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ВИДИМОЕ ЭЛЕКТРОМАГНИТНОЕ ИЗЛУЧЕНИЕ 
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ПОЧЕМУ ВАЖНА ОПТИЧЕСКАЯ МИКРОСКОПИЯ? 
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ДИФРАКЦИОННЫЙ  

ПРЕДЕЛ 

В случае некогерентного света, падающего на объект, 

наименьшее линейное расстояние, которое может разрешить 

оптическая система, определяется соотношением 

 

𝑑𝑚𝑖𝑛 =
𝜆

2𝑁𝐴
 

1873 год, Э. Аббе 

Числовая апертура NA = n ∙ sin(u /2), где u – угловая апертура 

объектива микроскопа, т. е. угол между крайними лучами 

конического светового пучка на входе оптической системы. 

Этим определяется ограничение на минимальный размер 

объекта, который можно уверенно разрешить с 

помощью оптического микроскопа.  



ОПТИЧЕСКОЕ РАЗРЕШЕНИЕ 
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ЕЩЁ ОДИН ВАРИАНТ ОЦЕНКИ 

ДИФРАКЦИОННОГО ПРЕДЕЛА 
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 Δx ∙Δpx ≥ h 

 |px| = p0 sin ϑ ≤ p0 sin(u /2) ≤ p0 

Можно считать, что для захваченного линзой фотона максимальная 

неопределённость импульса вдоль оси x в общем случае будет в два 

раза больше, чем модуль проекции импульса: Δpx = 2p0 sin(u/2). 

∆𝑥 ≥
𝜆

2𝑁𝐴
 

p0 = h /λ 

 Δpx = 2(h /λ)∙NA. 
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АППАРАТНАЯ ФУНКЦИЯ  

(ФУНКЦИЯ РАССЕЯНИЯ ТОЧКИ) 



АППАРАТНАЯ ФУНКЦИЯ  

(ФУНКЦИЯ РАССЕЯНИЯ ТОЧКИ) 
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ФЛУОРОФОРЫ 
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PROTEINS… 

GFP — белок, выделенный из медузы Aequorea victoria, 

который люминесцирует в зелёном диапазоне (max 509 нм) при 

освещении его синим светом. В настоящее время ген белка 

широко используется в качестве светящейся метки 

в клеточной и молекулярной биологии (размер ~ 3 нм). В 2008 

году О. Симомура, М. Чалфи и Р. Тсьен получили Нобелевскую 

премию по химии «за открытие и разработку зелёного 

флуоресцентного белка GFP». 
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В нанооптике этот белок  и его 

производные  (хромофоры с различными 

цветами люминесценции) используются в 

субволновой флуоресцентной 

спектроскопии с разрешением до 10 нм 



…ИЛИ КВАНТОВЫЕ ТОЧКИ 
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ФЛУОРЕСЦЕНТНАЯ МИКРОСКОПИЯ  

ШИРОКОГО ПОЛЯ 
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ФЛУОРЕСЦЕНТНАЯ СПЕКТРОСКОПИЯ  

ПОЛНОГО ВНУТРЕННЕГО ОТРАЖЕНИЯ 
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Интенсивность излучения, проникающего во вторую среду затухает по 

экспоненциальному закону, что позволяет детектировать флуоресцентные 

объекты, возбуждаемые этим излучением, в пограничном слое толщиной 

~100 нм с разрешением до 10 нм  



ПРИНЦИП TIRF МИКРОСКОПИИ 
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КОНФОКАЛЬНАЯ МИКРОСКОПИЯ 



КОНФОКАЛЬНАЯ МИКРОСКОПИЯ 
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ПРИМЕРЫ ИЗОБРАЖЕНИЙ 
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КОНФОКАЛЬНАЯ ФЛУОРЕСЦЕНТНАЯ 

СПЕКТРОСКОПИЯ С ДИСКОМ НИПКОВА 
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4-ПИ КОНФОКАЛЬНЫЙ ФЛУОРЕСЦЕНТНЫЙ 

МИКРОСКОП 

19 4π реализован на основе двухобъективной системы, которая позволяет 

улучшить разрешение вдоль оптической оси благодаря суммированию в 

фокальной точке двух встречных сферических фронтов света.  



ДВУХФОТОННЫЙ ЛАЗЕРНЫЙ МИКРОСКОП 

20 



ПРИНЦИП ДВУХФОТОННОЙ МИКРОСКОПИИ 
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Два фотона, обладающие низкой 

энергией, возбуждают флюорофор 

в течение одного квантового 

события. Результатом является 

последующее испускание 

возбужденными молекулами 

флюоресцентного фотона, энергия 

которого больше энергии 

возбуждающих фотонов. 

Вероятность того, что оба фотона 

возбуждения будут поглощены 

одной молекулой, очень мала. 

Поэтому необходимо мощное 

импульсное возбуждение. Для того 

чтобы получить двухмерное 

пиксельное изображение, 

производится сканирование в 

фокальной плоскости образца. 



ИЗОБРАЖЕНИЯ, ПОЛУЧЕННЫЕ 

ДВУХФОТОННЫМ 4-ПИ МИКРОСКОПОМ 
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МИКРОСКОПИЯ  

СТРУКТУРИРОВАННОГО ОСВЕЩЕНИЯ. 

23 Эффект муара 



И ВСЁ-ЖЕ… 
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МЕТОД ПОДАВЛЕНИЯ СПОНТАННОГО ИСПУСКАНИЯ 

В КОНФОКАЛЬНОЙ МИКРОСКОПИИ 
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МЕТОД ПОДАВЛЕНИЯ СПОНТАННОГО ИСПУСКАНИЯ 

В КОНФОКАЛЬНОЙ МИКРОСКОПИИ (STED) 
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МЕТОД ПОДАВЛЕНИЯ СПОНТАННОГО ИСПУСКАНИЯ 

В КОНФОКАЛЬНОЙ МИКРОСКОПИИ (STED) 



STED: РЕЗУЛЬТАТЫ 
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ПРИНЦИПЫ ОПТИЧЕСКОЙ МИКРОСКОПИИ 

СВЕРХВЫСОКОГО РАЗРЕШЕНИЯ 
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ПРИНЦИПЫ ОПТИЧЕСКОЙ МИКРОСКОПИИ 

СВЕРХВЫСОКОГО РАЗРЕШЕНИЯ 
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ПРИНЦИПЫ ОПТИЧЕСКОЙ МИКРОСКОПИИ 

СВЕРХВЫСОКОГО РАЗРЕШЕНИЯ 



МИКРОСКОПИЯ ФОТОАКТИВАЦИОННОЙ 

ЛОКАЛИЗАЦИИ 
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МИКРОСКОПИЯ ФОТОАКТИВАЦИОННОЙ 

ЛОКАЛИЗАЦИИ (PALM) 
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МИКРОСКОПИЯ ФОТОАКТИВАЦИОННОЙ 

ЛОКАЛИЗАЦИИ (PALM) 
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МИКРОСКОПИЯ ФОТОАКТИВАЦИОННОЙ 
ЛОКАЛИЗАЦИИ (PALM) 
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МИКРОСКОПИЯ СТОХАСТИЧЕСКОЙ 

ОПТИЧЕСКОЙ РЕКОНСТРУКЦИИ (STORM) 
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МИКРОСКОПИЯ СТОХАСТИЧЕСКОЙ 

ОПТИЧЕСКОЙ РЕКОНСТРУКЦИИ (STORM) 
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МИКРОСКОПИЯ СТОХАСТИЧЕСКОЙ 

ОПТИЧЕСКОЙ РЕКОНСТРУКЦИИ (STORM) 

Трехмерная локализация 

отдельных флуорофоров. 

Cхема иллюстрирует принцип 

определения координат Z 

флуоресцентного объекта из 

эллиптичности его 

изображения. 
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МИКРОСКОПИЯ СТОХАСТИЧЕСКОЙ 

ОПТИЧЕСКОЙ РЕКОНСТРУКЦИИ (STORM) 



ПРИМЕНЕНИЕ ПЛАЗМОНИКИ: НАНОСКОП 
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(Scanning Near-field Optical Microscope – SNOM) 
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ПРИНЦИПЫ МИКРОСКОПИИ SNOM 




