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Во второй части обзора приводятся сведения об особенностях применения КЛСМ в биологических исследо-
ваниях. В центре обсуждения — флуоресцентные методы, наиболее широко используемые в биологии и ме-
дицине. Приведены достаточно подробные данные о флуоресцентных красителях и стандартах для настрой-
ки КЛСМ, поскольку их номенклатура целиком сформирована зарубежными производителями и поставщи-
ками и относится к расходным материалам. Свойства красителей определяют характеристики применяемых
источников света и фотодетекторов. Из многочисленных примеров применения КЛСМ рассмотрены те, ко-
торые, по мнению авторов, могут сформировать представление у читателя о возможностях этой области
аналитической микроскопии. В качестве примеров приведены краткие описания коммерческих КЛСМ, по-
ставляемых на рынок ведущими фирмами, выпускающими оптическое оборудование для научных исследо-
ваний.

6. ФЛУОРЕСЦЕНТНЫЕ ЗОНДЫ
И ИСТОЧНИКИ ИЗЛУЧЕНИЯ

Основные преимущества конфокальной микро-
скопии в биологических исследованиях реализу-
ются при использовании флуоресцентных краси-
телей — зондов. Это обстоятельство оказало су-
щественное влияние на конструкции КЛСМ, фор-
мирование световых потоков, детектирование,
фильтрацию, алгоритмы обработки сигналов и ре-
конструкцию изображений. Естественно, что при
развитии конфокальной микроскопии в первую
очередь применялись флуорохромы, используе-
мые в обычной флуоресцентной микроскопии,
проточной цитометрии и других методах флуо-
ресцентного анализа. Вместе с этим специфика
применения красителей в КЛСМ — степень на-
сыщения, смещение спектров флуоресценции,
требование устойчивости к фотовыцветанию, без-
артефактность, а также возрастающий перечень
мишеней исследования — служит поводом для
непрерывной разработки флуорохромов новых по-
колений и совершенствования известных.

В качестве примера новых красителей могут
быть названы красители группы Alexa [1]. Краси-
тели этой группы обладают высокой фотоустой-
чивостью, стабильностью, интенсивностью флуо-
ресценции. Перечень наиболее широко применяе-
мых в конфокальной микроскопии флуоресцент-
ных красителей приведен в табл. 1 [2]. В таблице
указаны длины волн и типы лазеров, наиболее
подходящих для возбуждения флуоресцентных
красителей: аргоновый (Ar), аргон-криптоновый
(ArKr), гелий-неоновый (HeNe), криптон-
аргоновый (KrAr), аргоновый ультрафиолетовый

(ArUV). Кроме указанных типов лазеров в конфо-
кальной микроскопии используются и другие ис-
точники света в зависимости от типа конкретного
микроскопа, например ртутные лампы высокого
давления, лазерные диоды, ртутно-ксеноновые
лампы. Подробно различные источники света для
конфокальной микроскопии рассмотрены в спра-
вочнике под ред. J.B. Pawley [3].

Основным фактором, на который следует обра-
тить внимание при выборе конкретного флуоро-
хрома, является степень его устойчивости к ин-
тенсивности светового потока возбуждения. Поток
возбуждения в КЛСМ обеспечивается лазерными
источниками света. Интенсивность потока возбу-
ждения в КЛСМ в области фокусировки при ла-
зерном освещении значительно выше, чем в обыч-
ном флуоресцентном микроскопе с освещением
препарата от ртутной лампы. Однако полная доза
облучения всего препарата в КЛСМ может быть
значительно ниже, чем в обычном микроскопе, так
как световому воздействию подвергается малая
доля препарата. Уменьшению степени выцветания
препарата способствует возможность ослабления
интенсивности излучения лазера до значения, согла-
сованного со скоростью сканирования и интенсив-
ностью флуоресценции применяемых красителей.

Фирмы, выпускающие КЛСМ, как правило, ре-
комендуют перечень красителей, спектры поглоще-
ния которых хорошо согласованы с линиями приме-
няемых в этих микроскопах лазеров и с оптическими
элементами  модулей  сканирования.  Основным  ис-
точником  света,  применяемым  в  конфокальной
микроскопии,  следует  считать  охлаждаемый  воз-
духом аргон-ионовый лазер, которым укомплекто-
вано большинство коммерческих КЛСМ.
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Табл. 1. Красители, используемые в конфокальной микроскопии

Красители
Длина  волны

возбуждения, нм /
тип лазера

Длина вол-
ны флуо-

ресцентного
излучения,

нм

Примечание

Lucifer yellow СН 425   / Ar 533 Нейроны, межклеточные
взаимодействия

BODIPY 665   / HeNe, ArKr 676 Нейтральные липиды
BODY-PY FL LDL 515   / Ar 520 Клеточные LDL-рецепторы
TRITC 542   / HeNe, ArKr 572 Белковые конъюгаты,

флуоресцирующие антитела
Rhodamine Red-Х 560   / HeNe, ArKr 580 Белки, олигонуклеотиды
Lissameine
Rhodamine Red-B

570   / HeNe, ArKr 590 Белковые конъюгаты

Texas Red-X 560   / HeNe, ArKr 590 Белки, олигонуклеотиды
Texas Red  (конъюгаты и
производные)

583   / HeNe, ArKr 603 Вторая метка при
окрашивании другими
флуоресцентными
красителями

DiL 576   / HeNe, ArKr 599 Структура мембран
Trans Fluospheres 488   / Ar, ArKr 560÷720 Внутриклеточные процессы и

межклеточные взаимодействия
DAPI 358   / ArKr 461 ДНК, РНК
Hoechst 33342 333   / KrAr,ArUV 483 ДНК
Hoechst 33258 345   / KrAr 478 ДНК
YOYO-1 491   / Ar, ArKr 509 ДНК
Mithramycin 445   / Ar 575 ДНК
Acridine Orange 503   / Ar, ArKr 525 / 650 ДНК, РНК
Ettridium Bromide 518   / Ar 605 ДНК, РНК
Sitox Green 504   / Ar, ArKr 523 Соотношение живых и

мертвых клеток, ДНК
TOTO-3 642   / HeNe, ArKr 660 Соотношение живых и

мертвых клеток, ДНК
Indo-1 338   / KrAr 401, 475 Измерение концентрации Са2+

Fluo-3 506   / Ar, ArKr 526 Внутриклеточный Са2+

Rhod-2 552   / HeNe, ArKr 581 Внутриклеточный Са2+

Fura Red 450÷500   / Ar, ArKr 660 Внутриклеточный Са2+

Fura Indoline C-18 498   / Ar, ArKr 694 Концентрация Са2+ в
мембранах

Oregon Green 488  BARTA 494   / Ar, ArKr 523 Внутриклеточный Са2+

Magnesium Green 506   / Ar 531 Внутриклеточный Mg2+

Sodium Green 507   / Ar 735 Внутриклеточный Nа+

SNARF 580   / ArKr 640 Внутриклеточный рН
Lucigenin 455, 368   / Ar, KrAr 505 Митохондрии, фагоцитоз, ин-

дикатор Cl-
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Табл. 1 (продолжение)

Красители
Длина  волны

возбуждения, нм/
тип лазера

Длина вол-
ны флуо-

ресцентного
излучения,

нм

Примечание

FITC 494   / Ar 519 Белки, аминокислотные
последовательности
Конъюгаты олигонуклеотидов и
пептидов

Oregon Green 514 506   / Ar 526 Белки
TMR 555   / HeNe, ArKr 580 Белковые конъюгаты,

РН-зависимые процессы
7-AAD 546   / HeNe 647 ДНК (селективная связь с

участками G-С)
Histamin fluorescein 493   / Ar 516 Гистаминовая проба
FlCRhR 500   / Ar 517 C-АМР в живых клетках
BC ECF AM 300   / KrAr, ArUV 535 Цитотоксичность,

пролиферативная активность

Как видно из табл. 1, три типа лазеров Ar (458,
488, 514 нм), ArKr (488, 568, 647 нм) и HeNe (543,
633нм) обеспечивают возможность возбуждения
большинства используемых в конфокальной
микроскопии флуоресцентных красителей в види-
мой области, а лазеры KrAr (351, 364 нм) и ArUV
(360нм) — в ультрафиолетовой области.

7. ФОТОДЕТЕКТОРЫ В КЛСМ

Роль фотодетекторов в КЛСМ, как и в других
оптико-электронных приборах, состоит в преобра-
зовании оптического сигнала в его электронный
эквивалент. Корректировка сигналов, реконструк-
ция изображения, его визуализация, количествен-
ная оценка исследуемых структур и процессов,
архивирование полученных результатов осущест-
вляется средствами вычислительной техники.

Анализ структур и процессов методом  флуо-
ресцентной конфокальной микроскопии (считаем
уместным еще раз отметить определяющее значе-
ние и перспективность этого метода в биологиче-
ских исследованиях) сопряжен с необходимостью
регистрации отдельных составляющих полихро-
матического сигнала. Поэтому фотоприемным
устройствам КЛСМ предшествует система опти-
ческого преобразования сигнала, работа которой
иллюстрируется схемой конфокального сканера
LEICA TCS 4D, приведенной на рис. 1. В
подрисуночном тексте сделаны соответствующие
пояснения к схеме. На схеме можно проследить

Рис. 1.  Схема оптического разделения полихро-
матического луча на монохроматические состав-
ляющие в конфокальном микроскопе TCS 4D
фирмы Leica. 1 — сканирующее зеркало, 2 —
блок дихроичных зеркал в канале возбуждения,
3 — блок сменных измерительных конфокаль-
ных диафрагм, 4 — блоки дихроичных зеркал в
каналах измерения, 5 — дихроичное зеркало,
6 — линза, 7 — осветительная конфокальная
диафрагма, 8 — блок с запирающими фильтра-
ми, 9 — линза сканера, 10 — объектив, 11 — фо-
тоумножители, 12 — оптическая волоконная
связь с лазером, 13 — блок фильтров возбужде-
ния, 14 — объектив микроскопа
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ход лучей, поступающих от лазерного источника
освещения. В конфокальном сканере LEICA TCS
4D использованы многомодовые Ar- и ArKr-
лазеры и ArUV-лазер. Лазерный луч (в общем
случае полихроматический), пройдя один из вход-
ных фильтров и световод, по оптическому тракту
сканера и микроскопа поступает на препарат,
структуры которого могут содержать различные
красители, и трансформируется в люминисцентное
излучение (в общем случае тоже полихроматиче-
ское). Система барьерных фильтров и дихроичных
зеркал обеспечивает регистрацию каждым детек-
тором выбранной монохроматической составляю-
щей люминисцентного излучения на каждом шаге
сканирования. В качестве детекторов в конфо-
кальном сканере LEICA TCS 4D используются вы-
сокочувствительные быстродействующие фото-
электронные умножители (ФЭУ). Аналогичные
схемы, отличающиеся конструктивными элемен-
тами, содержат конфокальные блоки большинства
КЛСМ.

В работах [4, 5] детально проанализированы
характеристики, достоинства и недостатки ис-
пользуемых в КЛСМ детекторов и сформулирова-
ны требования, предъявляемые к ним. Основное
требование состоит в том, чтобы система детекти-
рования сигнала не снижала достигнутые в КЛСМ
показатели по разрешению, быстродействию и не
вносила дополнительных искажений. В КЛСМ в
качестве детекторов нашли применение ФЭУ и
многоэлементные твердотельные детекторы
(ТТД). В настоящее время в КЛСМ со сканирова-
нием столиком и лучом применяются фотоэлек-
тронные умножители. Их достоинства состоят в
высоком быстродействии (разрешение по времени
составляет 0.2–0.5 нсек) и малом темновом токе. В
табл. 2 приведены характеристики фотокатодов
современных ФЭУ. Эти характеристики могут
быть полезными при выборе типа ФЭУ. Однако
малая квантовая эффективность (QE 3–20 %) и
спектральная зависимость ограничивают их при-
менение при работе в режиме реального времени.

Табл. 2.  Состав и спектральные характеристики фотокатодов ФЭУ

Материал фотокатодов.
Обозначение / Состав

Материал окна
Красная
граница
чувстви-
тельности,

нм

Длина
волны на

max чувст-
вительно-
сти λ max,

нм

Световая
чувстви-
тельность
на λ max,
мА/Вт

Кванто-
вый  вы-
ход  на
λ max,  %

Серебряно-кислородно-цезиевый
          S1 (C)          / AgOCs Стекло 1100 800 2.3 0.36
Сурьмяно-цезиевыe
          S4                / SbCs
          S11 (A)        / SbCs
          Super A       / SbCs
          S13              / SbCs

Стекло
Стекло
Стекло
Плавленный кварц

680
680
700
680

400
440
440
440

50
60
80
60

16
17
22
17

Многощелочные
          S20 (T)           / SbNaKCs
          S20 (R)          / SbNaKCs
          TU                 / SbNaKCs

Стекло
Стекло
Плавленый кварц

850
900
850

420
550
420

70
3

70

20
8

20
Двухщелочные
          Двухщелочной      /  SbKCs
          Двухщелочной      /  SbKCs
          Двухщелочной       / SbRbCs

Стекло
Плавленый кварц
Стекло

630
630
700

400
400
420

85
85
85

26
26
25

Теллурид-цезиевый
           SB                           /  CsTe Плавленый кварц 340 235 20 10
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Поэтому в конфокальных микроскопах реального
времени с дисковым сканированием, сканировани-
ем щелью и акустооптическим дефлектором на-
шли применение охлаждаемые многоэлементные
ТТД с зарядовой связью (ПЗС). Эти приборы при
высокой квантовой эффективности (QE 60–80 %)
обладают широким динамическим диапазоном и
возможностью параллельного считывания 2D-
изображения. Однако в современных ПЗС имеет
место перетекание заряда в соседние ячейки, вы-
зывающее   возникновение  электронных   шумов.

 Скорость считывания кадра составляет 1–5 с. По
мнению J.B. Pawley и V.E. Centonze [6], в будущем
эти недостатки будут устранены созданием мало-
элементных ПЗС, которые найдут широкое при-
менение в конфокальной микроскопии. В заклю-
чение следует отметить, что разработанные и вы-
пускаемые отечественной промышленностью
ФЭУ и ПЗС по своим характеристикам не уступа-
ют зарубежным образцам и могут быть с успехом
использованы при проектировании КЛСМ [7, 8].

Табл. 3. Основные технические характеристики КЛСМ

Параметры Значения

Разрешение, мкм 0.2  (X—Y)  при NА = 1.2 иммерсия, λ = 488 нм,
0.4  (Z)         при NА = 1.2 иммерсия, λ = 488 нм,
при дополнительной обработке изображений может
быть получено разрешение < 0.1  (Х—Y)

Элементарный сканируемый объ-
ем, нм

100(Х) × 100(Y) × 400(Z)

Максимальное количество опти-
ческих срезов

До 90 ÷ 100

Сканирующие устройства Сканирующий столик, акустооптический
дефлектор, гальванометрические зеркала, ре-
зонансные гальванометрические зеркала,
диск типа Нипкова

Максимальная скорость сканирования
строки

64 мкс

Конфокальные диафрагмы Круглые отверстия диаметром  10 ÷120 мкм,
щелевые шириной 10 ÷100 мкм, кольцевые типа диска
Нипкова: 150 000 апертур ∅ 20 мкм, 16 спиралей

Программное обеспечение Цифровая фильтрация, управление, реконструкция 2D,
3D, 3D—t, 4D, 4D(t) изображений, макропрограмми-
рование, анимация, анализ, документирование

Режимы сканирования X—Y,     X—Y—Z,     X—Z,     X—t
Виды изображений 2D,    3D,    3D—t,    4D
Скорость формирования изображения От 1кадр/10 с до 25 кадров/с

(30÷480 кадров/с — КЛСМ Noran, 640 кадров/с —
диск типа Нипкова)

Источники света Лазеры: HeNe, Ar, ArKr, KrAr, ArUV.
Лампы: ртутные, ртутно-ксеноновые, галогенные

Типы фотоприемников Фотоумножители,  ПЗС-матрицы, фотодиоды
Анализатор спектра фотолюминисценций Набор светофильтров, монохроматоры, акусто-

оптические фильтры
Оптические микроскопы Leica        DM Series: DMRB/E,  DMIRB/E;

Nikon:      Optiophot 2,  Diaphot 200/300;
Olympus:  BX, BH,  IMT, AH, AX, IX;
Zeiss:        Axioscop, Axioplan,  Axiovert
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8. ПРИМЕРЫ КОММЕРЧЕСКИХ
КОНФОКАЛЬНЫХ МИКРОСКОПОВ

В течение последних лет конфокальные микро-
скопы разрабатывали и поставляли на рынок раз-
ные фирмы. Некоторыми фирмами разработаны
несколько модификаций приборов, совершенство-
вание которых продолжается и в настоящее время.

В связи с тем что материалы с описанием КЛСМ
рассредоточены в различного вида рекламных про-
спектах, на сайтах Интернета, в разделах "Мате-
риалы и методы" оригинальных публикаций, адре-
совать заинтересованного читателя к конкретному
источнику, который содержал бы исчерпывающие
сведения о конструкции и характеристиках прибо-
ров затруднительно. Поэтому авторы сочли воз-
можным в настоящем разделе ограничиться приме-
рами КЛСМ, выпускаемых ведущими оптическими
фирмами: Leica, K. Zeiss, BioRad, Olympus. В этих
приборах реализованы теоретически достижимые
характеристики КЛСМ. Характерные параметры в
обобщенном виде приведены в табл.3.

Примеры коммерческих КЛСМ фирм Leica,
K. Zeiss, BioRad, Olympus приведены в табл. 4. В
таблицу включены те модификации приборов, ко-
торые имеют отличия, расширяющие их эксплуа-
тационные возможности. Конечно, в таблице не
может быть отражено все многообразие разрабо-
танных КЛСМ. В нее не вошли, например, реко-
мендованные для применения в биологии и меди-
цине обладающие широкими возможностями кон-
фокальные микроскопы фирм Noran и Meridian. В
настоящем разделе не освещены вопросы, касаю-
щиеся создания конфокальных микроскопов,
предназначенных для исследований in vivo. Это
связано с тем, что производство этих приборов не
вышло за рамки изготовления опытных образцов и
макетов.

9. ТЕСТИРОВАНИЕ

В связи с тем что КЛСМ является прибором,
обеспечивающим количественную оценку иссле-
дуемых структур и явлений, то эффективное его
использование может быть достигнуто лишь при
наличии специальных лабораторных мер и этало-
нов. В количественной микроскопии использова-
ние таких эталонов распространено достаточно
широко. КЛСМ является высокоточным и слож-
ным прибором; малейшие отклонения в условиях
эксплуатации могут существенно повлиять на его
характеристики и результаты исследований. При
анализе препарата (особенно с использованием
флуоресцентных красителей) возникает необхо-
димость текущей настройки прибора. На ранних
стадиях разработки КЛСМ для этих целей приме-
нялись тест-объекты биологического происхожде-

ния (диатомовые водоросли, эритроциты птиц и
т.д.). В настоящее время созданы специальные
стандарты для калибровки KЛСМ — Focal Check
Microsperes, MultiSpeck Multicpectral Fluorescence
Microscopy Standarts Kits, TetraSpeck Fluorescent
Microspheres. На рынок такие стандарты поставля-
ет фирма Molecular Probes [2].

Стандарты Focal Check разработаны для на-
стройки КЛСМ и представляют собой полистиро-
ловые сферы ∅15 мкм, что близко к среднему
диаметру животной клетки. Сферы окрашены спе-
циальным образом двумя или тремя флуоресцент-
ными красителями. Красители наносятся тонким
слоем на поверхность сферы, а в некоторых случа-
ях заполняют внутренний объем, ограниченный
сферой. Максимумы возбуждения / излучения
(нм): 365/430, 505/515, 560/580, 660/680. Стандар-
ты Focal Check выпускаются и используются в ви-
де суспензий. При настройке микроскопа достига-
ется четкость границы между окрашенной и неок-
рашенной частями изображения сферы на различ-
ной глубине фокусировки. Это дает возможность
устранить погрешности несоосности элементов
оптики, нестабильности источников освещения,
уменьшить влияние внешних условий.

Стандарты для многоспектральной флуорес-
центной микроскопии MultiSpeck имеют универ-
сальное применение: калибровка обычных флуо-
ресцентных микроскопов и КЛСМ, настройка
оборудования для формирования трехмерных
цветных изображений микрообъектов. Они пред-
ставляют собой микросферы диаметром 4 мкм,
равномерно окрашенные тремя красителями с чет-
ко различающимися полосами излучения (голу-
бой, зеленой, красной). Препараты MultiSpeck по-
ступают на рынок либо в виде слайдов с микро-
сферами, иммобилизованными в заливочную сре-
ду, либо в виде суспензий. Слайды содержат зоны
с наборами микросфер, обеспечивающими на-
стройки всех параметров КЛСМ. Суспензии дают
возможность включать микросферы непосредствен-
но в препарат для уточнения пространственных
взаимосвязей, а также изготавливать слайды инди-
видуального назначения по желанию исследователя.

Стандарты для многоспектральной флуорес-
центной микроскопии TetraSpeck представляют
собой модификацию микросфер MultiSpeck в на-
правлении расширения спектрального диапазона
красителей (голубая, зеленая, оранжевая, красная
линии) и увеличения числа размеров микросфер:
0.1–0.2–0.5–1.0–4.0 мкм. Препараты TetraSpeck
выпускаются как в виде слайдов, так и в виде сус-
пензий в различных сочетаниях размеров и ис-
пользуемых красителей, открывая перед исследо-
вателями широкие возможности в получении при
помощи КЛСМ изображений клеток и клеточных
структур на уровне сверхразрешения, достижимо-
го в флуоресцентной конфокальной микроскопии.
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Табл. 4. Примеры коммерческих КЛСМ

Модель,
фирма

Число ка-
налов ре-
гистрации,
тип фото-
детектора

Число и
тип осве-
тителей

Системы
сканирова-

ния

Тип
базового

микроскопа

Дополнитель-
ные

эксплуата-
ционные

возможности

Рекоменда-
ции по
примене-
нию

FLUOVIEW
Olympus

2 канала,
ФЭУ

2 канала,
Ar и ArKr
лазеры

Два гальва-
нометри-
ческих зер-
кала

Микроско-
пы фирмы
Olympus

Интерферен-
ционный
контраст

Исследова-
ние тканей,
клеток и
субклеточ-
ных
структур.
Анализ
ионов с
высоким
временным
разрешением

MX 50-CF,
Olympus

Камера с
ПЗС ма-
трицей

Галогено-
вая и
ртутно-
ксеноновая
лампы

Диск типа
Нипкова

МХ 50,
MX 50L

Формирова-
ние изобра-
жений в ре-
альном вре-
мени

Широкое
применение:
биология,
медицина,
электронные
технологии

TCS 4D,
Leica

4 канала,
ФЭУ

Ar-лазер
360, 488 нм,
ArKr-лазер
488, 568,
647 нм

Одно
зеркало с
двумя
гальвано-
метрами

Leitz
DMIRB,
Leitz DM

Волоконная
оптика, ис-
ключение
рассеянного
света,  рекон-
струкция изо-
бражения 2D,
3D, 4D

Исследова-
ние клеток и
клеточных
структур
при раз-
дельном и
совместном
использова-
нии различ-
ных методов
контра-
стирования

TCS NT,
Leica

4 канала,
ФЭУ

2 канала,
ArKr лазер
488, 568,
647 нм

Карданный
однозер-
кальный
сканер по
ХY, 3 коор-
динатный
механиче-
ский столик

DMIRB,
DMR

Детектор
проходящего
света DMR

Широкое
применение:
биология,
медицина,
электрон-
ные техно-
логии
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Табл. 4 (продолжение)

Модель,
фирма

Число ка-
налов ре-
гистрации,
тип фото-
детектора

Число и тип
осве-

тителей

Системы
сканирова-

ния

Тип
базового

микроскопа

Дополнитель-
ные эксплуата-

ционные
возможности

Рекомен-
дации по
примене-
нию

LSM 510,
Carl Zeiss

4 канала,
ФЭУ

Ar-лазер
458, 488 нм,
HeNe-лазер
543нм

Два гальва-
нометриче-
ских зерка-
ла, 3 коор-
динатный
меха-
нический
столик

Axlovert 100
MBP, Axio-
plan 2

Детекторы для
регистрации
проходящего
света и флуо-
ресценции,
акусто-
оптические
фильтры для
регулирования
интенсивности
света, разделе-
ния спектраль-
ных линий

Широкое
примене-
ние в
биологии
и меди-
цине

Radiance
2000
(7 мо-
дифика-
ций),
ф. Bio-
Rad

3 канала,
ФЭУ

3 канала,
лазеры: Ar
457, 477,
488, 514 нм;
KrAr 488,
568 нм;
HeNe
543 нм

Два гальва-
нометри-
ческих зер-
кала

Е600, Е800,
Е600 FN,
Eclips
TE 300,
Eclips
TE 300 DV

В зависимости
от модифика-
ции: исследова-
ния в проходя-
щем и отражен-
ном свете. Диф-
ференциальный
интер-
ференционный
контраст, мно-
гофотонная
микроскопия,
режим счета
фотонов

Исследо-
вание
живых
клеток и
тканей,
окра-
шенных
1–3 кра-
сителя-
ми, при
одновре-
менном
или по-
следова-
тельном
возбуж-
дении.
Исследо-
вание
толстых
срезов с
помощью
многофо-
тонной
микро-
скопии

Перечисленными микросферами не ограничи-
вается перечень средств для калибровки и на-
стройки КЛСМ. Находят применение выпускае-
мые Molecular Probes фиксированные образцовые
окрашенные препараты клеток, которые, не явля-
ясь стандартами, могут быть полезны при подборе
фильтров и фокусировке микроскопов.

В заключение настоящего раздела следует от-
метить, что создание тест-систем для работы с
КЛСМ свидетельствует не столько о завершенно-
сти исследований в создании методов количест-
венной микроскопии, сколько о достижениях на
начальных этапах этих исследований, существен-
но снижающих фактор субъективности.
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10. ПРИМЕНЕНИЕ КЛСМ В БИОЛОГИИ
И МЕДИЦИНЕ

К настоящему времени применение конфо-
кальной микроскопии в значительной степени
вышло за рамки первоначально предполагаемого
М. Минским ее использования в качестве средства
исследования микроструктур головного мозга.
Для исследователей, чья работа связана с изучени-
ем биологии, биофизики, биохимии  и физиологии
клетки, КЛСМ стал незаменимым инструментом
как для наблюдения внутриклеточных структур,
так и для количественной оценки процессов в
клетках, клеточных мембранах, внеклеточном ок-
ружении. Подробный анализ всех работ, связан-
ных с применением КЛСМ, выходит за рамки те-
матического направления данного журнала, и по-
этому авторы сочли возможным ограничиться
лишь отдельными примерами, позволяющими
специалистам различных отраслей науки, техники
и медицины сформировать представление о со-
стоянии этой области. Некоторой компенсацией
краткости изложения может служить перечень ли-
тературы в конце статьи, который, к сожалению,
несмотря на внушительный объем, не может в
полной степени охватить всю литературу по обсу-
ждаемому вопросу. Публикации, посвященные
применению КЛСМ в биологических исследова-
ниях могут быть условно отнесены к одному из
следующих направлений.

1. Иллюстрация возможностей КЛСМ на мно-
гочисленных примерах сопоставления изображе-
ний, получаемых методами обычной и конфокаль-
ной микроскопии  [9–11]. Цель этих работ в ос-
новном состояла в том, чтобы обратить внимание
цитологов, гистологов, генетиков, морфологов на
преимущества, заложенные в конфокальном
принципе при исследовании внутриклеточных и
тканевых структур. На рис. 2 приведено обычное
(а) и конфокальное (б) изображения оплодотво-
ренного яйца морского ежа, обработанного имму-
нофлуоресцентным красителем [11]. Анализ
обычного и конфокального изображений на при-
веденных рисунках позволяет без труда выявить
более тонкие внутриклеточные структуры при ис-
пользовании конфокального принципа микроско-
пирования.

2. Обоснование возможностей достижения
высокого разрешения, реконструкции трехмерного
изображения, количественной оценки исследуе-
мых микроструктур и процессов [12–14]. Эти ра-
боты сформировали теоретическую базу конфо-
кальной микроскопии, послужили предпосылками
для целенаправленного совершенствования конст-
руктивных элементов КЛСМ. Биологические объ-
екты (ДНК, фрагменты цитоскелета и т.д.) исполь-
зовались как тест-системы для создания алгорит-
мов обработки информации и алгоритмов функ-

ционирования систем управления. На рис. 3. при-
ведены изображения хромосом Crepis capillaris
[12], находящиеся непосредственно на оптическом
срезе (а) и реконструированные с использованием
метода регуляризации (б). Видно, что в восстанов-
ленном изображении разрешение в фокальной
плоскости значительно выше, чем в исходном.

3. Оригинальные исследования, посвященные
различным разделам биологии клетки. Эти работы
представлены обширным перечнем публикаций, в
котором могут быть выделены исследования в об-
ласти нейробиологии (исследования центральной
и периферической нервной системы, микроцирку-
ляции в сосудах мозга, внутриклеточных структур,
цитоскелета, рецепторов, мембран нейронов [15]);
исследования клеточного ядра и его генетического
аппарата [14, 16–18]; исследования митохондрий и
проблем митохондриального транспорта [19]; ис-
следования транспорта кальция и его локализаций

Рис. 2. Изображение оплодотворенного яйца
морского ежа (Psammechinus), окрашенного ан-
титубулином. а — обычное изображение, б —
конфокальное. Длина линии 50 мкм

   а

  б
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[20]; исследования различных клеток (cоедини-
тельнотканных, эпителиальных, секретирующих и
др.), формирующих структурно-функциональные
компонеты печени, сердца, почек, крови и других
органов [21–26]. В значительной степени многие
из этих публикаций имеют непосредственное от-
ношение к проблемам экспериментальной меди-
цины: экспериментальной онкологии, иммуноло-
гии, вирусологии, эндокринологии. Как правило,

объектами исследований в работах этого направ-
ления являются препараты in vitro, а основные
требования к методам микроскопирования состоят
в достижении высокого разрешения, возможности
количественной оценки исследуемых явлений,
эффективного использования красителей и рекон-
струкции трехмерного изображения. В качестве
примера на рис. 4 приведено конфокальное изо-
бражение клеток МН1С1 (клетки гепатомы крысы)
после окрашивания их Сalcein AM и при тушении
его свечения с помощью Со2+ в цитозоле [25]. От-
четливо видны ярко светящиеся митохондрии.

4. Оригинальные исследования, проводимые
in vivo. Это перспективное направление примене-
ния конфокальной микроскопии в неинвазивной
диагностике многих паталогий активно развивает-
ся в офтальмологии, дерматологии и проктологии
[27–31]. На рис. 5 изображен оптический срез по-
верхности слизистой оболочки толстой кишки
крысы in vivo после локального применения флуо-
ресцентного красителя (изображение среза пред-
ставлено в Интернете Dr W. McLaren, Monash
University). На рис. 6 и 7 в качестве примера при-
ведены изображения клеточных слоев роговицы
глаза, полученные методами конфокальной мик-
роскопии [22]. Основные проблемы применения
КЛСМ в офтальмологии состоят в создании

Рис. 3. Изображение набора хромосом Crepis
capillaris. а — исходное изображение, б — вос-
становленное изображение при реконструирова-
нии с параметром регуляризации µ = 10–2

   а

   б

Рис. 4. Конфокальное изображение клеток МН1С1
(клетки гепатомы крысы) после окрашивания их
calcein AM и при тушении его свечения с помо-
щью Со2+ в цитозоле. Отчетливо видны ярко
светящиеся митохондрии. Длина линии 6.5 мкм

   а
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приборов, обеспечивающих микроскопирование в
реальном времени с дозированной освещенностью
исследуемых тканей.

Взяв на себя риск в прогнозировании развития

этого направления, авторы считают возможным
предположить появление в недалеком будущем в
арсенале доступного медицинского оборудования
специализированных диагностических конфо-
кальных микроскопов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Созданием современных КЛСМ не завершены
работы по применению принципа конфокальности
в исследованиях биологических микрообъектов.
Дальнейшее развитие этого принципа осуществля-
ется в рамках следующих направлений.

— Создание так называемых "гибридных" сис-
тем. Гибридные системы позволяют расширить
функциональные возможности конфокальной
микроскопии за счет совместного использования
различных микроскопических приборов: ближне-
польного и сканирующего микроскопов, раманов-
ского и обычного конфокального микроскопов.

— Разработка 4π-конфокальных микроскопов
[32, 33]. В этих микроскопах флуоресцентное изо-
бражение формируется двумя расположенными
встречно конфокальными объективами, а его ре-
конструкция является результатом интерференции
совмещенных изображений.

— Разработка методов и аппаратуры конфо-
кальной микротомографии [34]. Конфокальная
микротомография позволяет осуществить наблю-
дение исследуемого объекта под различными уг-
лами, что дает возможность выявлять особенности
сложной топологии клеток и внеклеточного про-
странства.

Рис. 5. Оптический срез поверхности слизистой
оболочки толстой кишки крысы in vivo после ло-
кального применения флуоресцентного красителя

Рис. 6. Клетки эпителия роговицы глаза человека.
Фокальная плоскость выбрана так, чтобы получить
оптический срез поверхностных клеток (светлые
клетки). Клетки, расположенные немного глубже
фокальной плоскости, выглядят темнее. Объектив
25х, NA=0.6

Рис. 7. Оптический срез клеток базального эпи-
телия роговицы глаза человека. Объектив 50х,
NA=1.0
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Вместе с этим изготовители коммерческих
конфокальных микроскопов непрерывно ведут ра-
боты по повышению эксплуатационных показате-
лей существующих моделей КЛСМ за счет приме-
нения совершенных источников света, фотодетек-
торов, красителей, программного обеспечения, по-
вышения виброустойчивости, достижения воз-
можности регистрации  флуоресценции при не-
значительном световом воздействии на клетки и
низких концентрациях красителя для длительного
наблюдения структур в интактных клетках и ана-
лиза происходящих в них процессов путем ис-
пользования матричных ПЗС с микроканальными
пластинами в качестве усилителей изображений.

В завершение настоящего обзора следует отме-
тить, что в нем представлены лишь общие черты
конфокальной микроскопии как метода исследо-
ваний, в создании которого сконцентрированы
усилия большого числа отдельных исследователей
и коллективов. Авторы надеются на то, что по-
ставленная ими в начале обзора цель достигнута
хотя бы частично и вместе с тем сожалеют о том,
что потенциал отечественной промышленности
оказался невостребованным в решении этой важ-
ной для биологии и медицины проблемы.
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CONFOCAL  LASER  SCANNING  MICROSCOPY:
PRINCIPLES,  ARRANGEMENT,  APPLICATION

(PART 2)

E. I. Lezhnev, I. I. Popova, S. V. Kuzmin, S. M. Slashchev
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Information on the features of CLSM application in biological investigations is given in the second part
of the review. The discussion is mainly focused on the fluorescent methods most widely used in biology and
medicine. Sufficiently detailed data on fluorescent dyes and standards for CLSM setting are cited since their
nomenclature is wholly formed by foreign manufacturers and vendors and related to consumed materials. The
features of dyes define used sources of light and photodetectors. Among numerous examples of CLSM applica-
tion those are considered that can help readers, in the authors' opinion, to understand capabilities of this field of
analytical microscopy. As an example, brief specifications of commercial CLSM from the leading manufactur-
ers of optical research instrumentation are given.


