаждая
 

ступеньступень
 

снижаетснижает
 

температурутемпературу
 

нана
 

1010--15 15 градград. . ЦельсияЦельсия. . 
СтепеньСтепень

 
охлажденияохлаждения

 
определяетсяопределяется

 
количествомколичеством

 последовательныхпоследовательных
 

ступенейступеней. . 
МинимальноеМинимальное

 
охлаждениеохлаждение

 
––

 
однаодна

 
ступеньступень

 
((темновойтемновой

 
токток

 
~~11--55

 электроновэлектронов
 

нана
 

пикселпиксел
 

вв
 

секундусекунду))..
 

СтандартноеСтандартное
 

охлаждениеохлаждение
 

––
 

22--3 3 
ступениступени

 
((темновойтемновой

 
токток

 
менееменее

 
1 1 электронаэлектрона

 
нана

 
пикселпиксел

 
вв

 
секундусекунду, , 

длядля
 

экспозицийэкспозиций
 

вв
 

нескольконесколько
 

секундсекунд)). . 
МатрицыМатрицы

 
глубокогоглубокого

 
охлажденияохлаждения

 
имеютимеют

 
многомного

 
ступенейступеней. . 

МатрицаМатрица
 

охлаждаемойохлаждаемой
 

камерыкамеры
 

всегдавсегда
 

вакуумированавакуумирована..
СпециальныеСпециальные

 
камерыкамеры

 
––

 
сс

 
дополнительнымдополнительным

 
жидкостжидкостнымным

 охлаждениемохлаждением
 

((додо
 

--100100ооСС) ) илиили
 

сс
 

охлаждениемохлаждением
 

жидкимжидким
 

азотомазотом
 

((длядля
 часовыхчасовых

 
экспозицийэкспозиций)).  .  

КМОПКМОП
 

камерыкамеры
 

потребляютпотребляют
 

значительнозначительно
 

меньшеменьше
 

энергииэнергии, , чемчем
 ПЗСПЗС

 
камерыкамеры

 
((почтипочти

 
вв

 
100 100 разраз), ), соответственносоответственно

 
ихих

 
охлаждениеохлаждение

 достигаетсядостигается
 

припри
 

меньшейменьшей
 

мощностимощности. . 



ЕмкостьЕмкость  ячейкиячейки  ии  разрядностьразрядность  АЦПАЦП
МаксимальнаяМаксимальная

 
емкостьемкость

 
((зарядзаряд) ) ячейкиячейки

 
измеряетсяизмеряется

 
вв

 
тысячахтысячах

 электроновэлектронов. . ОнаОна
 

пропорциональнапропорциональна
 

площадиплощади
 

фотодиодафотодиода
 

ии
 составляетсоставляет

 
нана

 
практикепрактике

 
отот

 
20000 (20000 (размерразмер

 
4,5 4,5 мкммкм) ) додо

 
350000 350000 

((размерразмер
 

16 16 мкммкм).).

КамерыКамеры
 

««научнойнаучной»»
 

градацииградации
 

имеютимеют
 

емкостьемкость
 

фотодиодовфотодиодов
 

нене
 

менееменее
 40000 40000 электроновэлектронов

 
((размерразмер

 
болееболее

 
6 6 мкммкм)).  .  

РазрядностьРазрядность
 

АЦПАЦП
 

((системысистемы
 

считываниясчитывания) ) составляетсоставляет
 

8, 12, 14 8, 12, 14 илиили
 16 16 битбит, , чточто

 
соответствуетсоответствует

 
числучислу

 
уровнейуровней

 
серогосерого

 
228 8 = 256; 2= 256; 212 12 = 4096; = 4096; 

2214 14 = 16384; 2= 16384; 216 16 = 65536. = 65536. РазрядностьРазрядность
 

записизаписи
 

числачисла
 

уровнейуровней
 

серогосерого
 

вв
 компьютерекомпьютере

 
составляетсоставляет

 
8 8 илиили

 
16 16 битбит. . 

МонохромныеМонохромные
 

камерыкамеры
 

««научнойнаучной»»
 

градацииградации
 

имеютимеют
 

разрядностьразрядность
 АЦПАЦП

 
нене

 
менееменее

 
12 12 битбит. . ПриПри

 
этомэтом

 
записьзапись

 
изображенияизображения

 
вв

 
компьютерекомпьютере

 производитсяпроизводится
 

сс
 

разрядностьюразрядностью
 

16 16 битбит, , однакооднако
 

««верхниеверхние»»
 

уровниуровни
 яркостияркости

 
оказываютсяоказываются

 
незаполненныминезаполненными. . 



ОсновныеОсновные
 производителипроизводители

 профессиональныхпрофессиональных
 камеркамер

 длядля
 микроскопиимикроскопии

AndorAndor
 

––
 

iXONiXON
 

series series (12(12--16 bit, QE16 bit, QE
 

5050--90%), EMCCD90%), EMCCD; ; 
CMOS CMOS ––

 
ZylaZyla

 
4.2, Neo 4.2, Neo (16 bit, QE 60(16 bit, QE 60--72%).   72%).   

Hamamatsu PhotonicsHamamatsu Photonics
 

––
 

ORCAORCA--II (1024x1024, 13 um, 14II (1024x1024, 13 um, 14--
 16 bit, QE~80%); CMOS 16 bit, QE~80%); CMOS ORCA Flash ORCA Flash 4.0 (16 bit, QE~60%).   4.0 (16 bit, QE~60%).   

PhotometricsPhotometrics
 

––
 

CascadeCascade--II (512x512, 16 um, 16 bit, II (512x512, 16 um, 16 bit, 
QE>90%), EMCCD; QE>90%), EMCCD; CoolsnapCoolsnap

 
HQHQ--2 (1392x1040, 6,45 um, 2 (1392x1040, 6,45 um, 

1144
 

bit, QE>60%)bit, QE>60%)
ПроизводителиПроизводители

 
микроскоповмикроскопов

 
((КарлКарл

 
ЦейссЦейсс, , ЛейкаЛейка, , 

НиконНикон, , ОлимпусОлимпус) ) такжетакже
 

выпускаютвыпускают
 

ПЗСПЗС
 

камерыкамеры
 

длядля
 микроскоповмикроскопов, , ноно

 
ониони

 
значительнозначительно

 
уступаютуступают

 
лидерамлидерам

 попо
 

своимсвоим
 

характеристикамхарактеристикам. . 



УстановкаУстановка
 камерыкамеры

 нана  микроскопмикроскоп
ПрямойПрямой

 
микроскопмикроскоп

 
––

 
тринокулярныйтринокулярный

 
тубустубус

 
сосо

 светоделителемсветоделителем
 

((фотоокулярфотоокуляр). ). ДляДля
 

установкиустановки
 

камерыкамеры
 используетсяиспользуется

 
специальнаяспециальная

 
оптикаоптика

 
((фотоокулярфотоокуляр).).

ИнвертированныйИнвертированный
 

микроскопмикроскоп
 

––
 

боковойбоковой
 

портпорт
 

сосо
 светоделителемсветоделителем

 
илиили

 
зеркаломзеркалом

 
((линзалинза); ); нижнийнижний

 
портпорт. . 

ДляДля
 

установкиустановки
 

камерыкамеры
 

вв
 

микроскопемикроскопе
 

изготовителемизготовителем
 устанавливаетсяустанавливается

 
линзалинза. . ДополнительнаяДополнительная

 
оптикаоптика

 
нужнанужна, , 

толькотолько
 

еслиесли
 

необходимонеобходимо
 

изменятьизменять
 

масштабмасштаб
 изображенияизображения, , проецируемогопроецируемого

 
нана

 
матрицуматрицу

 
камерыкамеры

 ((растягиватьрастягивать
 

илиили
 

сжиматьсжимать). ). 

СтандартноеСтандартное
 

приприсоединениесоединение
 

камерыкамеры
 

––
 

СС--mount (mount (резьбарезьба
 диаметромдиаметром

 
25 25 мммм

 
илиили

 
1 1 дюймдюйм)). . 



УстановкаУстановка  промежуточнойпромежуточной  линзылинзы
ВсеВсе

 
линзылинзы

 
длядля

 
установкиустановки

 
передперед

 
камерамикамерами

 
являютсяявляются

 сложнымисложными. . ОниОни
 

монтируютсямонтируются
 

вв
 

адаптерадаптер
 

ии
 

обеспечиваютобеспечивают
 ««переносперенос

 
зрачказрачка»», , тото

 
естьесть

 
скорректированыскорректированы

 
нана

 
созданиесоздание

 безаберрационногобезаберрационного
 

изображенияизображения
 

нана
 

матрицематрице
 

камерыкамеры. . 

ДляДля
 

камеркамер
 

сс
 

ячейкойячейкой
 

болееболее
 

8 8 мкммкм
 

применяютсяприменяются
 

растягивающиерастягивающие
 линзылинзы

 
РэлеяРэлея

 
сс

 
коэффициентамикоэффициентами

 
хх1,5; 1,5; хх2,0 2,0 хх2,5. 2,5. 

ДляДля
 

камеркамер
 

сс
 

ячейкойячейкой
 

менееменее
 

5 5 мкммкм
 

допустимодопустимо
 

использованиеиспользование
 сжимающихсжимающих

 
линзлинз

 
сс

 
увеличениемувеличением

 
хх0,63 0,63 --

 
хх0,5, 0,5, однакооднако

 
этоэто

 приводитприводит
 

кк
 

потерепотере
 

разрешенияразрешения
 

припри
 

использованиииспользовании
 высокоапертурныхвысокоапертурных

 
объективовобъективов

 
сс

 
небольшимнебольшим

 
увеличениемувеличением

 ((напримернапример, , хх40/1,3; 40/1,3; хх20/0,75). 20/0,75). 



УсУсловиеловие  парфокальностипарфокальности
ПрПравильнаяавильная

 
установкустановкаа

 
камерыкамеры

 
предполагаетпредполагает, , чточто

 изображениеизображение
 

фокусируетсяфокусируется
 

нана
 

матрицематрице
 

припри
 

томтом
 

жеже
 положенииположении

 
столикастолика, , когдакогда

 
онооно

 
резкорезко

 
изображаетсяизображается

 
вв

 окулярахокулярах
 

((условиеусловие
 

парфокальностипарфокальности). ). 
НезависимаяНезависимая

 
подстройкаподстройка

 
окуляровокуляров

 
попо

 
внутренеейвнутренеей

 маскемаске
 

––
 

возможнавозможна
 

толькотолько
 

вв
 

некоторыхнекоторых
 

микроскопахмикроскопах. . 
ВВ

 
основномосновном

 
––

 
парфокальностьпарфокальность

 
камерыкамеры

 
проверяетсяпроверяется

 припри
 

установкеустановке
 

светасвета
 

попо
 

КелеруКелеру. . ОнаОна
 

достигаетсядостигается
 перемещениемперемещением

 
камерыкамеры

 
относительноотносительно

 
тубусатубуса

 микроскопамикроскопа.  .  
ПосколькуПоскольку

 
глубинаглубина

 
резкостирезкости

 
вв

 
пространствепространстве

 изображенийизображений
 

минимальнаяминимальная
 

припри
 

малыхмалых
 

увеличенияхувеличениях, , 
настройканастройка

 
парфокальностипарфокальности

 
проверяетсяпроверяется

 
вв

 
объективомобъективом

 хх10.  10.  



УвеличениеУвеличение
 ии  разрешениеразрешение

видеомикроскопическойвидеомикроскопической
 системысистемы

УвеличениеУвеличение
 

––
 

масштабмасштаб
 

изображенияизображения
 

нана
 

экранеэкране..
ОбъективОбъектив

 
хх100 100 даетдает

 
увеличениеувеличение

 
нана

 
мониторемониторе

 
сс

 диагональюдиагональю
 

2020’’
 

околооколо
 

хх30003000--хх6000. 6000. 
РазрешениеРазрешение

 
записанногозаписанного

 
изображенияизображения

 
всегдавсегда

 
хужехуже, , 

чемчем
 

припри
 

визуальномвизуальном
 

наблюдениинаблюдении. . 
РазрешениеРазрешение

 
примернопримерно

 
равноравно

 
удвоенномуудвоенному

 эквивалентномуэквивалентному
 

размеруразмеру
 

пикселапиксела, , еслиесли
 

этотэтот
 

размерразмер
 составляетсоставляет

 
нене

 
менееменее

 
1/1/22

 
дискадиска

 
ЭриЭри..

ППрири
 

эквивалентномэквивалентном
 

размереразмере
 

пикселапиксела
 

менееменее
 

1/3 1/3 дискадиска
 ЭриЭри

 
((расчетногорасчетного

 
разрешенияразрешения

 
объективаобъектива

 
микроскопамикроскопа))

 суммарноесуммарное
 

рразрешениеазрешение
 

определяетсяопределяется
 

вв
 

основномосновном
 апертуройапертурой

 
объективаобъектива. . 



ЭквивалентныйЭквивалентный
 

размерразмер
 

пикселапиксела
 

––
 

размерразмер
 

пикселапиксела
 камерыкамеры

 
припри

 
проекципроекциии

 
егоего

 
вв

 
пространствопространство

 
предметовпредметов. . 

ЭквивалентныйЭквивалентный
 

размерразмер
 

пикселапиксела
 

равенравен
 

физическомуфизическому
 размеруразмеру

 
пикселапиксела, , деленномуделенному

 
нана

 
общееобщее

 
увеличениеувеличение

 микроскопамикроскопа
 

((передперед
 

камеройкамерой). ). 

ДляДля
 

микроскоповмикроскопов, , скорректированныхскорректированных
 

нана
 бесконечностьбесконечность, , общееобщее

 
увеличениеувеличение

 
определяетсяопределяется

 объективомобъективом, , системойсистемой
 

переносапереноса
 

зрачказрачка
 

ии
 проекционнойпроекционной

 
линзойлинзой, , устанавливаемойустанавливаемой

 
передперед

 камеройкамерой.  .  КакКак
 

правилоправило, , проекционнаяпроекционная
 

линзалинза
 

имеетимеет
 коэффициенткоэффициент

 
хх1, 1, аа

 
системасистема

 
переносапереноса

 
зрачказрачка

 
––

 
большебольше

 единицыединицы
 

((напримернапример, , хх1,5). 1,5). 

ЭквивалентныйЭквивалентный  размерразмер  пикселапиксела



ПространственноеПространственное
 разрешениеразрешение

 вв  видеомикроскопиивидеомикроскопии



ДифракционноеДифракционное
 

ограничениеограничение
 

разразрешениярешения
 

оптическогооптического
 

прибораприбора
 предполагаетпредполагает

 
визуальноевизуальное

 
наблюдениенаблюдение, , тото

 
естьесть

 
сканированиесканирование

 поляполя
 

зрениязрения
 

сс
 

исчезающеисчезающе
 

малыммалым
 

шагомшагом. . 

ПриПри
 

записизаписи
 

нана
 

матрицуматрицу
 

изображениеизображение
 

подвергаетсяподвергается
 

пикселизациипикселизации
 ––

 
разделениюразделению

 
нана

 
участкиучастки

 
((каккак

 
правилоправило, , квадратыквадраты) ) внутривнутри

 которыхкоторых
 

информацияинформация
 

утрачиваетсяутрачивается
 

((яркостьяркость
 

интегрируетсяинтегрируется). ). 

ПикселизацияПикселизация
 

создаетсоздает
 

дополнительноедополнительное
 

ограничениеограничение
 

разрешенияразрешения
 прибораприбора. . 

ПриПри
 

достаточнодостаточно
 

малыхмалых
 

размерахразмерах
 

пикселапиксела
 

записанноезаписанное
 изображениеизображение

 
являетсяявляется

 
хорошимхорошим

 
приближениемприближением

 
оригиналаоригинала, , тото

 естьесть
 

контрастконтраст
 

егоего
 

маломало
 

отличаетсяотличается
 

отот
 

исходногоисходного, , аа
 

заза
 

счетсчет
 

болееболее
 широкогоширокого

 
динамическогодинамического

 
диапазонадиапазона

 
камерыкамеры

 
можетможет

 
бытьбыть

 
дажедаже

 увеличенувеличен
 

попо
 

сравнениюсравнению
 

сс
 

визуальнымвизуальным..

НепрерывноеНепрерывное  ии  дискретноедискретное  изображениеизображение



УменьшениеУменьшение
 

эквивалентногоэквивалентного
 

размераразмера
 

пикселапиксела
 

приводитприводит
 

кк
 уменьшениюуменьшению

 
количестваколичества

 
светасвета, , попадающегопопадающего

 
нана

 
негонего, , чточто

 аналогичноаналогично
 

эффектуэффекту
 

уменьшенияуменьшения
 

чувствительностичувствительности
 

камерыкамеры. . 

ПриПри
 

достаточнодостаточно
 

малыхмалых
 

эквивалентныхэквивалентных
 

размерахразмерах
 

пикселапиксела
 

((околооколо
 1/10 1/10 дискадиска

 
ЭриЭри) ) записанноезаписанное

 
изображениеизображение

 
являетсяявляется

 
хорошимхорошим

 приближениемприближением
 

оригиналаоригинала, , тото
 

естьесть
 

контрастконтраст
 

егоего
 

маломало
 

отличаетсяотличается
 отот

 
исходногоисходного..

ПриПри
 

размерахразмерах
 

пикселапиксела
 

свышесвыше
 

¼¼
 

ноно
 

менееменее
 

½½
 

дискадиска
 

ЭриЭри
 

контрастконтраст
 изображенияизображения

 
становитсястановится

 
переменнойпеременной

 
величинойвеличиной. . ОнОн

 
зависитзависит

 
отот

 относительногоотносительного
 

расположениярасположения
 

элементовэлементов
 

изображенияизображения
 

ии
 матрицыматрицы

 
камерыкамеры..

ПриПри
 

размерахразмерах
 

пикселапиксела
 

большебольше
 

½½
 

разрешающейразрешающей
 

способностиспособности
 прибораприбора, , разрешающаяразрешающая

 
способностьспособность

 
системысистемы

 
существенносущественно

 снижаетсяснижается
 

ии
 

ограничиваетсяограничивается
 

исключительноисключительно
 

величинойвеличиной
 

пикселапиксела. . 

ОграниченияОграничения  дискретногодискретного  изображенияизображения



ПикселизацияПикселизация  изображенияизображения

ММаксиаксимальныймальный
 

эквивалентныйэквивалентный
 

размерразмер
 

пикселапиксела, , диктуемыйдиктуемый
 телеграфнойтелеграфной

 
теоремойтеоремой

 
(1/2 (1/2 радиусарадиуса

 
дискадиска

 
ЭриЭри), ), вв

 
случаеслучае, , когдакогда

 объектыобъекты
 

разделеныразделены
 

минимальнымминимальным
 

промежуткомпромежутком, , приводитприводит
 

кк
 значительномузначительному

 
снижениюснижению

 
контрастаконтраста

 
припри

 
««удачнойудачной»»

 
пикселизациипикселизации, , 

ии
 

полнойполной
 

потерепотере
 

контрастаконтраста
 

припри
 

««неудачнойнеудачной»»
 

пикселизациипикселизации. . 



МаксимальноМаксимально
 допустимыйдопустимый

 размерразмер
 пикселапиксела

 длядля
 основныхосновных

 объективовобъективов
хх100/1.3 (100/1.3 (иммимм.)  .)  ––

 
10 10 мкммкм

хх60/1.4 (60/1.4 (иммимм.) .) ––
 

5,6 5,6 мкммкм
хх40/1.0 (40/1.0 (иммимм.) .) ––

 
5,2 5,2 мкммкм

хх40/0.75  40/0.75  ––
 

6,9 6,9 мкммкм
хх20/0.75  20/0.75  ––

 
3,5 3,5 мкммкм

хх20/0.5    20/0.5    ––
 

5,2 5,2 мкммкм
хх10/0.3    10/0.3    ––

 
4,3 4,3 мкммкм



256 К

СоотношениеСоотношение  полейполей  зрениязрения

3 мегапиксела

Видимое
 

поле



ВекторнаяВекторная
 

записьзапись
 

––
 

изображениеизображение
 

кодируетсякодируется
 

вв
 

видевиде
 формулформул, , изменениеизменение

 
масштабамасштаба

 
нене

 
приводитприводит

 
кк

 ухудшениюухудшению
 

качествакачества
 

ии
 

позволяетпозволяет
 

увидетьувидеть
 

новыеновые
 деталидетали

 
((MS Word; Adobe Acrobat). MS Word; Adobe Acrobat). 

ПоточечнаяПоточечная
 

((растроваярастровая) ) записьзапись
 

––
 

количествоколичество
 информацииинформации

 
однозначнооднозначно

 
определяетсяопределяется

 
количествомколичеством

 точекточек
 

((пикселовпикселов) ) вв
 

записанномзаписанном
 

изображенииизображении. . 
ИзменениеИзменение

 
масштабамасштаба

 
делаетделает

 
растррастр

 
видимымвидимым. . 

ВсеВсе
 

ПЗСПЗС
 

ии
 

КМОПКМОП
 

камерыкамеры
 

записываютзаписывают
 

изображениеизображение
 

вв
 растровомрастровом

 
форматеформате! ! 

КаждыйКаждый
 

пикселпиксел
 

растровогорастрового
 

изображенияизображения
 

однозначнооднозначно
 описываетсяописывается

 
своимсвоим

 
положениемположением

 
вв

 
кадрекадре

 
ии

 
яркостьюяркостью. . 

ДляДля
 

цветногоцветного
 

изображенияизображения
 

яркостьяркость
 

рассчитываетсярассчитывается
 

вв
 трехтрех

 
каналахканалах.   .   

ЗаписьЗапись  изображенияизображения



МинимальныйМинимальный
 

уровеньуровень
 

пикселизациипикселизации, , приводящийприводящий
 

кк
 ««удовлетворительномуудовлетворительному»»

 
снижениюснижению

 
контрастаконтраста

 
вово

 флуоресцентнойфлуоресцентной
 

микроскопиимикроскопии, , составляетсоставляет
 

околооколо
 

1/3 1/3 радиусарадиуса
 дискадиска

 
ЭриЭри, , аа

 
меньшийменьший

 
эквивалентныйэквивалентный

 
размерразмер

 
пикселапиксела

 позволяетпозволяет
 

сохранитьсохранить
 

большийбольший
 

контрастконтраст..
ДляДля

 
эффективнойэффективной

 
цифровойцифровой

 
обработкиобработки

 
светлопольныхсветлопольных

 изображенийизображений
 

эквивалентныйэквивалентный
 

размерразмер
 

пикселапиксела
 

должендолжен
 

бытьбыть
 

нене
 болееболее

 
¼¼

 
разрешающейразрешающей

 
способностиспособности

 
объективаобъектива

 
микроскопамикроскопа. . 

ВВ
 

практическпрактическоойй
 

флуоресцентнойфлуоресцентной
 

микроскопиимикроскопии
 

эквивалентныйэквивалентный
 размерразмер

 
пикселапиксела

 
рассчитываетсярассчитывается

 
исходяисходя

 
изиз

 
требованийтребований

 светочувствительностисветочувствительности. . КомпромиссКомпромисс
 

обычнообычно
 

достигаетсядостигается
 

припри
 эквивалентномэквивалентном

 
размереразмере

 
пикселапиксела

 
околооколо

 
40% 40% отот

 
разрешающейразрешающей

 способностиспособности
 

объективаобъектива, , однакооднако
 

длядля
 

яркихярких
 

препаратовпрепаратов
 

егоего
 целесообразноцелесообразно

 
уменьшитьуменьшить

 
додо

 
2525--30%.30%.

УсловияУсловия  оптимальнойоптимальной  записизаписи  изображенияизображения  вв  микроскопемикроскопе



РазрядностьРазрядность  АЦПАЦП  ии  просмотрпросмотр  изображенияизображения
ИзображениеИзображение

 
сс

 
разрядностьюразрядностью

 
болееболее

 
8 8 битбит

 
нельзянельзя

 
целикомцеликом

 вывестивывести
 

нана
 

экранэкран, , посколькупоскольку
 

монитормонитор
 

отображаетотображает
 

толькотолько
 

8 8 битбит..

««СтандартноеСтандартное»»
 

выведениевыведение
 

изображенияизображения
 

предполагаетпредполагает, , чточто
 

весьвесь
 динамическийдинамический

 
диапазондиапазон

 
выводитсявыводится

 
заза

 
счетсчет

 
объединенияобъединения

 соседнихсоседних
 

уровнейуровней.  .  

БолееБолее
 

правильноеправильное
 

выведениевыведение
 

––
 

изображениеизображение
 

««шкалируетсяшкалируется»»
 

попо
 минимумуминимуму

 
ии

 
максимумумаксимуму. . 

ДляДля
 

детальногодетального
 

просмотрапросмотра
 

полутоновыхполутоновых
 

деталейдеталей
 

((градацийградаций
 серогосерого) ) шкалашкала

 
должнадолжна

 
бытьбыть

 
настроенанастроена

 
специальнымспециальным

 
образомобразом

 ((scale image)scale image), , чточто
 

достигаетсядостигается
 

сс
 

использованиемиспользованием
 

программпрограмм, , 
работающихработающих

 
сс

 
1616--ии

 
битнымбитным

 
изображениемизображением. . 

СуррогатнаяСуррогатная
 

настройканастройка
 

изображенияизображения
 

––
 

регулировкарегулировка
 

яркостияркости
 

ии
 контрастаконтраста

 
вв

 
88--ии

 
битнойбитной

 
шкалешкале. . 



ОтношениеОтношение  сигналсигнал//шумшум

МаксимальнаяМаксимальная
 

величинавеличина
 

отношенияотношения
 

сигналсигнал//шумшум
 

являетсяявляется
 характеристикойхарактеристикой

 
записывающейзаписывающей

 
аппаратурыаппаратуры. . 

ОнаОна
 

обычнообычно
 

выражаетсявыражается
 

вв
 

децибелахдецибелах
 

((логарифмическаялогарифмическая
 

шкалашкала
 сс

 
основаниемоснованием

 
10 10 ––

 
10 10 дБдБ

 
соответствуютсоответствуют

 
SNR=SNR=10, 20 10, 20 дБдБ

 
––

 SNR=SNR=100 100 ии
 

тт..дд.). .). ДляДля
 

идеальногоидеального
 

цифровогоцифрового
 

устройстваустройства
 

SNR SNR 
соответствуетсоответствует

 
разрядностиразрядности

 
АЦПАЦП

 
(8 (8 битбит

 
––

 
24 24 дБдБ; 12 ; 12 битбит

 
––

 
36 36 дБдБ; 16 ; 16 

битбит
 

––
 

48 48 дБдБ).).
НаНа

 
практикепрактике

 
максимальноемаксимальное

 
отношениеотношение

 
можетможет

 
ограничиватьсяограничиваться

 условиямиусловиями
 

съемкисъемки. . 



ЗависимостьЗависимость  отношенияотношения  сигналсигнал//шумшум  отот  временивремени  экспозицииэкспозиции



ОтношениеОтношение  сигналсигнал//шумшум  припри  низкойнизкой  освещенностиосвещенности

ВВ
 

условияхусловиях
 

низкойнизкой
 

освещенностиосвещенности
 

((припри
 

использованиииспользовании
 камеркамер

 
сс

 
охлаждениемохлаждением, , гдегде

 
темновойтемновой

 
токток

 
практическипрактически

 отсутствуетотсутствует) ) припри
 

небольшихнебольших
 

экспозицияхэкспозициях
 

шумшум
 считываниясчитывания

 
являетсяявляется

 
основнымосновным

 
источникомисточником

 неоднородностейнеоднородностей. . ОтношениеОтношение
 

сигналсигнал//шумшум
 

лимитируетсялимитируется
 конструкциейконструкцией

 
камерыкамеры

 
ии

 
растетрастет

 
сс

 
ростомростом

 
экспозицииэкспозиции

 
почтипочти

 линейнолинейно..
ПриПри

 
увеличенииувеличении

 
экспозицииэкспозиции

 
((временивремени

 
накоплениянакопления

 
сигналасигнала) ) 

наступаетнаступает
 

моментмомент, , когдакогда
 

дробовыйдробовый
 

шумшум
 

((случайныеслучайные
 вариациивариации

 
вв

 
потокепотоке

 
фотоновфотонов, , космическиекосмические

 
частицычастицы) ) 

превышаетпревышает
 

шумшум
 

считываниясчитывания
 

ии
 

темновойтемновой
 

токток. . СС
 

этогоэтого
 уровняуровня

 
отношениеотношение

 
сигналсигнал//шумшум

 
лимитируетсялимитируется

 
дробовымдробовым

 шумомшумом
 

ии
 

растетрастет
 

медленнеемедленнее. . 



ЗависимостьЗависимость  изображенияизображения  отот  временивремени  экспозицииэкспозиции

РеальноеРеальное
 

отношениеотношение
 

сигналсигнал//шумшум
 

составилосоставило
 

околооколо
 

1000, 1000, хотяхотя
 расчетноерасчетное

 
соотношениесоотношение

 
составляетсоставляет

 
4000 (124000 (12--ии

 
битнаябитная

 
оцифровкаоцифровка).).



ОсновныеОсновные
 

этапыэтапы::
ОпределениеОпределение

 
необходимогонеобходимого

 
разрешенияразрешения

 
((объективаобъектива

 
ии

 эквивалентногоэквивалентного
 

размераразмера
 

пикселапиксела).).

УстановкаУстановка
 

освещенияосвещения
 

((попо
 

КелеруКелеру). ). 

НастройкаНастройка
 

гистограммыгистограммы
 

яркостияркости
 

––
 

подборподбор
 

экспозицииэкспозиции
 

ии
 настроекнастроек

 
камерыкамеры

 
длядля

 
полученияполучения

 
максимальногомаксимального

 
отношенияотношения

 сигналсигнал//шумшум. . 

ЗаписьЗапись
 

изображенияизображения
 

вв
 

форматеформате
 

TIFFTIFF
 

((другиедругие
 

нежелательнынежелательны), ), 
88--16 16 битбит

 
нана

 
каналканал

 
((вв

 
зависимостизависимости

 
отот

 
контроллераконтроллера

 
камерыкамеры). ). 

ЕслиЕсли
 

прямаяпрямая
 

записьзапись
 

вв
 

форматеформате
 

TIFF TIFF сс
 

максимальноймаксимальной
 разрядностьюразрядностью

 
невозможнаневозможна

 
((режимрежим

 
RAWRAW

 
илиили

 
аналогичныйаналогичный)), , тото

 необходимонеобходимо
 

выяснитьвыяснить, , каккак
 

можноможно
 

данныйданный
 

форматформат
 преобразоватьпреобразовать

 
вв

 
TIFF TIFF безбез

 
потерипотери

 
разрядностиразрядности.  .  

ПолучениеПолучение  изображенияизображения



ЛекцияЛекция  1111  

ЦифроваяЦифровая  микроскопиямикроскопия: : 
получениеполучение  ии  обработкаобработка  изображенияизображения;;  морфометрияморфометрия



ГистограммаГистограмма  яркостияркости

ГрафикГрафик, , показывающийпоказывающий
 

распределениераспределение
 

пикселовпикселов
 

попо
 интенсивностиинтенсивности, , называетсяназывается

 
гистограммагистограмма

 
яркостияркости. . ВВ

 зависимостизависимости
 

отот
 

условийусловий
 

съемкисъемки
 

онаона
 

можетможет
 

иметьиметь
 различныйразличный

 
видвид..



ГрафикГрафик, , показывающийпоказывающий
 

распределениераспределение
 

пикселовпикселов
 

попо
 интенсивностиинтенсивности, , называетсяназывается

 
гистограммагистограмма

 
яркостияркости. . ВВ

 зависимостизависимости
 

отот
 

условийусловий
 

съемкисъемки
 

онаона
 

можетможет
 

иметьиметь
 различныйразличный

 
видвид. . 

ВВ
 

светломсветлом
 

полеполе
 

гистограммагистограмма
 

имеетимеет
 

двадва
 

илиили
 

тритри
 пикапика, , соответствующихсоответствующих

 
фонуфону

 
ии

 
различнымразличным

 областямобластям
 

препаратапрепарата. . 
ВВ

 
режимережиме

 
фазовогофазового

 
контрастаконтраста

 
ии

 
DIC DIC ––

 
одинодин

 
пикпик, , 

соответствующийсоответствующий
 

фонуфону..
ВВ

 
режимережиме

 
флуоресценциифлуоресценции

 
––

 
одинодин

 
пикпик, , ноно

 
чащечаще

 
––

 спадающаяспадающая
 

отот
 

««00»»
 

криваякривая..
ПравильнаяПравильная

 
настройканастройка

 
гистограммыгистограммы

 
яркостияркости

 позволяетпозволяет
 

эффективноэффективно
 

проводитьпроводить
 

дальнейшуюдальнейшую
 обработкуобработку

 
изображенияизображения.    .    

ГистограммаГистограмма  яркостияркости



ТипичныеТипичные  гистограммыгистограммы

ФФллууореорессценцценциияя
 
ФазовыйФазовый

 
контконтрарастст



ОпределениеОпределение
 

экспозицииэкспозиции
 

––
 

попо
 

гистограммегистограмме
 

яркостияркости
 ((объектобъект

 
ии

 
фонфон), ), илиили

 
попо

 
условиямусловиям

 
съемкисъемки. . 

НастройкаНастройка
 

цветовогоцветового
 

балансабаланса
 

––
 

накалнакал
 

лампылампы
 

нене
 менееменее

 
50% 50% отот

 
максимальногомаксимального. . 

ОпределениеОпределение
 

достаточногодостаточного
 

увеличенияувеличения
 

объективаобъектива
 ((эквивалентногоэквивалентного

 
размераразмера

 
пикселапиксела).).

ППредварительнаяредварительная
 

фокусировкафокусировка
 

изображенияизображения
 

вв
 ««живомживом

 
окнеокне»». . 

ЗаписьЗапись  изображенияизображения  ––  ррежимежим  светлогосветлого  поляполя



ЯркостьЯркость
 

фонафона
 

должнадолжна
 

составлятсоставлятьь
 

околооколо
 

5050--70% 70% отот
 насыщениянасыщения

 
камерыкамеры, , илиили

 
времявремя

 
экспозицииэкспозиции

 определяетсяопределяется
 

условиямиусловиями
 

экспериментаэксперимента
 

((живыеживые
 клеткиклетки). ). 

ПриПри
 

съемкесъемке
 

живыхживых
 

клетокклеток
 

длядля
 

увеличенияувеличения
 

контрастаконтраста
 целесообразноцелесообразно

 
использованиеиспользование

 
зеленогозеленого

 
илиили

 оранжевогооранжевого
 

светофильтрасветофильтра. . 

ППредварительнаяредварительная
 

фокусировкафокусировка
 

изображенияизображения
 

вв
 ««живомживом

 
окнеокне»». . 

ЗаписьЗапись  изображенияизображения  ––  фазовыйфазовый  контрастконтраст  ии  DICDIC



НастройкаНастройка
 

освещенияосвещения
 

––
 

полеполе, , освещаемоеосвещаемое
 

лампойлампой, , можетможет
 

бытьбыть
 уменьшеноуменьшено

 
додо

 
эквивалентногоэквивалентного

 
размераразмера

 
матрицыматрицы

 
камерыкамеры. . 

ОпределениеОпределение
 

экспозицииэкспозиции
 

––
 

каккак
 

правилоправило, , экспозицияэкспозиция
 устанавливаетсяустанавливается

 
максимальномаксимально

 
возможнаявозможная

 
попо

 
условиямусловиям

 экспериментаэксперимента
 

((живыеживые
 

клеткиклетки). ). ФиксированныеФиксированные
 

препаратыпрепараты
 

––
 экспозицияэкспозиция

 
близкаблизка

 
кк

 
насыщениюнасыщению

 
камерыкамеры

 
((стандартныестандартные

 препаратыпрепараты
 

––
 

экспозицияэкспозиция
 

нене
 

менееменее
 

11--5 5 сексек. . длядля
 

охлаждаемыхохлаждаемых
 камеркамер).  ).  

НастройкаНастройка
 

камерыкамеры
 

––
 

обычнообычно
 

нене
 

требуетсятребуется, , ноно
 

длядля
 

EMCCD EMCCD 
необходиманеобходима

 
настройканастройка

 
усиленияусиления. . 

УстановкаУстановка
 

светоделителясветоделителя
 

––
 

100% 100% светасвета
 

нана
 

камерукамеру. . 
ПовторнаяПовторная

 
съемкасъемка

 
тоготого

 
жеже

 
поляполя

 
зрениязрения

 
нежелательнанежелательна! ! 

ФокусировкаФокусировка
 

вв
 

живомживом
 

окнеокне
 

можетможет
 

бытьбыть
 

затрудненазатруднена
 

––
 

проверкупроверку
 парфокальностипарфокальности

 
надонадо

 
проводитьпроводить

 
заранеезаранее. . 

ЗаписьЗапись  изображенияизображения  ––  режимрежим  флюоресценциифлюоресценции



ИзображениеИзображение, , записанноезаписанное
 

сс
 

динамическимдинамическим
 

диапазономдиапазоном
 

8 8 битбит, , 
теоретическитеоретически

 
можетможет

 
бытьбыть

 
выведеновыведено

 
нана

 
экранэкран

 
полностьюполностью, , ноно

 
нене

 всевсе
 

егоего
 

оттенкиоттенки
 

воспринимаютсявоспринимаются
 

глазомглазом.  .  
ИзображениеИзображение, , записанноезаписанное

 
камеройкамерой

 
сс

 
динамическимдинамическим

 
диапазономдиапазоном

 1212--16 16 битбит, , содержитсодержит
 

большоебольшое
 

количествоколичество
 

скрытойскрытой
 

информацииинформации, , 
котораякоторая

 
нене

 
отображаетсяотображается

 
монитороммонитором.  .  

СветлыеСветлые
 

полутонаполутона
 

воспринимаютсявоспринимаются
 

глазомглазом
 

лучшелучше, , чемчем
 

темныетемные, , 
поэтомупоэтому

 
изображениеизображение

 
припри

 
выводевыводе

 
нана

 
экранэкран

 
часточасто

 модифицируетсямодифицируется
 

нелинейнымнелинейным
 

образомобразом
 

((гаммагамма--коррекциякоррекция)). . 
НизкийНизкий

 
контрастконтраст

 
изображенияизображения

 
можетможет

 
бытьбыть

 
обусловленобусловлен

 препаратомпрепаратом, , аа
 

можетможет
 

бытьбыть
 

связансвязан
 

сс
 

неправильнойнеправильной
 

настройкойнастройкой
 микроскопамикроскопа

 
ии

 
камерыкамеры. . 

ДляДля
 

увеличенияувеличения
 

контрастаконтраста
 

записанногозаписанного
 

изображенияизображения
 

применяютприменяют
 различныеразличные

 
обработкиобработки. . НекоторыеНекоторые

 
изиз

 
нихних

 
нене

 
приводятприводят

 
кк

 
потерепотере

 информацииинформации, , аа
 

другиедругие
 

приводятприводят. . 

ВыводВывод  изображенияизображения  нана  экранэкран



ИзмененияИзменения
 

яркостияркости
 

приводятприводят
 

кк
 

объединениюобъединению
 

черныхчерных
 ((затемнениезатемнение) ) илиили

 
белыхбелых

 
((осветлениеосветление) ) уровнейуровней

 
нана

 
краяхкраях

 гистограммыгистограммы. . ДанноеДанное
 

преобразованиепреобразование
 

наиболеенаиболее
 

эффективноэффективно
 длядля

 
фазовогофазового

 
контрастаконтраста

 
ии

 
DICDIC, , аа

 
такжетакже

 
полезнополезно

 
длядля

 ««осветленияосветления»»
 

флуоресцентныхфлуоресцентных
 

изображенийизображений. . 
УвеличениеУвеличение

 
контрастаконтраста

 
((увеличениеувеличение

 
углаугла

 
наклонанаклона

 
нана

 
графикеграфике

 входящиевходящие--выходящиевыходящие
 

уровниуровни) ) приводитприводит
 

кк
 

резкомурезкому
 расширениюрасширению

 
гистограммыгистограммы

 
яркостияркости, , ии, , соответственносоответственно, , кк

 появлениюпоявлению
 

гомогенныхгомогенных
 

областейобластей. . ПоэтомуПоэтому
 

увеличениеувеличение
 контрастаконтраста

 
болееболее

 
эффективноэффективно

 
вв

 
пространствепространстве, , превышающемпревышающем

 8 8 битбит. . ОднакоОднако
 

этоэто
 

возможновозможно
 

далекодалеко
 

нене
 

вово
 

всехвсех
 

программахпрограммах
 

попо
 обработкеобработке

 
изображенияизображения. . 

ИзменениеИзменение
 

яркостияркости
 

ии
 

контрастаконтраста
 

можетможет
 

осуществлятьсяосуществляться
 

болееболее
 точноточно

 
вв

 
1616--ии

 
битномбитном

 
пространствепространстве

 
путемпутем

 
установкиустановки

 
верхнеговерхнего

 
ии

 нижнегонижнего
 

уровнейуровней
 

воспроизведениявоспроизведения
 

((min./max.)min./max.).  .  

ЯркостьЯркость  ии  контрастконтраст



ДляДля
 

настройкинастройки
 

параметровпараметров
 

изображенияизображения
 

используетсяиспользуется
 гистограммагистограмма

 
яркостияркости.  .  

ЕслиЕсли
 

гистограммагистограмма
 

яркостияркости, , соответствующаясоответствующая
 

препаратупрепарату, , узкаяузкая, , 
тото

 
первоепервое, , чточто

 
необходимонеобходимо

 
сделатьсделать

 
––

 
растянутьрастянуть

 
гистограммугистограмму

 тактак, , чтобычтобы
 

самыесамые
 

светлыесветлые
 

ии
 

самыесамые
 

темныетемные
 

областиобласти
 изображенияизображения

 
соответствовалисоответствовали

 
уровнямуровням

 
примернопримерно

 
240 240 ии

 
20 (20 (вв

 88--ии
 

битнойбитной
 

шкалешкале). ). 
НаНа

 
следующемследующем

 
этапеэтапе

 
((кк

 
растянутойрастянутой

 
гистограммегистограмме) ) применяютсяприменяются

 измененияизменения
 

яркостияркости
 

ии
 

контрастаконтраста.  .  
ВВ

 
небольшихнебольших

 
пределахпределах

 
ониони, , каккак

 
правилоправило, , нене

 
приводятприводят

 
кк

 
потерепотере

 полезнойполезной
 

информацииинформации. . 

НастройкаНастройка  яркостияркости  ии  контрастаконтраста



ПреобразованияПреобразования
 

часточасто
 

проводятсяпроводятся
 

вв
 

88--битномбитном
 пространствепространстве, , однакооднако

 
болееболее

 
правильнаяправильная

 
обработкаобработка

 должнадолжна
 

проводитьсяпроводиться
 

вв
 

1616--ии
 

битномбитном
 

пространствепространстве. . 
НеНе

 
всевсе

 
устройстваустройства

 
((мониторымониторы, , проекторыпроекторы) ) реальнореально

 воспроизводятвоспроизводят
 

256 256 уровнейуровней
 

серогосерого. . НаиболееНаиболее
 распространенноераспространенное

 
ограничениеограничение

 
касаетсякасается

 
20 20 нижнихнижних

 ии
 

15 15 верхнихверхних
 

уровнейуровней
 

––
 

ониони
 

выглядятвыглядят
 

каккак
 

черныйчерный
 

ии
 белыйбелый

 
цветцвет

 
соответственносоответственно. . ЭтоЭто

 
следуетследует

 учитыватьучитывать
 

припри
 

растяжениирастяжении
 

гистограммыгистограммы. . 
ПриПри

 
гаммагамма--коррекциикоррекции

 
числочисло

 
уровнейуровней

 
вв

 
тойтой

 
частичасти

 изображенияизображения, , котораякоторая
 

оказываетсяоказывается
 

сжатойсжатой, , 
уменьшаетсяуменьшается. . ЗначительнаяЗначительная

 
гаммагамма--коррекциякоррекция

 ((большебольше
 

2) 2) можетможет
 

создаватьсоздавать
 

гомогенногомогенно
 

окрашенныеокрашенные
 областиобласти.  .  

ШкалаШкала  серогосерого



ГаммаГамма--коррекциякоррекция

ГаммаГамма
 

коррекциякоррекция
 

––
 

нелинейноенелинейное
 

преобразованиепреобразование, , котороекоторое
 приводитприводит

 
кк

 
растяжениюрастяжению

 
однойодной

 
частичасти

 
гистограммыгистограммы

 
ии

 
сжатиюсжатию

 другойдругой
 

частичасти. . ГаммаГамма
 

меньшеменьше
 

1 1 ––
 

растяжениерастяжение
 

светлыхсветлых
 

полутоновполутонов; ; 
гаммагамма

 
большебольше

 
1 1 ––

 
растяжениерастяжение

 
темныхтемных

 
полутоновполутонов. . 



ГаммаГамма--коррекциякоррекция

ГаммаГамма
 

меньшеменьше
 

1 1 ––
 

растяжениерастяжение
 

светлыхсветлых
 

полутоновполутонов; ; 
гаммагамма

 
большебольше

 
1 1 ––

 
растяжениерастяжение

 
темныхтемных

 
полутоновполутонов



КоррекцияКоррекция
 яркостияркости

 ии  контрастаконтраста
исходноеисходное яркостьяркость

 
++

гаммагамма
 

++ яркостьяркость
 

++
контрастконтраст

 
++



ВиньетированиеВиньетирование..
НеравномерноеНеравномерное

 
освещениеосвещение

 
поляполя

 
зрениязрения

 
((сценысцены)). . 

ПомехиПомехи
 

вв
 

оптическомоптическом
 

путипути
 

ии
 

загрязнениязагрязнения
 

нана
 

входномвходном
 окнеокне

 
камерыкамеры..

ДробовыйДробовый
 

шумшум
 

((припри
 

низкойнизкой
 

освещенностиосвещенности).).
НеравномерныйНеравномерный

 
фиксированныйфиксированный

 
фонфон

 
((дефектныедефектные

 пикселыпикселы). ). 
НелинейнаяНелинейная

 
светочувствительностьсветочувствительность

 
матрицыматрицы

 
ии

 эффектэффект
 

««затеканиязатекания»»
 

припри
 

насыщениинасыщении. . 

НеоднородностиНеоднородности  поляполя  зрениязрения



ВиньетированиеВиньетирование
 

––
 

затемнениезатемнение
 

изображенияизображения
 

попо
 

краямкраям
 

кадракадра. . 
ПричиныПричины: : зависимостьзависимость

 
освещенностиосвещенности

 
отот

 
углаугла

 
паденияпадения

 
светасвета

 ((пропорциональнапропорциональна
 

косинусукосинусу
 

вв
 

четвертойчетвертой
 

степенистепени); ); 
механическиемеханические

 
((косойкосой

 
светсвет

 
затемняетсязатемняется

 
изиз--заза

 
несовершенстванесовершенства

 оптическойоптической
 

системысистемы); ); оптическиеоптические
 

((рассеяниярассеяния
 

косогокосого
 

светасвета
 

нана
 многочисленныхмногочисленных

 
поверхностяхповерхностях

 
линзлинз); ); зависимостьзависимость

 чувствительностичувствительности
 

фотодиодовфотодиодов
 

отот
 

углаугла
 

((удаляетсяудаляется
 

сс
 

помощьюпомощью
 микролинзмикролинз). ). 

ВВ
 

микроскопиимикроскопии
 

эффектэффект
 

виньетированиявиньетирования
 

зависитзависит
 

отот
 

угловогоуглового
 размераразмера

 
матрицыматрицы

 
камерыкамеры, , ии

 
возрастаетвозрастает

 
сс

 
ростомростом

 
ееее

 
поляполя

 зрениязрения. . ВиньетированиемВиньетированием
 

можноможно
 

практическипрактически
 

пренебречьпренебречь, , 
когдакогда

 
полеполе

 
зрениязрения

 
камерыкамеры

 
составляетсоставляет

 
нене

 
болееболее

 
1/3 1/3 видимоговидимого

 поляполя
 

зрениязрения. . ПриПри
 

большихбольших
 

размерахразмерах
 

необходиманеобходима
 

коррекциякоррекция. . 
ОнаОна

 
проводитсяпроводится

 
черезчерез

 
коррекциюкоррекцию

 
нана

 
плоскоеплоское

 
полеполе

 
((flatflat--field field 

correction)correction)
 

илиили
 

болееболее
 

сложнымисложными
 

способамиспособами. . 
КоррекцияКоррекция

 
нана

 
плоскоеплоское

 
полеполе

 
увеличиваетувеличивает

 
шумшум, , обусловленныйобусловленный

 собственнымисобственными
 

параметрамипараметрами
 

камерыкамеры. . ПоэтомуПоэтому
 

ееее
 

применениеприменение
 вово

 
флуоресцентнойфлуоресцентной

 
микроскопиимикроскопии

 
нежелательнонежелательно.   .   

ВиньетированиеВиньетирование



ПроцедураПроцедура
 

вычитаниявычитания
 

фонафона
 

применяетсяприменяется
 

припри
 

флуоресцентнойфлуоресцентной
 микроскопиимикроскопии

 
вв

 
случаяхслучаях

 
неравномерногонеравномерного

 
освещенияосвещения

 
кадракадра..

ВычитаниеВычитание
 

фонафона
 

нене
 

можетможет
 

бытьбыть
 

примененоприменено
 

длядля
 светлопольногосветлопольного, , фазовоконтрастногофазовоконтрастного

 
ии

 
DIC DIC изображенийизображений. . 

ДляДля
 

вычитаниявычитания
 

используетсяиспользуется
 

изображениеизображение, , записанноезаписанное
 

сс
 

тойтой
 жеже

 
экспозициейэкспозицией, , чточто

 
ии

 
вв

 
опытеопыте, , ноно

 
полученноеполученное

 
сс

 
участкаучастка,  ,  нене

 содержащегосодержащего
 

флуоресцирующихфлуоресцирующих
 

структурструктур. . 
ДляДля

 
исправленияисправления

 
дефектовдефектов, , наблюдаемыхнаблюдаемых

 
припри

 
записизаписи

 светлопольногосветлопольного, , фазовоконтрастногофазовоконтрастного
 

ии
 

DIC DIC изображенийизображений
 применяетсяприменяется

 
коррекциякоррекция

 
нана

 
плоскоеплоское

 
полеполе

 
зрениязрения

 
((flatflat--filed filed 

correction). correction). 

ВычитаниеВычитание  фонафона



КоррекцияКоррекция  нана  ««плоскоеплоское  полеполе  зрениязрения»»
КоррекцияКоррекция

 
нана

 
плоскоеплоское

 
полеполе

 
зрениязрения

 
позволяетпозволяет

 
удалитьудалить

 
изиз

 изображенияизображения
 

значительныезначительные
 

неоднородностинеоднородности
 

изображенияизображения, , 
вызванныевызванные::
((аа) ) неравномерностьюнеравномерностью

 
освещенияосвещения

 
препаратапрепарата; (; (бб) ) наличиемналичием

 загрязненийзагрязнений
 

вв
 

оптическомоптическом
 

путипути
 

микроскопамикроскопа; (; (вв) ) наличиемналичием
 загрязненийзагрязнений

 
нана

 
окнеокне

 
камерыкамеры. . 

КоррекцияКоррекция
 

эффективнаэффективна
 

вв
 

техтех
 

случаяхслучаях, , когдакогда
 

интенсивностьинтенсивность
 освещенияосвещения

 
великавелика, , ии

 
великавелика

 
неоднородностьнеоднородность

 
фонафона

 
((напримернапример, , 

припри
 

фазовомфазовом
 

контрастеконтрасте, , DIC).DIC).
ПриПри

 
коррекциикоррекции

 
нана

 
плоскоеплоское

 
полеполе

 
зрениязрения

 
уменьшаетсяуменьшается

 отношениеотношение
 

сигналсигнал//шумшум
 

длядля
 

участковучастков
 

сс
 

равномернымравномерным
 

фономфоном
 

заза
 счетсчет

 
тоготого, , чточто

 
собственныйсобственный

 
шумшум

 
камерыкамеры

 
учитываетсяучитывается

 
двадва

 
разараза. . 

ПоэтомуПоэтому
 

онаона
 

малоэффективнамалоэффективна
 

длядля
 

флуоресцентныхфлуоресцентных
 изображенийизображений. . 



ОпорноеОпорное  изображениеизображение  длядля  коррекциикоррекции  нана  ««плоскоеплоское  полеполе  зрениязрения»»
ДляДля

 
коррекциикоррекции

 
нана

 
плоскоеплоское

 
полеполе

 
зрениязрения

 
вв

 
проходящемпроходящем

 
светесвете

 необходимонеобходимо
 

найтинайти
 

областьобласть
 

препаратапрепарата, , полностьюполностью
 

свободнуюсвободную
 отот

 
загрязненийзагрязнений

 
ии

 
отот

 
какихкаких--либолибо

 
структурструктур. . 

ЧастоЧасто
 

этоэто
 

невозможноневозможно, , тогдатогда
 

вв
 

качествекачестве
 

суррогатасуррогата
 

используютиспользуют
 дефокусированноедефокусированное

 
изображениеизображение

 
сс

 
максимальномаксимально

 
однороднойоднородной

 областиобласти
 

препаратапрепарата. . 
ВВ

 
режимережиме

 
флуоресценциифлуоресценции

 
фотографируетсяфотографируется

 
стандартныйстандартный

 гомогенногомогенно
 

флуоресцирующейфлуоресцирующей
 

препаратпрепарат
 

((напримернапример, , урановоеурановое
 стеклостекло, , кюветакювета

 
сс

 
красителемкрасителем) ) илиили

 
равномерныйравномерный

 
фонфон

 
нана

 
стеклестекле. . 

ДляДля
 

уменьшенияуменьшения
 

шумашума
 

необходимонеобходимо
 

сделатьсделать
 

нескольконесколько
 

кадровкадров
 сс

 
небольшимнебольшим

 
сдвигомсдвигом

 
((нене

 
менееменее

 
15 15 длядля

 
флуоресцентногофлуоресцентного

 препаратапрепарата
 

ии
 

нене
 

менееменее
 

3 3 длядля
 

светлогосветлого
 

поляполя), ), ии
 

затемзатем
 

ихих
 усреднитьусреднить

 
передперед

 
преобразованиемпреобразованием. . ЭтоЭто

 
помогаетпомогает

 
уменьшитьуменьшить

 дробовыйдробовый
 

шумшум
 

ии
 

шумшум
 

считываниясчитывания. . 



ПриПри
 

неравномерномнеравномерном
 

освещенииосвещении
 

поляполя
 

зрениязрения
 

делаетсяделается
 контрольныйконтрольный

 
снимокснимок

 
––

 
участокучасток, , гдегде

 
нетнет

 
препаратапрепарата. . 

КоррекцияКоррекция
 

состоитсостоит
 

вв
 

томтом, , чточто
 

полученноеполученное
 

изображениеизображение
 

делятделят
 нана

 
изображениеизображение

 
фонафона::

II
 изиз..

 
//

 
II

 фонфон
 

**
 

const.const.
 

==
 

II
 резрез..

ВеличинаВеличина
 

множителямножителя
 

((const.) const.) определяетсяопределяется
 

каккак
 

средняясредняя
 интенсивностьинтенсивность

 
изображенияизображения. . ОперацияОперация

 
проводитсяпроводится

 
вв

 
1616--ии

 битномбитном
 

пространствепространстве.  .  

КоррекцияКоррекция  нана  ««плоскоеплоское  полеполе»»  ((flatflat--field correction)field correction)



УсилениеУсиление  фазовогофазового  контрастаконтраста

ИсходныйИсходный
 

УсилениеУсиление
 

вв
 

50 50 разраз



НедостаткиНедостатки
 

записанногозаписанного
 

изображенияизображения::
1.1.

 
НеоднородноеНеоднородное

 
освещениеосвещение

 
поляполя

 
зрениязрения..

2.2.
 

ПылинкиПылинки
 

ии
 

грязьгрязь, , находящиесянаходящиеся
 

вв
 

оптическомоптическом
 

путипути
 микроскопамикроскопа..

3.3.
 

ИнтерференционныеИнтерференционные
 

картиныкартины
 

((муаровыймуаровый
 

рисунокрисунок) ) вв
 плоскостиплоскости

 
изображенияизображения..

4.4.
 

НизкийНизкий
 

контрастконтраст
 

важныхважных
 

деталейдеталей
 

изображенияизображения..
5.5.

 
СдвигСдвиг

 
цветовогоцветового

 
балансабаланса

 
((длядля

 
цветныхцветных

 
изображенийизображений).).

ДляДля
 

устраненияустранения
 

всехвсех
 

этихэтих
 

недостатковнедостатков
 

применяетсяприменяется
 

цифроваяцифровая
 обработкаобработка

 
изображенияизображения. . 

ОтношениеОтношение
 

сигналсигнал//шумшум
 

вв
 

процессепроцессе
 

обработкиобработки
 

всегдавсегда
 

снижаетсяснижается, , 
ии

 
егоего

 
нельзянельзя

 
увеличитьувеличить, , поэтомупоэтому

 
обработкаобработка

 
изображенийизображений

 
сс

 низкимнизким
 

отношениемотношением
 

сигналсигнал//шумшум
 

практическипрактически
 

затрудненазатруднена.  .  

ОбработкаОбработка  изображенияизображения  вв  микроскопиимикроскопии



1.1.
 

УдалениеУдаление
 

отдельныхотдельных
 

дефектовдефектов
 

изображенияизображения. . 

2.2.
 

ИзбирательноеИзбирательное
 

контрастированиеконтрастирование
 

деталейдеталей
 ((уменьшениеуменьшение

 
контрастаконтраста

 
фонафона).).

3.3.
 

РастяжениеРастяжение
 

гистограммыгистограммы
 

яркостияркости
 

ии//илиили
 нелинейноенелинейное

 
преобразованиепреобразование

 
гистограммыгистограммы

 яркостияркости..

4.4.
 

ПриближениеПриближение
 

записанногозаписанного
 

изображенияизображения
 

кк
 визуальновизуально

 
воспринимаемомувоспринимаемому..

5.5.
 

АрифметическиеАрифметические
 

операцииоперации
 

сс
 

кадрамикадрами..

6.6.
 

СегментацияСегментация
 

изображенияизображения
 

длядля
 

морфометрииморфометрии..

ЗадачиЗадачи  цифровойцифровой  обработкиобработки  изображенияизображения



КоррекцияКоррекция
 

фонафона
 

((коррекциякоррекция
 

нана
 

плоскоеплоское
 

полеполе
 

зрениязрения
 

илиили
 вычитаниевычитание). ). 

ИзмененияИзменения
 

интенсивностиинтенсивности
 

––линейныелинейные
 

((растяжениерастяжение
 гистограммыгистограммы) ) ии

 
нелинейныенелинейные

 
((гаммагамма--коррекциякоррекция), ), инверсияинверсия. . 

КонволюцияКонволюция
 

((пространственнаяпространственная
 

сверткасвертка) ) сс
 

маскамимасками
 

((kernels)kernels)
ДеконволюцияДеконволюция

 
((обратнаяобратная

 
сверткасвертка). ). 

ПреобразованиеПреобразование
 

ФурьеФурье
 

ии
 

фильтрацияфильтрация
 

вв
 

пространствепространстве
 

ФурьеФурье
НаложениеНаложение

 
нерезкойнерезкой

 
маскимаски..

ГеометрическиеГеометрические
 

преобразованияпреобразования
 

((интерполяцияинтерполяция, , поворотповорот, , 
устранениеустранение

 
дисторсиидисторсии

 
ии

 
прочпроч.)..).

БинаризацияБинаризация
 

((односторонняяодносторонняя, , двухсторонняядвухсторонняя). ). 
СжатиеСжатие

 
безбез

 
потерипотери

 
информацииинформации..

СжатиеСжатие
 

вв
 

форматформат
 

JPEGJPEG
 

((сс
 

потерейпотерей
 

информацииинформации). ). 

ПреобразованияПреобразования  изображенияизображения



ЭлементомЭлементом
 

преобразованияпреобразования
 

являетсяявляется
 

ядроядро
 

илиили
 

маскамаска
 

((kernel)kernel), , 
размерразмер

 
которойкоторой

 
составляетсоставляет

 
нескольконесколько

 
пикселовпикселов

 
((обычнообычно

 
––

 квадратыквадраты
 

33хх3; 53; 5хх5; 75; 7хх7 7 ии
 

тт..пп.).)
МаскаМаска

 
содержитсодержит

 
коэффициентыкоэффициенты, , суммасумма

 
которыхкоторых

 
равнаравна

 
единицеединице. . 

ЦентрЦентр
 

маскимаски
 

последовательнопоследовательно
 

накладываетсянакладывается
 

нана
 

всевсе
 

пикселыпикселы
 изображенияизображения, , ии

 
ихих

 
значениязначения

 
пересчитываютсяпересчитываются

 
вв

 
пикселыпикселы

 
новогонового

 изображенияизображения..
КраяКрая

 
изображенияизображения

 
припри

 
этомэтом

 
деформируютсядеформируются, , тактак

 
каккак

 
маскамаска

 
нене

 можетможет
 

бытьбыть
 

правильноправильно
 

примененаприменена
 

кк
 

пикселампикселам, , отстоящимотстоящим
 

отот
 краякрая

 
нана

 
расстояниерасстояние

 
меньшеменьше, , чемчем

 
ееее

 
радиусрадиус..

ВВ
 

зависимостизависимости
 

отот
 

коэффициентовкоэффициентов
 

различаютразличают
 

многомного
 

видоввидов
 

масокмасок
 ––

 
низкочастотныенизкочастотные

 
((low pass)low pass), , высокочастотныевысокочастотные

 
((high pass)high pass), , 

контрастирующиеконтрастирующие, , асимметричныеасимметричные
 

ии
 

прочпроч..

ОбработкаОбработка
 

изображенияизображения
 

сс
 

помощьюпомощью
 матрицматриц

 
––

 
конволюцияконволюция

 
((сверткасвертка))



Low pass               Low pass               High pass           High pass           Edge enhancementEdge enhancement
((сглаживаниесглаживание))

 
((контрастированиеконтрастирование)       ()       (контрастированиеконтрастирование

краякрая))

ПримерыПримеры
 простейшихпростейших

 масокмасок
 ((kernels)kernels)



ФильтрФильтр
 

ГауссаГаусса, 5x5 (, 5x5 (делительделитель
 

––
 

99)99)

СглаживаниеСглаживание  шумовшумов  ((размытиеразмытие))



ДляДля
 

сохранениясохранения
 

информацииинформации
 

диаметрдиаметр
 

маскимаски
 

((kernel) kernel) 
должендолжен

 
бытьбыть

 
меньшеменьше

 
разрешающейразрешающей

 
способностиспособности

 микроскопамикроскопа. . ПриПри
 

использованиииспользовании
 

большихбольших
 

попо
 площадиплощади

 
масокмасок, , повышающихповышающих

 
контрастконтраст, , происходитпроисходит

 избирательноеизбирательное
 

контрастированиеконтрастирование
 

одниходних
 

деталейдеталей
 

ии
 смазываниесмазывание

 
илиили

 
удалениеудаление

 
другихдругих

 
элементовэлементов

 изображенияизображения. . 
ДляДля

 
конволюцииконволюции

 
безбез

 
потерипотери

 
разрешенияразрешения

 эквивалентныйэквивалентный
 

размерразмер
 

пикселапиксела
 

должендолжен
 

бытьбыть
 

попо
 крайнейкрайней

 
меремере

 
вв

 
2 2 разараза

 
меньшеменьше, , чемчем

 
пределпредел, , 

задаваемыйзадаваемый
 

телеграфнойтелеграфной
 

теоремойтеоремой..

РезультатыРезультаты  фильтрациифильтрации



ImageJImageJ  длядля  микроскопиимикроскопии
ImageJ,

 
это

 
свободно

 
распространяемая

 
(Public domain), написанная

 
на

 языке
 

Java программа
 

для
 

анализа
 

и
 

обработки
 

изображений, 
разработанная

 
в

 
Национальном

 
Институте

 
Здоровья

 
в

 
США. 

ImageJ
 

была
 

создана
 

с
 

открытой
 

архитектурой, которая
 

обеспечивает
 расширяемость

 
при

 
помощи

 
плагинов

 
Java, а

 
также

 
макросов, 

создаваемых
 

пользователями. 
ImageJ

 
позволяет

 
отображать, редактировать, анализировать, 

обрабатывать
 

и
 

сохранять
 

8-битные, 16-битные
 

и
 

32-битные
 

ч/б
 изображения, а также 24-битные

 
цветные

 
изображения. Программа

 может
 

читать
 

многие
 

форматы
 

изображений, такие
 

как
 

TIFF, BMP, PNG, 
GIF и др., а также многие RAW

 
форматы.

Пользовательские
 

модули
 

получения, анализа
 

и
 

обработки
 

могут
 

быть
 написаны

 
с

 
помощью

 
встроенного

 
редактора

 
ImageJ

 
и

 
Java

 компилятора. 
Плагины, написанные

 
пользователями, позволяют

 
решать

 
многие

 
задачи

 анализа
 

и
 

обработки
 

изображений, позволяют
 

проводить
 

трехмерную
 визуализацию, морфометрический

 
анализ, а

 
также

 
создавать

 автоматизированные
 

микроскопические
 

системы.



ЛекцияЛекция  1212  

КонфокальныйКонфокальный  
микроскопмикроскоп

ПринципыПринципы
 ии  основныеосновные

 моделимодели



КонфокальныйКонфокальный
 

микроскопмикроскоп
 

МинскогоМинского



СканирующийСканирующий  конфокальныйконфокальный  микроскопмикроскоп
ИзображениеИзображение

 
формируетсяформируется

 
поточечнопоточечно

 
заза

 
счетсчет

 последовательногопоследовательного
 

сканированиясканирования
 

препаратапрепарата
 сфокусированнымсфокусированным

 
лазернымлазерным

 
пучкомпучком. . 

СигналСигнал
 

отот
 

препаратапрепарата
 

детектируетсядетектируется
 

ФЭУФЭУ, , 
расположеннымрасположенным

 
позадипозади

 
конфокальнойконфокальной

 
диафрагмыдиафрагмы.  .  

ИзображениеИзображение
 

записываетсязаписывается
 

вв
 

компьютеркомпьютер
 

сс
 

помощьюпомощью
 АЦПАЦП

 
ии

 
выводитсявыводится

 
нана

 
экранэкран

 
сс

 
помощьюпомощью

 
ЦАПЦАП. . 

ГенерацияГенерация
 

происходитпроисходит
 

такжетакже, , каккак
 

вв
 

телевизоретелевизоре
 

илиили
 сканирующемсканирующем

 
электронномэлектронном

 
микроскопемикроскопе..

РазрешающаяРазрешающая
 

способностьспособность
 

определяетсяопределяется
 

диаметромдиаметром
 пучкапучка

 
ии

 
шагомшагом

 
сканированиясканирования. . 



КонфокальныйКонфокальный  эффектэффект
ИнтенсивностьИнтенсивность

 
светасвета

 
отот

 
расположенныхрасположенных

 
вневне

 
фокусафокуса

 
областейобластей

 препаратапрепарата
 

быстробыстро
 

снижаетсяснижается, , ии
 

ониони
 

даютдают
 

незначительныйнезначительный
 вкладвклад

 
вв

 
формированиеформирование

 
изображенияизображения

 
––

 
получаетсяполучается

 
почтипочти

 идеальныйидеальный
 

оптическийоптический
 

срезсрез. . 
ДляДля

 
достижениядостижения

 
конфокальногоконфокального

 
эффектаэффекта

 
большаябольшая

 
частьчасть

 светасвета, , падающегопадающего
 

нана
 

детектордетектор, , отсекаетсяотсекается
 

диафрагмойдиафрагмой, , 
поэтомупоэтому

 
яркостьяркость

 
изображенияизображения

 
снижаетсяснижается.  .  

НаилучшийНаилучший
 

эффектэффект
 

должендолжен
 

достигатьсядостигаться
 

припри
 

сканированиисканировании
 препаратапрепарата

 
относительноотносительно

 
неподвижногонеподвижного

 
пучкапучка, , ноно

 практическипрактически
 

этоэто
 

крайнекрайне
 

неудобнонеудобно, , ии
 

сканированиесканирование
 производитсяпроизводится

 
качающимсякачающимся

 
лучомлучом

 
илиили

 
сс

 
помощьюпомощью

 
дискадиска

 НипковаНипкова. . 



ЛазерныйЛазерный
 

сканирующийсканирующий
 

конфокальныйконфокальный
 микроскопмикроскоп

 
((схемасхема))



БлокБлок  разверткиразвертки  ((качающиесякачающиеся  зеркалазеркала))
y

ВходящийВходящий
лучлуч

ВыходящийВыходящий
лучлуч

x



РазверткаРазвертка
 лучалуча

 ((сканированиесканирование))

КачающиесяКачающиеся
 

зеркалазеркала
 

обеспечиваютобеспечивают
 

поточечноепоточечное
 

сканированиесканирование
 препаратапрепарата

 
лазернымлазерным

 
лучомлучом, , сфокусированнымсфокусированным

 
черезчерез

 
объективобъектив

 микроскопамикроскопа. . 



MRCMRC--1024 1024 сканирующаясканирующая
 головаголова

ЛучЛуч
 

светасвета
 

отот
 

лазералазера

КК
 

объективуобъективу
 

ии
 

отот
 

объективаобъектива

3
2

1ФЭУФЭУ
КачающиесяКачающиеся

 
зеркалазеркала

КолесоКолесо
сосо

 
светосвето--

фильтрамифильтрами

КонфокальныеКонфокальные
 

ддиафрагмыиафрагмы



КонфокальныйКонфокальный  блокблок  устаревшегоустаревшего  микроскопамикроскопа

СистемаСистема
 

включаетвключает
 

нескольконесколько
 

лазеровлазеров
 

ии
 

детекторовдетекторов, , переключениепереключение
 осуществляетсяосуществляется

 
сс

 
помощьюпомощью

 
колесколес

 
сосо

 
светофильтрамисветофильтрами. . 



ФизическиеФизические
 

ограниченияограничения
 

вв
 конфокальнойконфокальной

 
микроскопиимикроскопии

ОтОт
источникаисточника

КК
 

детекторудетектору

x,y,zx,y,z
αα22

nn

 
22

 

photonsphotons

λλ22

αα11

nn

 
11

 

photonsphotons

λλ11

δδ
 

zz

δδ
 

yy

δδ
 

xx

ВОКСЕЛВОКСЕЛ
 

––
 

X,Y,ZX,Y,Z

ПИКСЕЛПИКСЕЛ
 

––
 

X,YX,Y

From: Handbook of Biological Confocal 
Microscopy. J.B.Pawley, Plenum Press, 1989

МинимальныйМинимальный
 размерразмер

 
вокселавоксела

 ограниченограничен
 дифракционнымдифракционным

 пределомпределом
 

((δδxx

 

, , δδyy,,
 

δδzz

 

))



ИнтенсивностьИнтенсивность
 

светасвета
 

вв
 

перетяжкеперетяжке



ПеретяжкаПеретяжка
 вв  обычнойобычной

 ии  конфокальнойконфокальной
 микроскопиимикроскопии



ЗависимостьЗависимость
 конфокальногоконфокального

 эффектаэффекта
 отот  иаметраиаметра

 диафрагмыдиафрагмы

РазмерРазмер
 

диафрагмыдиафрагмы
 

детекторадетектора
 

измеряетсяизмеряется
 

вв
 

диаметрахдиаметрах
 первогопервого

 
минимумаминимума

 
дискадиска

 
ЭриЭри

 
((AU AU ––

 
Airy units)Airy units), , тото

 
естьесть

 зависитзависит
 

отот
 

апертурыапертуры
 

объективаобъектива..

стандартнаястандартная
настройканастройка



ПеретяжкаПеретяжка
 вв  конфокальнойконфокальной

 микроскопиимикроскопии

A A ––
 

широкоеширокое
 

полеполе, , ВВ
 

––
 

4,3 4,3 дискадиска; ; СС
 

––
 

2,5 2,5 дискадиска; ; D D ––
 

0,7 0,7 дискадиска
 

ЭриЭри

А
 

B
 

C       D



ВариантыВарианты
 конфокальныхконфокальных

 системсистем

1. 1. ЛазерныйЛазерный
 

сканирующийсканирующий
 

микроскопмикроскоп
 

((переменныепеременные
 диафрагмыдиафрагмы, , изображениеизображение

 
толькотолько

 
электронноеэлектронное))

2. 2. ТандемныйТандемный
 

микроскопмикроскоп
 

сс
 

дискомдиском
 

НипковаНипкова
 ((постоянныепостоянные

 
диафрагмыдиафрагмы, , изображениеизображение

 
реальноереальное))

3. 3. ЛазерныйЛазерный
 

сканирующийсканирующий
 

микроскопмикроскоп
 

сосо
 сканированиемсканированием

 
вв

 
линиилинии

 
((однаодна

 
диафрагмадиафрагма

 постояннаяпостоянная, , конфокальныйконфокальный
 

микроскопмикроскоп
 

реальногореального
 временивремени))



ДискДиск
 НипковаНипкова

ОтверстияОтверстия
 

вв
 

дискедиске
 

расположенырасположены
 

попо
 

спиралиспирали
 

ии
 

нана
 

равномравном
 

угловомугловом
 расстояниирасстоянии

 
((αα))

 
другдруг

 
отот

 
другадруга. . НаНа

 
дискедиске

 
можетможет

 
бытьбыть

 
нескольконесколько

 параллельныхпараллельных
 

спиралейспиралей. . 



КонфокальныеКонфокальные
 системысистемы



КонфокальныеКонфокальные
 системысистемы

СканируюшаяСканируюшая
 

СС
 

дискомдиском
 

НипковаНипкова



ДетекторыДетекторы
ВВ

 
лазерномлазерном

 
сканирующемсканирующем

 
микроскопемикроскопе

 
––

 фотоэлектронныйфотоэлектронный
 

умножительумножитель
 

((ФЭУФЭУ).).
ФЭУФЭУ

 
позволяетпозволяет

 
регулироватьрегулировать

 
усилениеусиление, , ноно

 
имеетимеет

 квантовыйквантовый
 

выходвыход
 

нене
 

болееболее
 

20% 20% вв
 

районерайоне
 

500 500 нмнм
 ии

 
низкийнизкий

 
квантовыйквантовый

 
выходвыход

 
длядля

 
красногокрасного

 
светасвета

 ((>600 >600 нмнм).  ).  
ВВ

 
микроскопемикроскопе

 
сс

 
дискомдиском

 
НипковаНипкова

 
––

 
охлаждаемаяохлаждаемая

 ПЗСПЗС
 

камеракамера. . 
ИмеетИмеет

 
высокийвысокий

 
квантовыйквантовый

 
выходвыход

 
(60(60--90%) 90%) вв

 широкомшироком
 

диапазонедиапазоне
 

(500(500--800 800 нмнм), ), ноно
 относительноотносительно

 
низкийнизкий

 
квантовыйквантовый

 
выходвыход

 
((околооколо

 30%) 30%) вв
 

синемсинем
 

светесвете
 

(450 (450 нмнм).).



СравнениеСравнение  конфокальныхконфокальных  системсистем
••

 
ЛазернаяЛазерная

 
сканирующаясканирующая

 
микроскопиямикроскопия

 
––

 
регулируемыйрегулируемый

 конфокальныйконфокальный
 

эффектэффект, , ноно
 

низкаянизкая
 

чувствительностьчувствительность; ; 
увеличениеувеличение

 
можетможет

 
изменятьсяизменяться

 
заза

 
счетсчет

 
шагашага

 сканированиясканирования
 

безбез
 

сменысмены
 

объективаобъектива; ; простоепростое
 управлениеуправление

 
обесцвечиваниемобесцвечиванием

 
((FRAP, FLIP)FRAP, FLIP). . ВремяВремя

 полученияполучения
 

изображенияизображения
 

составляетсоставляет
 

секундысекунды--десяткидесятки
 секундсекунд..

••
 

СС
 

дискомдиском
 

НипковаНипкова
 

––
 

фиксированныйфиксированный
 

конфокальныйконфокальный
 эффектэффект; ; изображениеизображение

 
вв

 
реальномреальном

 
временивремени; ; большаябольшая

 чувствительностьчувствительность
 

вв
 

желтожелто--краснойкрасной
 

областиобласти. . 



ШирокопольнаяШирокопольная
 

ии
 

конфокальнаяконфокальная
 микроскопиямикроскопия

 
((толстыетолстые

 
препаратыпрепараты))



ШирокопольнаяШирокопольная
 

ии
 

конфокальнаяконфокальная
 микроскопиямикроскопия

 
((тонкийтонкий

 
препаратпрепарат))

МикротрубочкиМикротрубочки
 

вв
 

живойживой
 

клеткеклетке. . СлеваСлева
 

--
 

обычнаяобычная
 

флюоресцентнаяфлюоресцентная
 микроскопиямикроскопия; ; справасправа

 
--

 
конфокальнаяконфокальная

 
системасистема

 
сс

 
дискомдиском

 
НипковаНипкова..



ПараметрыПараметры, , определяющиеопределяющие  качествокачество  изображенияизображения
1. 1. ОтношениеОтношение

 
сигналсигнал//шумшум. . 

2. 2. НастройкиНастройки
 

микроскопамикроскопа
 

((юстировкаюстировка
 

лазерноголазерного
 пучкапучка, , установкаустановка

 
конфокальнойконфокальной

 
диафрагмыдиафрагмы, , 

установкаустановка
 

мощностимощности
 

лазералазера). ). 
3. 3. СкоростьСкорость

 
сканированиясканирования

 
((времявремя

 
экспозицииэкспозиции

 
точкиточки

 припри
 

растровойрастровой
 

микроскопиимикроскопии).).
4. 4. ТочностьТочность

 
работыработы

 
сканнерасканнера..

5. 5. ФотообесцвечиваниеФотообесцвечивание. . 
66. . ЗатеканиеЗатекание

 
сигналасигнала

 
изиз

 
соседнихсоседних

 
каналовканалов. . 

77. . АвтофлуоресценцияАвтофлуоресценция
 

препаратапрепарата. . 
88. . СферическаяСферическая

 
аберрацияаберрация

 
длядля

 
толстыхтолстых

 
препаратовпрепаратов. . 



ОценкаОценка
 скоростискорости

 сканированиясканирования
МаксимальноеМаксимальное

 
количествоколичество

 
фотоновфотонов

 
отот

 
однойодной

 
молекулымолекулы

 
FFmaxmax

 

::

FFmaxmax
 

= = S S ··
 

QQee
 

··
 

IIнаснас
 

··
 

Δ Δ tt
 

[[фотоновфотонов]],  ,  гдегде

SS
 

––
 

площадьплощадь
 

эффективногоэффективного
 

сечениясечения
 

молекулымолекулы; ; 

QQee
 

–– квантовыйквантовый
 

выходвыход
 

припри
 

даннойданной
 

длинедлине
 

волныволны
 

возбуждающеговозбуждающего
 светасвета;;

IIнаснас
 

–– максимальнаямаксимальная
 

интенсивностьинтенсивность
 

потокапотока
 

возбуждающеговозбуждающего
 

светасвета

Δ Δ tt
 

––
 

времявремя
 

освещенияосвещения
 

одногоодного
 

вокселавоксела
 

((~10~10--66

 
c) c) 

КоличествоКоличество
 

собранногособранного
 

светасвета
 

уменьшаетсяуменьшается
 

пропорциональнопропорционально
 квадратуквадрату

 
апертурыапертуры

 
объективаобъектива

 
ии

 
степенистепени

 
закрытиязакрытия

 
диафрагмыдиафрагмы

 передперед
 

детекторомдетектором. . 

ПриПри
 

сканированиисканировании
 

сс
 

максимальномаксимально
 

закрытымизакрытыми
 

диафрагмамидиафрагмами
 мощностьмощность

 
лазералазера

 
должнадолжна

 
бытьбыть

 
близкаблизка

 
кк

 
насыщающейнасыщающей, , ии

 
времявремя

 записизаписи
 

одногоодного
 

вокселавоксела
 

должнодолжно
 

бытьбыть
 

достаточнодостаточно
 

великовелико. . 



ЛазерыЛазеры  длядля  конфокальнойконфокальной  микроскопиимикроскопии
ГазовыеГазовые

 
лазерылазеры

 
––

 
аргоновыйаргоновый

 
(488, 514,5 (488, 514,5 нмнм

 
ии

 
дрдр.), .), 

гелийгелий
 

неоновыенеоновые
 

(541, 633 (541, 633 нмнм). ). 
НедостатокНедостаток

 
––

 
ограниченноеограниченное

 
времявремя

 
жизнижизни

 
(5000 (5000 часовчасов

 ии
 

менееменее) ) маломощныхмаломощных
 

лазеровлазеров. . 
ДиодныеДиодные

 
лазерылазеры

 
––

 
индивидуальныеиндивидуальные

 
длиныдлины

 
волнволн. . 

ВремяВремя
 

жизнижизни
 

зависитзависит
 

отот
 

мощностимощности. . ОптимальнаяОптимальная
 мощностьмощность

 
составляетсоставляет

 
болееболее

 
50 50 мВтмВт. . 

ДляДля
 

ограниченияограничения
 

мощностимощности
 

лазерноголазерного
 

пучкапучка
 применяетсяприменяется

 
либолибо

 
управлениеуправление

 
мощностьюмощностью

 
сс

 помощьюпомощью
 

регулируемыхрегулируемых
 

акустоакусто--оптическихоптических
 затворовзатворов, , либолибо

 
светофильтрысветофильтры. . 
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