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(ЧАСТЬ 1)

Работа освещает современное состояние конфокальной лазерной сканирующей микроскопии (КЛСМ). Ста-
тья содержит историческую справку, анализ принципа работы, некоторые теоретические предпосылки, све-
дения об особенностях конструкций конфокальных микроскопов. В работе приведены достаточно подроб-
ные материалы о применении КЛСМ в биологии и медицине. Статья представлена двумя частями, из кото-
рых первая часть публикуется в настоящем номере. Работа адресована исследователям, инженерам, препо-
давателям и студентам для первоначального ознакомления с КЛСМ и ориентации в литературе.

В настоящее время конфокальные лазерные
сканирующие микроскопы (КЛСМ) получили ши-
рокое распространение в практике биологических
исследований и в методах медицинской диагно-
стики. Достижения в области точной механики,
оптики, вычислительной техники, флуоресцентной
микроскопии, реализованные в КСЛМ, позволили
значительно расширить возможности оптической
микроскопии.

В КЛСМ оптическая система формирует све-
тящееся пятно на заданной глубине микрообъекта,
что дает возможность путем сканирования полу-
чать послойное изображение препарата с контра-
стированием внутренних структур.

Программное обеспечение КЛСМ обеспечивает
визуализацию изображения, трехмерную реконст-
рукцию объекта (3-D), различные виды анализа
внутриклеточных структур, автоматизацию рабо-
ты всех систем.

В конфокальном микроскопе путем послойного
просматривания препарата достигнута возмож-
ность количественной оценки таких процессов,
как морфокинетика клеточного деления, возмож-
ность исследования фрагментов цитоскелета, изу-
чения адгезии и межклеточных взаимодействий,
возможность концентрационных измерений в
компартментах клетки, измерений проницаемости
цитоплазматических и митохондриальных мем-
бран, внутриклеточного pH и потенциалов на
клеточных мембранах, возможность введения ве-
ществ в клетку и наблюдения их физиологическо-
го действия, осуществления тонких процедур по
эмбриотехнологии, получения трехмерной рекон-
струкции клетки и т.д.

Развитию КЛСМ предшествовали следующие
обстоятельства. К 50-м годам было достигнуто со-
ответствие теоретически достижимых значений
основных характеристик оптических микроскопов,

таких как разрешение, глубина резкости, увеличе-
ние, отношение сигнал/шум — реальным характе-
ристикам, полученным в лучших образцах оптиче-
ских микроскопов. Однако запросы клеточной
биологии, цитологии, гистологии, аналитической
цитохимии и гистохимии, диагностической и
экспериментальной медицины, а также многих
промышленных технологий требовали более чув-
ствительных и метрологически строгих методов
анализа формы и пространственной структуры на-
блюдаемых объектов.

Это привело к развитию таких методов микро-
скопирования, принципиально отличающихся от
принципов классической оптической микроско-
пии, как электронная микроскопия, туннельная
микроскопия, атомно-силовая микроскопия, ска-
нирующая микроскопия.

К 80-м годам сформировалась база, которая по-
зволяла искать новые пути в создании систем оп-
тического анализа микрообъектов. Прежде всего,
это работы в следующих направлениях:

 вычислительная томография,
 теория распознавания образов,
 вычислительная техника,
 сканирующая техника,
 когерентная светооптика,
 создание широкого спектра флуоресцентных
зондов.
Совокупность достижений в этих направлениях и

запросы исследователей привели к развитию новой
области оптико-аналитического приборостроения —
конфокальной сканирующей микроскопии.

Некоторые характеристики различных типов
сканирующих микроскопов: акустического, элек-
тронного, туннельного, атомно-силового и конфо-
кального — приведены для сравнения в табл. 1.

Теория  и  практика  КЛСМ освещается в мно-
гочисленных  журналах, сборниках,  монографиях,
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Табл. 1. Сопоставление различных способов микроскопирования

Характери-
стики

Конфокальный
сканирующий оп-
тический микро-

скоп

Сканирующий
акустический
микроскоп

Сканирующий
электронный
микроскоп

Сканирующий
туннельный
микроскоп

Атомно-
силовой мик-

роскоп

Аппрокси-
мированное
поперечное
разрешение

0.2–10 мкм 10 нм – 2 мм 3–100 нм 0.1–1 нм 0.1 нм – 1 мкм

Размер
кадра, 2000
точек/кадр

400 мкм – 2 cм 10 мкм – 2 мм 6–200 мкм 0.2–1 мкм 0.2 мкм – 2 мм

Аппрокси-
мированное
разрешение
по оси Z на
уровне
3 дБ

0.3 мкм 10 нм – 5 мм 1 мкм 0.1 нм 0.5 нм

Преимуще-
ства

Не требуется ва-
куум, поперечные
срезы, возмож-
ность получения
изображения в ре-
альном времени,
непосредственное
наблюдение в
цвете. Режимы
наблюдения:
флюоресценция,
поляризация, фа-
зовый и интерфе-
ренционный кон-
трасты

Количествен-
ное исследова-
ние свойств
материалов и
вeществ. При-
годен для мно-
гих самых раз-
личных образ-
цов. Частично
эффективен
при исследова-
нии больших
объектов и
больших объе-
мов образцов

Высокое раз-
решение,
большая глу-
бина зрения и
изображения.
Является стан-
дартным при-
бором для ис-
следований в
полупровод-
никовой про-
мышленности

Разрешение на
уровне атомов и
атомных реше-
ток. Дает ин-
формацию об
объекте, кото-
рую невозможно
получить при
помощи других
средств и мето-
дов

Разрешение на
уровне атомов.
Позволяет из-
мерять маг-
нитные и элек-
тростатиче-
ские силы
взаимодейст-
вия, Ван-дер-
ваальсовы си-
лы и силы тре-
ния. Позволяет
формировать
изображения
поверхностей
относительно
крупных
структур

Недостатки Разрешение огра-
ничено дифрак-
цией. Невозмож-
но количествен-
ное определение
электрических
параметров

Образец дол-
жен быть по-
мещен в жид-
кую фазу или
содержать ее.
Медленное
формирование
изображения
из-за механи-
ческого скани-
рования

Требуется ва-
куум. Поэтому
не может быть
применен при
исследовании
многих биоло-
гических объ-
ектов. Может
повреждать
полупровод-
никовые об-
разцы

Исследуемые
структуры
должны обла-
дать свойством
проводимости.
Относительно
медленное ска-
нирование. Рас-
стояние от иглы
до образца
очень малое.
Образец легко
повреждается

Относительно
медленное
сканирование.
Расстояние от
иглы до образ-
ца очень мало.
Трудно иссле-
довать поверх-
ность глубоких
отверстий. Иг-
ла легко по-
вреждается
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справочниках, материалах конференций и симпо-
зиумов.

В отечественной литературе практически нет
публикаций, освещающих состояние этой области
научного приборостроения.

Авторы настоящего обзора не ставят своей
целью изложить все, что известно о КЛСМ. Наши
задачи значительно скромней, и мы адресуем
представленный ниже материал исследователям,
инженерам, преподавателям и студентам для пер-
воначального ознакомления с КЛСМ и для ориен-
тации в литературе при желании или необходимо-
сти более глубокого ее изучения.

В обзор включены следующие разделы:
 историческая справка,
 принцип работы КЛСМ,
 элементы теории КЛСМ,
 элементы конструкций КЛСМ,
 применение КЛСМ в биологии и медицине.
По каждому разделу приведена рекомендуемая

литература.

1. ИСТОРИЧЕСКАЯ СПРАВКА

Приоритет создания конфокального микроско-
па по схеме, содержащей основные элементы
КЛСМ последующих поколений, принадлежит из-
вестному специалисту в области искусственного
интеллекта М. Минскому. Цель, поставленная
М. Минским, состояла в разработке прибора, по-
зволяющего установить пространственные меж-
нейронные связи для выяснения механизмов
функционирования мозга. В 1957–1961 гг. им был
разработан, запатентован [1] и впоследствии опи-
сан [2] микроскоп, в котором были частично уст-
ранены причины, затрудняющие просматривать
детали объемного препарата на некоторой его глу-
бине из-за рассеяния и преломления светового по-
тока на оптически неоднородных фрагментах.

Повысить контрастность наблюдаемого участка
М. Минскому удалось благодаря фокусировке лу-

ча в глубине препарата и использованию специ-
альной игольчатой диафрагмы, расположенной
вблизи плоскости регистрации (pinhole). Для про-
сматривания всего препарата им был использован
принцип сканирования, описанный применитель-
но к микроскопической технике Юнгом и Роберт-
сом в 1951–1952 гг. [3, 4]

На рис. 1 представлена схема хода лучей в
конфокальном микроскопе Минского.

М. Минским в патенте и статье были отмечены
основные преимущества конфокального микро-
скопа:

 повышение качества сигнала за счет сниже-
ния уровня рассеянного света;
 увеличение эффективного разрешения;
 улучшение соотношения сигнал/шум;
 возможность исследовать объемные препа-
раты и объекты, рассеивающие свет;
 возможность сканирования в плоскости ХY
больших объектов;
 возможность сканирования по оси Z;
 выбор увеличения электронным способом;
 возможность количественного исследования
оптических свойств препаратов;
 возможность применения различных спосо-
бов микроскопирования: темное поле, фазовый
контраст, интерференционный контраст;
 простота контрастирования;
 возможность использования простых объек-
тивов из-за фокусировки луча в точку.
Эти возможности конфокального микроскопа

обеспечивали послойное наблюдение фрагментов
ткани с последующей трехмерной реконструкцией
изображения.

Возможности конфокальной микроскопии бы-
ли реализованы по мере прогресса в информатике,
когерентной оптике, точной механике, лазерной
технике, аналитической цитохимии.

1969 г. — П. Давидович использовал лазер в
конфокальном сканирующем микроскопе [5, 6].

1979 г. — Г. Бракенгоф с сотрудниками создал
первую конструкцию конфокального сканирую-
щего светового микроскопа для биологических
целей [7].

1980 г. — начало промышленного выпуска ла-
зерных сканирующих микроскопов (фирмы
Biorad, Leica, Nikon) с использованием унифици-
рованного сканирующего модуля, допускающего
сопряжение с современными световыми микро-
скопами.

1984 г. — реконструкция истинного трехмерно-
го изображения. Бертеро и Гродтешом [8] приме-
нительно к проблемам конфокальной микроско-
пии решена задача реконструкции истинного изо-
бражения на основе методов регуляризации Тихо-
нова и Арсенина. Кратко результат этой работы
может быть сформулирован следующим образом:

Рис. 1. Схема хода лучей в конфокальном мик-
роскопе Минского. 1 — источник излучения; 2,
6 — игольчатые диафрагмы; 3, 5 — объективы;
4 — сканирующий столик; 7 — приемник излу-
чения
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установлено полное соответствие подлинной
трехмерной структуры объекта со структурой ре-
конструированного изображения (3-D—реконст-
рукция).

1985–1988 гг. — создание конфокального мик-
роскопа, работающего в реальном времени и по-
зволяющего получить видимое изображение с ис-
пользованием принципа растрового сканирования
(М. Петран, М. Хадравский, М. Еггер и др. [9];
Г. Ксио, Т. Корл и Г. Кино [10]).

В 90-е годы в конфокальных микроскопах на-
чато использование волоконной оптики
(Т. Вильсон [11, 12], Т. Даббс, М. Гласс [13]).

С середины 80-х годов отмечается широкое
внедрение КЛСМ, разработанных и выпускаемых
зарубежными фирмами, в различные области
исследований, и в первую очередь в биологию и
медицину.

Фирма BioRad производит микроскопы
MRC 600, MRC 800, MRC 1000, MRC 1024.

Широко известны микроскопы фирмы С. Zeiss
LSM510 и LSM410. В настоящее время фирма вы-
пускает персональный КЛСМ LSM5-Pascal, а также
КЛСМ с многофотонным возбуждением LSM 510
NLO. Фирмой EG and Wallag создана двухдисковая
микролинзовая сканирующая система Ultra-View,
повышающая апертуру и чувствительность КЛСМ.
Лаборатория Fluor Dynamics в своей разработке
Asynchronous Pump-Probe Microscope использовала
эффект асинхронной накачки и возбуждения флуо-
ресценции и значительно улучшила латеральное
разрешение, снизив его до 100 нм и менее. Фирма
Leica разработала и поставляет на мировой рынок
микроскопы Leica TCS SP.

Фирма Olympus выпускает микроскопы Fluo
View, обеспечивающие получение конфокальных
флуоресцентных изображений и изображений в
интерференционном контрасте одновременно. Со-
вершенствует микроскопы с акустооптическими
дефлекторами фирма Noran. Фирма WiTek разра-
ботала многофункциональный КЛСМ CRM200,
позволяющий получать конфокальное изображе-
ние в рамановском спектре и работающий как
флуоресцентный КЛСМ и КЛСМ отраженного
света. Фирма WiTek разработала микроскоп
α-SNOM, позволяющий формировать изображе-
ние в ближнепольном и конфокальном режимах, а
также получать конфокальное изображение в ра-
мановских спектрах.

Фирма BioRad Microscience разработала высо-
коэффективную, скоростную конфокальную сис-
тему формирования изображения Radiance 2000.
Фирма Nicon (Япония) поставляет на рынок высо-
коскоростной КЛСМ РСМ 2000.

Еще одним активно развивающимся направ-
лением является мультифлуоресцентная конфо-
кальная лазерная сканирующая микроскопия.
Микрообъекты окрашиваются несколькими флуо-

ресцентными красителями, например FITS, Texas
Red (TR) и Cyanine 5, а возбуждение флуоресцен-
ции осуществляется одновременно несколькими
длинами волн (488, 568, 647 нм). Метод позволяет
получать объемные изображения микрообъектов в
реальных цветах флуоресценции.

Получила свое теоретическое и практическое
развитие мультифокальная многофотонная микро-
скопия. Этот вид оптической микроскопии позво-
ляет формировать объемное изображение как в
обычном флуоресцентном, так и конфокальном
режиме.

За последнее время достигнуты значительные
успехи в разработке алгоритмов и программ
управления КЛСМ, регистрации и обработки изо-
бражений и данных.

Фирмы, разрабатывающие конфокальные сис-
темы, используют существующее программное
обеспечение для управления КЛСМ и для форми-
рования и анализа изображений или разрабатыва-
ют собственные программы. Так, например, фирма
C. Zeiss для анализа изображений в лазерном
сканирующем микроскопе разработала пакет про-
грамм для 3-D изображений, который может
применяться в КЛСМ LSM 510 и LSM 310/410.

Фирма Applied Precision разработала про-
граммное обеспечение обработки трехмерного
изображения клеток и субклеточных структур Soft
WoRx TM Imaging Workstation для использования
в академических и биотехнологических лаборато-
риях.

Основные результаты по разработке КЛСМ
были доложены в 1989 г. в Амстердаме на Первой
Международной конференции по конфокальной
микроскопии и Второй Международной конфе-
ренции по формированию и анализу трехмерных
изображений в микроскопии.

С 1989 по 2000 год проведено двенадцать кон-
ференций по конфокальной микроскопии и трина-
дцать конференций по обработке и анализу изо-
бражений в микроскопии, а также большое
количество совещаний Общества по лазерной
микроскопии. Регулярно проводятся совещания
Американского микроскопического общества,
конференции Английского Королевского микро-
скопического общества. Материалы этих конфе-
ренций и совещаний дают представление о совре-
менном состоянии и путях развития КЛСМ.

2. ПРИНЦИП РАБОТЫ КЛСМ

Конфокальная микроскопия объединяет об-
ширную группу приборов, отличающихся метода-
ми микроскопирования, конструктивными элемен-
тами, функциональными схемами и программным
обеспечением. Схема КЛСМ с основными функ-
циональными связями показана на рис. 2.
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B этой схеме могут быть выделены следующие
блоки и системы:

 базовый микроскоп со сканирующим столи-
ком и автофокусировкой;
 конфокальный блок;
 система освещения;
 система управления, визуализации, реконст-
рукции объемного изображения и документи-
рования.
Основная особенность КЛСМ состоит в воз-

можности получения послойного изображения ис-
следуемого объекта (например, клетки) с высоким
разрешением и с низким уровнем шумов. Достига-
ется это путем пошагового сканирования объекта
сфокусированным пучком света от когерентного
источника или столиком, использованием специ-
фических флуоресцентных зондов и специальных
методов ограничения световых потоков. Принцип
работы КЛСМ иллюстрируется схемой, показан-
ной на рис. 3, которая содержит все основные эле-
менты оптической системы, обеспечивающей по-
строение конфокального изображения, и является
некоторым обобщением схем, представленных в
работах [14, 15, 16].

Световой поток возбуждения 6 от лазерного
источника поступает через светоделительную пла-
стину 5, сканирующую систему 4 на объектив 3 и
фокусируется в точку А плоскости исследуемого
препарата (например, клетки), находящейся в фо-
кусе. Полагаем, что внутриклеточные структуры
связаны с флуоресцентными зондами и точку А
фокусировки пучка можно рассматривать как то-
чечный источник света, поток флуоресценции от
которого через объектив 3, светоделительную пла-
стину 5, объектив 7 фокусируется в плоскости
игольчатой диафрагмы 9 ("pinhole") и регистриру-
ется фотодетектором 11. Освещенность потоком
возбуждения фрагментов препарата, лежащих вне
фокуса объектива вдоль оптической оси (точки В
и С), ниже, чем в точке А. Следовательно, состав-
ляющая освещенности мишени детектора от точек
В и С может быть существенно уменьшена. Пото-

Рис. 2. Структурная схема КЛСМ с основными
функциональными связями. 1 — сканирующий
столик; 2 — исследуемый образец; 3, 6 — объек-
тивы; 4 — сканирующее устройство; 5 — свето-
делительная пластина; 7, 9 — игольчатые диа-
фрагмы; 8 — приемник излучения; 10 — лазер;
11 — блок управления; 12 — компьютер; 13 —
привод для сканирования столика по оси Z

Рис. 3. Принципиальная схема, иллюстрирующая
работу КЛСМ. 1 — сканирующий столик; 2 —
исследуемый образец; 3, 7 — объективы; 4 —
сканирующее устройство; 5 — светоделительная
пластина; 6 — луч света от лазера; 8, 12 — изо-
бражение точек В и С; 9 — игольчатая диафраг-
ма; 10 — изображение точки А в центре игольча-
той диафрагмы; 11 — приемник излучения; 13,
15 — свечение точек В и С, находящихся вне
фокуса объектива 3; 14 — свечение точки А, на-
ходящейся в фокусе объектива 3
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ки флуоресценции, исходящие от точек В и С, ле-
жащих вне фокуса, как видно из рис. 3, ограничи-
ваются точечной диафрагмой и на детектор не по-
падают, либо попадает их малая часть. Таким об-
разом, при сканировании препарата в плоскости
XY детектором регистрируется сигнал, уровень ко-
торого определяется расстоянием от плоскости
сканирования вдоль координаты Z. Совмещение
фокуса объектива 3 с плоскостью сканирования и
фокуса объектива 7 с игольчатой диафрагмой от-
ражено в термине "конфокальность". Пошаговое
перемещение плоскости сканирования вдоль оси Z
позволяет получить серию контрастных послой-
ных изображений и реконструировать внутрен-
нюю трехмерную структуру (3-D) исследуемого
объекта. Качество изображения, разрешение в
плоскости XY и вдоль оси Z зависит от качества
оптики, качества сканирующих систем, размеров и
точности изготовления точечной диафрагмы, же-
сткости конструкции, эффективности используе-
мых алгоритмов обработки сигналов, специфич-
ности флуоресцентных зондов.

3. ЭЛЕМЕНТЫ ТЕОРИИ КЛСМ

Латеральное разрешение
Разрешающая способность определяет предел

различимости деталей изображения и поэтому
является одной из главных характеристик микро-
скопа.

В обычном микроскопе и КЛСМ механизмы
формирования изображения различны, и это раз-
личие косвенно находит выражение в значении
разрешающей способности.

Оценивается разрешающая способность по ха-
рактеру дифракционных явлений, возникающих
при микроскопировании близко расположенных
точечных светящихся объектов. Критерии ее
оценки основаны на анализе функции рассеяния
точки. До настоящего времени не удалось избе-
жать субъективности в выборе критериев, и по-
этому для количественного описания разрешения
оптических приборов используются различные
критерии — Рэлея, Спарроу, Дау, Шустера и т.д.
Наиболее распространены в применении к микро-
скопии критерии Рэлея и Спарроу [16, 17, 18, 19,
20].

Критерий Рэлея предполагает, что разрешение
микроскопа определяется расстоянием между
двумя некогерентными источниками света, при
котором максимум отклика на один источник ос-
вещения совпадает с первым нулем отклика на
другой [16, 19]. Разрешение по Рэлею численно
равно радиусу диска Эри и для обычного микро-
скопа равно:

NA
λR d s

61.0)( = ,                          (1)

где )(R d s  — разрешение по Рэлею для стандарт-
ного микроскопа, λ  — длина волны источника
света в нм, NA —  числовая апертура.

Критерий Рэлея формулируется следующим
образом: две точки различимы, если в картине
распределения интенсивности в средней точке
между ними имеется провал на 26.5 % от макси-
мального значения.

Критерий Спарроу получен в предположении,
что интенсивность посредине между двумя точка-
ми равна полной интенсивности одной точки или

( ) 0
d
d

02

2

==хx
x

Ι ,                   (2)

где I(x) — некогерентная сумма двух индивиду-
альных функций рассеяния точек.

Разрешение по критерию Спарроу обычного
микроскопа составляет

NA
λSd s

51.0)( = ,                           (3)

где )(Sd s  — разрешение по критерию Спарроу
для стандартного микроскопа.

Используется также критерий разрешения, оп-
ределяемый шириной функции рассеяния одной
светящейся точки на уровне 3 дБ:

NA
λ d s

51.0дБ)3( = .                           (4)

Ограничившись этими критериями, приведем
формулы для определения аналогичных критериев
разрешения для КЛСМ:

По Рэлею [19],

( )
NA

Rdc
λ56.0= ,                           (5)

где ( )Rdc  — разрешение по Рэлею для КЛСМ.
По Спарроу [19],

( )
NA

Sdc
λ51.0= ,                            (6)

где ( )Sdc  — разрешение по Спароу для КЛСМ.
Разрешение на уровне 3 дБ [19]:

( )
NA

d c
λ37.0дБ3 = ,                       (7)

где ( )дБ3cd  — разрешение на уровне 3 дБ для
КЛСМ.
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Сопоставляя приведенные соотношения для
некогерентных источников, получаем:

( )
( ) 08.1

56.0
61.0 ==

R d
R d

c

s ,

( )
( ) 0.1

51.0
51.0 ==

Sd
Sd

c

s ,                       (8)

( )
( ) 38.1

37.0
51.0

дБ3
дБ3

==
c

s

d
d

.

Использование в КЛСМ точечной диафрагмы,
размеры которой согласованы с увеличением мик-
роскопа и длиной волны, дает возможность повы-
сить разрешение немногим более чем на 10 %.

Очевидно, что разрешение КЛСМ и соответст-
венно возможности анализа тонких структур мо-
гут превышать аналогичные возможности обычно-
го микроскопа не более чем на 40 % в условиях
сканирования препарата тонким лучом.

Разрешающая способность КЛСМ зависит от
способа микроскопирования и освещения. Однако
основные соотношения в оценке разрешающей
способности обычных микроскопов и КЛСМ, при-
веденные выше, остаются в силе. Следует отме-
тить также, что разрешение КЛСМ определяется
как оптической системой, так и электронным
трактом обработки информации. Поэтому в конст-
рукции КЛСМ, его схемах должны быть согласо-
ваны такие параметры, как разрешение оптиче-
ской системы, шаг сканирования, характеристики
детектора, а также выбраны оптимальные алго-
ритмы обработки и соответствующее программное
обеспечение.

Осевое разрешение и послойное изображение
Главная особенность КЛСМ по сравнению с

обычным микроскопом состоит в том, что при де-
фокусировке препарата изображения его фрагмен-
тов, лежащие выше и ниже фокальной плоскости
вдоль оси Z, не попадают на детектор благодаря
применению игольчатой диафрагмы. В обычном
световом микроскопе при смещении плоскости
препарата относительно фокальной плоскости де-
тали изображения теряют резкость и яркость,
вследствие чего изображение становится неясным
и размытым. При необходимости микроскопиро-
вания объемного препарата элементы препарата,
удаленные от фокальной плоскости, создают шум,
на фоне которого выделение отдельных деталей
затруднено, а во многих случаях невозможно.

Для оценки глубины резкости обычного микро-
скопа используют формулу:







⋅

+=
MNA
n

NA
nT

7
1000

)(2 2
λ ,               (9)

где М — полное увеличение микроскопа, Т —
глубина резкости в мкм.

Второе слагаемое уравнения — геометрическая
глубина резкого изображения — учитывает остро-
ту зрения при просматривании изображения на
фотографии или экране. Очевидно, что в зависи-
мости от величины дефокусировки латеральное
разрешение будет ухудшаться. В КЛСМ количест-
венная оценка разрешающей способности по глу-
бине определяет качество реконструкции трех-
мерного изображения и уровень искажений,
связанных со снижением латерального разрешения
по глубине.

В общем случае глубина резкости КЛСМ зави-
сит от апертуры, длины волны, когерентности ис-
точников света и размеров игольчатой диафрагмы.

Получены соотношения для оценки глубины
резкости, учитывающие различные способы мик-
роскопирования КЛСМ. Исходные предпосылки
при выводе приведенных ниже соотношений най-
дены из анализа распределения освещенности
вдоль оптической оси.

Глубина фокуса КЛСМ с бесконечно малым
отверстием игольчатой диафрагмы при отражении
луча от плоских отражающих поверхностей по
уровню 3 дБ составляет:

( )
)cos1(

45.0дБ3
0

plane θ
λ

−
=

n
d z ,              (10)

где 0θ  — половина угла фокусировки луча на
линзе объектива.

Глубина резкости КЛСМ с бесконечно малым
отверстием игольчатой диафрагмы при отражении
луча от точечного отражателя по уровню 3 дБ:

( )
)cos1(

62.0дБ3
0

point θ
λ

−
=

n
d z .              (11)

В том случае, если наблюдаемый объект можно
рассматривать как множество точечных отражате-
лей, расположенных в исследуемом объеме хао-
тично, целесообразно пользоваться критерием
Спарроу [19], согласно которому

( )
)cos1(

89.0

0θ
λ

−
=

n
Sd z .                      (12)

Глубина резкости КЛСМ с бесконечно малым
отверстием игольчатой диафрагмы при освещении
флуоресцирующих плоских поверхностей [19] со-
ставляет:
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( )
)cos1(

67.0дБ3
0

plane
F 21

θ
λλλ

−
==

n
d z ,                (13)

где λ1 и λ2 — длины волн источника возбуждения
и флуоресценции соответственно.

И наконец, глубина резкости КЛСМ с щелевой
диафрагмой составляет для отражающего зеркала
и флуоресцирующей плоскости [19]

( )
)cos1(

54.0дБ3
0

щ
plane θ

λ
−

=
n

d z                  (14)

и

( )
)cos1(

95.0дБ3
0

щ
plane

F 21

θ
λλλ

−
==

n
d z              (15)

соответственно.
Численные значения глубины резкости КЛСМ

приведены в табл. 2, в которой значения dz(3 дБ)
найдены для апертуры NA = 0.95 в зависимости от
длин волн источника освещения. Из табл. 2 следу-
ет, что оценка возможности секционирования объ-
екта при микроскопировании КЛСМ в значитель-
ной степени зависит от формы, размера и внут-
ренней структуры объекта. Приведенные характе-
ристики разрешения по глубине КЛСМ получены
без учета размеров отверстий игольчатой или ще-
левой диафрагмы.

Влияние на разрешение КЛСМ диаметра
игольчатой диафрагмы

Игольчатая диафрагма (ИД) является основным
элементом конструкции, отличающим КЛСМ от
других типов микроскопов. Игольчатые диафраг-
мы предназначены для создания условий макси-
мальной или полной фильтрации света, попадаю-
щего в плоскость формирования изображения от
точек, не совпадающих с фокальной плоскостью
или находящихся рядом с анализируемым элемен-
том объекта в фокальной плоскости.

Выбор оптимального диаметра игольчатой
диафрагмы важен для получения требуемых ха-

рактеристик прибора. Приведенные выше соотно-
шения для оценки латерального разрешения и глу-
бины резкости КЛСМ были получены в предпо-
ложении, что игольчатая диафрагма имеет малое
отверстие, являясь светящейся точкой. Реально
размер игольчатой диафрагмы конечен, и от него
зависят поперечное разрешение прибора, яркость
освещенных элементов препарата, смещенных от-
носительно фокальной плоскости по оси Z, и глу-
бина резкости. При малых размерах диаметра
игольчатой диафрагмы световой поток становится
малым, что уменьшает отношение сигнал/шум и
снижает контрастность. При больших диаметрах
эффективность игольчатой диафрагмы снижается
за счет уменьшения апертуры. Исследованию это-
го вопроса посвящен ряд работ [16, 19].

Оптимальное значение диаметра игольчатой
диафрагмы получено из анализа осевого распреде-
ления интенсивности светового потока, исходяще-
го от светящейся точки, расположенной в фокаль-
ной плоскости:

NA
Ma opt

λ⋅= 25.0
)( .                       (16)

Показано [19], что глубина резкости КЛСМ за-
висит линейно от диаметра ИД и на уровне 3 дБ
для плоских отражающих поверхностей может
быть определена из формулы:

( )
0

plane sin
2дБ3
θ

α
⋅

=
M

d z .                  (17)

Соотношения справедливы для КЛСМ с пара-
ксиальной оптикой и перемещением препарата
сканирующим столиком.

В случае сканирования препарата лучом при
использовании одной и той же игольчатой диа-
фрагмы для прямого и отраженного лучей глубина
резкости конфокального сканирующего микро-
скопа, работающего в реальном масштабе времени
(КСМРВ), оценивается соотношением:

Табл. 2. Глубина резкости КЛСМ по различным способам микроскопирования

Длина волны
λ, нм

dz(3 дБ)plane,
нм

dz(3 дБ)point,
нм

dz(S),
нм

( ) 21
plane

F дБ3 λλ =
zd ,

нм
( )щplaneдБ3zd ,
нм

21щ
plane

F )дБ3( λλ =
zd ,

нм

633 412 568 815 614 495 870
546 357 490 703 529 427 751
436 284 391 562 423 341 593
365 237 327 470 354 285 502
248 162 222.5 319 240 194 341
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( ) 2

2

plane
4.7дБ3

M
ad z ⋅
⋅=

λ
.                         (18)

Таким образом, приняв, например, λ = 546 нм,
объектив 100х/NA=0.95, получаем

4.14)( =opta  мкм.

Для диафрагмы с диаметром отверстия 15 мкм
имеем:

 глубина резкости КЛСМ составляет
( ) 225.0дБ3 plane ≈zd  мкм;

 глубина резкости КСМРВ составляет
( ) 305.0дБ3 plane ≈zd  мкм.

Как правило, в современных конфокальных
микроскопах игольчатые диафрагмы размещены
на вращающемся барабане и имеют размеры 2–6–
8–10–20–40–100 мкм.

Выбор размера отверстия определяется скоро-
стью сканирования, структурой объекта, аперту-
рой и увеличением объектива, параметрами ФЭУ
и рядом других факторов. Набор диафрагм уста-
новлен в поворотном диске. Выбор нужной диа-
фрагмы осуществляется автоматически с по-
мощью шагового двигателя. Поворотный диск ус-
танавливается в измерительном модуле с возмож-
ностью юстировки по оси прибора и перпендику-
лярно ей.

Ориентировочно можно считать, что в КЛСМ
глубина резкости приблизительно в 1.4–1.5 раза
меньше, чем у обычного микроскопа, а латераль-
ное разрешение в том же соотношении выше.

Следует отметить, что оценка разрешения
КЛСМ и КСМРВ по уровню 3 дБ, заимствованная
из акустической техники [18], не всегда является
адекватной характеристикой системы, и в тех слу-
чаях, где это возможно, предпочтительней исполь-
зовать критерии Рэлея или Спарроу.

Для биологических объектов особое значение
приобретает использование конфокального прин-
ципа совместно с люминесцентными специфиче-
скими красителями — зондами, селективно свя-
занными с отдельными клеточными органеллами и
макромолекулами.

Это обстоятельство позволяет в плоскости изо-
бражения микроскопа наблюдать не картину, воз-
никающую в результате наложения свечения от
окрашенных деталей по всей толщине препарата
(по всей клетке), а картину флуоресцирующих
деталей в плоском сечении клетки.

Так как глубина резкости лежит в пределах ве-
личин от 0.162 до 0.414 мкм в зависимости от раз-
меров отверстия игольчатой диафрагмы и аперту-
ры объектива, то в этом диапазоне удается полу-
чать послойное изображение объектов. Шаг по вы-
соте может составить 50 мкм и более.

Следует отметить, что конфокальный путь —
не единственная возможность получения тонких
срезов образца. Достаточно напомнить, что анало-
гичные задачи решаются на макроуровне метода-
ми компьютерной томографии.

4. ТРЕХМЕРНАЯ РЕКОНСТРУКЦИЯ
ПРОСТРАНСТВЕННОГО ИЗОБРАЖЕНИЯ —

3-D РЕКОНСТРУКЦИЯ

Трехмерная реконструкция исследуемых объ-
ектов методами конфокальной микроскопии на-
правлена на решение двух задач:

 визуализации объемного изображения объ-
екта, полученного путем "сборки" его оптиче-
ских срезов;
 количественного анализа внутренних струк-
тур объекта.
Проблема 3-D реконструкции не является спе-

цифической проблемой конфокальной микроско-
пии. Методы 3-D реконструкции базируются на
исследованиях, связанных с формированием и об-
работкой изображений в дифрактометрии, рентге-
новской кристаллографии, рентгеновской томо-
графии, электронной и акустической микроско-
пии, с секционированием объекта на промежуточ-
ных носителях и т.д.

Формированию изображений посвящена об-
ширная литература (например, [21–26]), которая в
значительной степени использована при создании
теоретической базы конфокальной микроскопии.
В КЛСМ элементарным объектом наблюдения яв-
ляется малый объем препарата в точке фокусиров-
ки падающего луча (voxel).

Реконструкция трехмерного изображения ис-
следуемого объекта по результатам анализа его
малых объемов в КЛСМ сопряжена с решением
обратной задачи нахождения входного сигнала по
импульсному отклику системы и с необходимо-
стью устранений искажений, вносимых как опти-
ческими, так и электрическими каналами передачи
сигнала.

Эти искажения носят общий для электронно-
оптических систем характер и вместе с тем отра-
жают специфику различных методов конфокаль-
ной микроскопии (сканирование столиками и ска-
нирование лучом, аберрации оптической системы,
способ микроскопирования и т.д.).

В рамках настоящего обзора нет необходимо-
сти, да и возможности приводить подробные
сведения о реконструкции 3-D изображения при-
менительно ко всем случаям использования
КЛСМ. Значительная часть этих сведений содер-
жится в литературе [27–29].

Задача реконструкции истинного изображения
по экспериментальным результатам решается на
основе методов регуляризации Тихонова и др. [30,
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31]. Методы регуляризации применительно к про-
блемам конфокальной микроскопии были разра-
ботаны Бертеро и др. [32].

Общий же путь решения проблемы реконст-
рукции 3-D изображения в конфокальной микро-
скопии освещен в работах Агарда [33], Хараока и
др. [34] и состоит в следующем.

Наблюдаемое изображение объекта может быть
представлено сверткой двух функций

( ) ( ){

( )} ,ddd,,

,,,,

''''''

'''

' ' '

zyxzzyyxx

zyxOzyxi
x y z

−−−×

×= ∫ ∫ ∫
ρ           (19)

где ( )zyxi ,,  — наблюдаемое изображение;
( )''' ,, zyxO  — объект, или истинное изображение;
( )''' ,, zzyyxx −−−ρ  — функция рассеяния точ-

ки; ,,, zyx  — координаты точки в плоскости пре-
парата; ''' ,, zyx  — вспомогательные параметры
интегрирования.

Или

( )zyxi ,, = ( ) ( )zyxOzyx ,,,, ⊗ρ .

В терминах Фурье-преобразования:

( ) ( ) ( )wvuOwvuwvui ,,,,,, ⊗= ρ ,            (20)

где wvu ,,  — переменные, сопряженные с коорди-
натами ,,, zyx  а ( )wvuO ,,  — оптическая переда-
точная функция (ОПФ). Для решения обратной
задачи нахождения ( )zyxi ,,  необходимо знать
трехмерную функцию рассеяния точки ( )zyxO ,, .
В ряде работ приведена формула для аппроксима-
ции двухмерной ОПФ в зависимости от дефокуси-
ровки объектива ( ).,vuzρ

Полная трехмерная ОПФ может быть найдена
при помощи Фурье-преобразования:

( ) zevuwvu
z

zwd),(,, 2i∫= πρρ .             (21)

При известной ОПФ для решения задачи 3-D
реконструкции предложен ряд методов:

 аппроксимационные методы [30, 31],
 методы линейной фильтрации [35, 36],
 итеративные методы [33, 37], программы
реализации которых составляют 10–20 % стои-
мости КЛСМ.
В случае некогерентного излучения точечных

источников отраженного света (флуоресцирую-
щий препарат) процедура свертки дифракционной
картины с функцией рассеяния точки оптической
системы значительно повышает разрешение. Это
явление, характерное для КЛСМ, в литературе
описано как сверхразрешение (super resolution)

[32], и его значение при высоких апертурах может
достигать 4-кратного превышения по сравнению с
разрешением микроскопа в обычных условиях.

5. СКАНИРУЮЩИЕ СИСТЕМЫ

Сканирующие системы КЛСМ принципиально
не отличаются от аналогичных систем, применяе-
мых в обычных сканирующих микроскопах. Од-
нако высокое разрешение и необходимость скани-
рования по трем осям выдвигают жесткие требо-
вания к точности сканирования и быстродейст-
вию. Естественно также, что шаг сканирования в
плоскости препарата и скорость сканирования
должны быть согласованы с характеристиками де-
тектора и учитывать особенности препарата. Эти
обстоятельства послужили поводом для интенсив-
ных исследований различных методов сканирова-
ния и сопоставления их достоинств и недостатков.

Наиболее существенное влияние на эксплуата-
ционные характеристики и конструктивные осо-
бенности микроскопов оказывает способ переме-
щения луча, освещающего препарат, относительно
препарата. По этому признаку все сканирующие
системы подразделяются на системы сканирова-
ния лучом и системы сканирования столиком. При
сканировании столиком достигается параксиаль-
ность оптической системы. Сканирование лучом,
имея преимущество в скорости по сравнению со
сканированием столиком, несколько уступает по-
следнему в разрешении и уровне искажений, т.к. в
первом случае неизбежно отклонение луча от
главной оси оптической системы.

Большинство коммерческих конфокальных
микроскопов оборудованы как системами сканиро-
вания лучом, так и сканирующими столиками. На
рис. 4 приведена схема конфокального микроскопа
PHOIBOS, оснащенного зеркальной сканирующей
системой (на рисунке показан один канал сканиро-
вания). Поворот сканирующего зеркала относи-
тельно оси О обеспечивает перемещение светового
пятна вдоль одной из осей в плоскости препарата.

Схема, показанная на рис. 5, иллюстрирует вза-
имное расположение сканирующих зеркал, при
повороте которых относительно соответствующих
осей достигается сканирование препарата в плос-
кости XY. Возможно перемещение светового пятна
в плоскости препарата путем вращения зеркала
относительно некоторого центра (так называемые
однозеркальные сканирующие системы).

В зеркальных сканирующих устройствах
управление положением зеркал в большинстве
случаев осуществляется механизмами магнито-
электрического (гальванометрического) действия,
которые по конструктивному исполнению делятся
на две группы [38]: рамочные (рис. 6, а) и петле-
вые (рис. 6, б).
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В устройствах первой группы световой луч пе-
реводится на различные участки исследуемого
объекта колеблющимся зеркалом 3, которое за-
креплено на токопроводящей рамке 2, находящей-
ся в магнитном поле постоянного магнита. Угол
поворота зеркала определяется направлением и
величиной тока в рамке и упругостью пружины 1.

В устройствах второй группы зеркало 3 закреп-
лено на струнах 2 из немагнитного сплава, обра-
зующих петлю, расположенную в поле постоянно-
го магнита. При протекании через петлю тока соз-
дается вращающий момент, пропорциональный
величине тока. Вращающий момент петли, как и в
предыдущем случае, уравновешивается моментом
пружины 1, обеспечивая заданный угол поворота
зеркала. Естественный недостаток таких систем
состоит в сравнительно низком их быстродейст-
вии. Этот недостаток частично устранен в резо-
нансных магнитоэлектрических системах, частота
работы которых в КЛСМ обычно составляет 8 кгц
и обеспечивает сканирование 30 кадров в секунду
по 512×484 пиксела.

В ранних конструкциях сканирующих микро-
скопов использовались и другие способы управле-
ния положением зеркал (например, вращающиеся
зеркальные барабаны).

Сканирование вращающимися дисками с от-
верстиями в непрозрачном экране осуществляется
дисками Нипкова. Диски Нипкова в модифициро-
ванном варианте (рис. 7) нашли широкое приме-
нение в КЛСМ. На рис. 7 показана проекция луча
2 на диск 3. Диск имеет множество игольчатых
диафрагм 1 такого диаметра, что их можно счи-
тать точечными источниками, засвечивающими
исследуемый объект. На рис. 8 представлена кар-
тина хода лучей от двух игольчатых диафрагм 15
диска 7. Диск освещен лучем света 14 лазера 13.
Игольчатые диафрагмы редуцируют этот луч в
малые световые потоки возбуждения. Световые
потоки люминисценции, пройдя через игольчатые
диафрагмы, светоделительную пластину 8 и объ-
ектив 9, регистрируются приемником 10.  Разме-
щение  игольчатых  диафрагм  на  поверхности
диска определяет закон сканирования. Использо-
вание диска Нипкова, вращающегося со скоро-
стью 2400 об/мин дает возможность сканировать
640 кадров в секунду. Сканирующие системы с
дисками Нипкова используются в конфокальных
микроскопах реального времени. Их применение
ограничено разрешением и вибрацией оптической
системы микроскопа. Эти недостатки устранены в
акустооптических дефлекторах.

В акустооптических дефлекторах под действи-
ем ультразвука изменяется плотность прелом-
ляющей среды, что в свою очередь приводит к
пространственному изменению ее показателя пре-
ломления в результате упруго оптического эффек-
та. Рис. 9 иллюстрирует принцип работы акусто-

Рис. 4. Схема оптомеханического конфокального
сканирующего лазерного микроскопа PHOIBOS.
Показано только одно из сканирующих зеркал.
1 — аргоновый лазер, 2 — фотоприемник, 3 —
"игольчатая" диафрагма, 4 — окуляр приемника,
5 — светоделительная пластина, 6 — сканирую-
щие зеркала, 7 — объектив, 8 — препарат

Рис. 5. Положение сканирующих зеркал, обеспе-
чивающих перемещение луча в плоскости ХY

Рис. 6. Схема магнитоэлектрического принципа
сканирования. 1 — возвращающая пружина; 2,
4 — токопроводящая рамка (а) или нить (б); 3 —
сканирующее зеркало

О

лучи

а        б
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оптического дефлектора. Луч света 3 от лазера че-
рез входное окно 4 попадает в ультразвуковую
ячейку 2. Генерируемые генератором ультразвука
9 волны от излучателя 1 проходят через среду 8.
Изменение показателя преломления среды под
действием ультразвука приводит к изменению на-
правления выходного луча 7 от первоначального
направления на угол θ, причем






 ⋅∆⋅= tfnL π

λ
πθ 2cos2arcsin ,          (22)

где L — длина пути света в ячейке, λ и f — длина
волны и частота ультразвука соответственно,
∆n — максимальное изменение показателя пре-
ломления в ячейке под действием ультразвука.

На рис. 10 представлена схема КЛСМ с акусто-
оптическим дефлектором. Луч от лазера 5, пройдя
через оптическую систему преобразования лазер-
ного луча 6, светоделительную пластину 8, попа-
дает на двумерную акустооптическую ячейку 12 и
далее через объектив 13 на исследуемую точку в
плоскости фокусировки луча 2 в препарате 1. По-
ток флуоресцентного излучения, направляемый
оптической системой микроскопа, поступает на
приемник излучения 11. Несмотря на то что дина-
мические показатели акустооптических дефлекто-
ров высоки, их применение ограничено незначи-
тельным углом отклонения луча и сложностью оп-
тической системы. Поэтому в большинстве КЛСМ
применяются комбинированные системы сканиро-
вания, обеспечивающие оптимальное использова-
ние преимуществ различных способов.

Системы сканирования в КЛСМ можно клас-
сифицировать следующим образом.

А. Сканирование лучом.
— Зеркальные системы: однозеркальные [39],
двухзеркальные, резонансные магнитоэлектри-
ческие [40].
— Световолоконные системы: одноволоконные
[41], многоволоконные [42].
— Сканирование объективом:

 пьезоэлектрическое перемещение объек-
тива по осям Х, Y [43],

 пьезоэлектрическое перемещение объек-
тива по оси Z [44].

— Акустооптические дефлекторы луча: два
акустооптических дефлектора для сканирова-
ния по осям Х и Y[45].
— Дисковые системы:

 односпиральные односторонние [46, 47,
48] и двухсторонние [49],

 многоспиральные односторонние [50] и
двухсторонние [49].

— Комбинированные системы: акустооптиче-
ский дефлектор по оси Y и сканирование зерка-
лом по оси Х [51].

Рис. 7. Схема модифицированного диска Нипко-
ва. 1 — "игольчатая" диафрагма, 2 — сечение
пучка света от лазера.

Рис. 8. Схема КЛСМ со сканирующим модифи-
цированным диском Нипкова. 1 — сканирую-
щий столик; 2 — исследуемый объект; 3 —
плоскость среза В; 4 — плоскость среза А; 5 —
флуоресцентное свечение частиц красителя; 6 —
первый объектив; 7 — модифицированный диск
Нипкова, сканирующий по плоскости ХY; 8 —
светоделительная пластина; 9 — второй объек-
тив; 10 — приемник излучения; 11 — оптиче-
ская система преобразования лазерного пучка;
12 — игольчатая диафрагма; 13 — лазер; 14 —
пучок света от лазера, 15 — "игольчатые" диа-
фрагмы в диске, 16 — свет после игольчатой
диафрагмы, 17 — сканирование столика по оси Z



KОНФОКАЛЬНАЯ  ЛАЗЕРНАЯ  СКАНИРУЮЩАЯ  МИКРОСКОПИЯ...

НАУЧНОЕ ПРИБОРОСТРОЕНИЕ, 2001, том 11, № 2

15

Б. Сканирование столиком.
— Шаговый привод: сканирующий столик с
шаговыми двигателями по осям Х, Y, Z [52, 53].
— Комбинированный привод: сканирующий
столик с шаговым двигателем по осям X, Y и
пьезоэлектрический привод по оси Z [52, 53].
Практически все КЛСМ оснащены сканирую-

щими столиками, обеспечивающими поиск объек-
та наблюдения, позиционирование, фокусировку и
сканирование в тех случаях, когда необходимо ис-
следовать препарат с минимальными оптическими
искажениями. В качестве приводов сканирующих
столиков широко используются шаговые двигате-
ли и пьезокерамические двигатели. Обычный ре-
жим шагового перемещения столика может быть
охарактеризован шагом, величина которого лежит
в диапазоне 0.1–1.0 мкм при частоте шагового
двигателя 500 гц. Однако известны коммерческие
сканирующие столики, величина шага у которых
составляет 1.0 нм. Следует отметить, что в на-
стоящее время сканирующие столики выпускают-
ся в виде самостоятельных модулей универсально-
го применения, которыми комплектуются различ-
ные типы микроскопов, в том числе и КЛСМ.

Перечисленные выше системы не охватывают все-
го разнообразия используемых методов сканирова-
ния. Развитие методов сканирования в КЛСМ про-
должает совершенствоваться и в настоящее время.

Завершающая часть статьи, содержащая сведе-
ния об источниках освещения, флуоресцентных
красителях и применении КЛСМ в биологии и ме-
дицине, будет опубликована в одном из следую-
щих номеров журнала "Научное приборострое-
ние".
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CONFOCAL  LASER  SCANNING  MICROSCOPY:
PRINCIPLES,  ARRANGEMENT,  APPLICATION

(PART 1)

E. I. Lezhnev, I. I. Popova, S. V. Kuzmin, S. M. Slashchev

Institute of Theoretical and Experimental Biophysics RAS, Pushchino

The paper illustrates the current state of confocal laser scanning microscopy (CLSM). The article includes
historical information, the analysis of the principle of operation, some theoretical background, design features of
confocal microscopes. The fairly detailed information on the application of CLSM in biology and medicine is
given. The paper is presented in two parts. The first one is published in the present issue. The work is addressed
to researchers, engineers, teachers, and students as an introduction to CLSM and as a guide in the related scien-
tific literature.


