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ЭлектромагнитноеЭлектромагнитное излучениеизлучение
ВидимыйВидимый ии ближнийближний инфракрасныйинфракрасный диапазондиапазон (400(400--1300 1300 нмнм))



Виды фотовоздействия на биологические ткани

Encyclopedia of Optical Engineering, 2004 

0.1 J/cm2

Фотодинамическая терапия
Диагностика

Тепловое разрушение

Лазерная хирургия (фотокоагуляция

и фотоабляция)

Фотоакустические повреждения

Облученность [Вт/см2]

Время воздействия [сек]



ДиагностикаДиагностика биотканейбиотканей оптическимиоптическими методамиметодами

ВидимыйВидимый ии ближнийближний инфракрасныйинфракрасный диапазондиапазон длиндлин волнволн (400(400--1300 1300 нмнм) ) вв
приложенияхприложениях кк медикомедико--биологическимбиологическим исследованиямисследованиям

•• НеинвазивностьНеинвазивность ((припри разумныхразумных дозахдозах излученияизлучения) ) 

••ВысокоеВысокое пространственноепространственное разрешениеразрешение ((различныеразличные видывиды
микроскопиимикроскопии))

•• ВозможностьВозможность визуализациивизуализации нана глубинеглубине ((оптическаяоптическая томографиятомография))

•• ВозможностьВозможность определенияопределения компонентногокомпонентного составасостава биологическихбиологических
тканейтканей ((использованиеиспользование зондирующегозондирующего излученияизлучения нана несколькихнескольких
длинахдлинах волнволн))

•• ВозможностьВозможность использованияиспользования оптическихоптических контрастовконтрастов
((специфическоеспецифическое окрашиваниеокрашивание))



РаспространениеРаспространение светасвета вв биологическихбиологических тканяхтканях

•• РассеяниеРассеяние –– фотонфотон отклоняетсяотклоняется отот своегосвоего первоначальногопервоначального
направлениянаправления

Источники

света

(фотонов)

••ПоглощениеПоглощение –– фотонфотон поглощаетсяпоглощается, , 
выделяетсявыделяется теплотепло. . 

ПриПри поглощениипоглощении короткогокороткого световогосветового
импульсаимпульса ((наносекундногонаносекундного) ) изиз местаместа
поглощенияпоглощения распространяетсяраспространяется
ультразвуковаяультразвуковая волнаволна

••ФлуоресценцияФлуоресценция –– фотонфотон
поглощаетсяпоглощается веществомвеществом
((флуорофоромфлуорофором) ) ии
переизлучаетсяпереизлучается нана другойдругой длинедлине
волныволны



РассеяниеРассеяние вв тканяхтканях обусловленообусловлено микронеоднородностямимикронеоднородностями
показателяпоказателя преломленияпреломления nn

5-301.36-1.4Клетка

0.5-31.40-1.42Митохондрия

3-101.39-1.47Ядро

Размер, µµµµmn



НерассеивающаяНерассеивающая

((слабослабо рассеивающаярассеивающая средасреда))
СильноСильно рассеивающаярассеивающая средасреда

ПримерыПримеры: : рентгеновскоерентгеновское излучениеизлучение, , 

оптическоеоптическое излучениеизлучение вв оптическиоптически

прозрачныхпрозрачных объектахобъектах

ПримерыПримеры: : оптическоеоптическое излучениеизлучение практическипрактически

вово всехвсех биологическихбиологических тканяхтканях

Источники

Детекторы

Источники

Детекторы



УФУФ ИКИК микроволнымикроволны

ЗависимостьЗависимость ослабленияослабления светасвета отот длиныдлины

волныволны припри прохождениипрохождении сквозьсквозь слойслой биотканибиоткани

ЗависимостьЗависимость показателяпоказателя поглощенияпоглощения

различныхразличных компоненткомпонент биологическихбиологических тканейтканей

отот длиныдлины волныволны

ЗависимостьЗависимость поглощенияпоглощения светасвета вв биотканяхбиотканях отот длиныдлины волныволны

Длина волны, нм

ТерапевтическоеТерапевтическое окноокно прозрачностипрозрачности

биотканейбиотканей, , гдегде поглощениепоглощение светасвета

минимальноминимально: 600 : 600 --1200 1200 нмнм



ФормированиеФормирование оптическогооптического изображенияизображения ((оптическийоптический контрастконтраст))

Свойства биологических тканей:

- рассеяние, 

- поглощение света, 

- зависимость оптических параметров от длины волны,

- автофлуоресценция.

Использование специфического окрашивания:

- флуоресцентные метки, 

- биолюминесцентные метки, 

- метки с высоким показателем поглощения/рассеяния. 



глубина

Глубина исследования

Зондирующее излучение

100 -200 микрон

1-2 мм

От нескольких

миллиметров до 10 см

Методы оптического

биоимиджинга

Оптическая

диффузионная томография
(контраст - показатели рассеяния и

поглощения),

диффузионная флуоресцентная

томография

(контраст - флуорофоры),

Спектральный

диапазон

Любой: 

400-1200 нм
(от видимого до

ближнего ИК)

600-1200 нм

(дальнекрасный

– ближний ИК

диапазоны)

700-950 нм

(минимальное

поглощение)

ИсследованиеИсследование внутреннейвнутренней структурыструктуры биотканейбиотканей оптическимиоптическими методамиметодами

Микроскопия
(контраст - показатель преломления, 

флуорофоры)

Оптическая когерентная томография
(контраст – показатель рассеяния)

Оптоакустическая томография
(контраст – показатель поглощения)

2-20 мм



глубина

Глубина исследования

Зондирующее излучение

100 -200 микрон

1-2 мм

От нескольких

миллиметров до 10 см

Методы оптического

биоимиджинга

Оптическая

диффузионная томография
(контраст - показатели рассеяния и

поглощения),

диффузионная флуоресцентная

томография

(контраст - флуорофоры),

Спектральный

диапазон

Любой: 

400-1200 нм
(от видимого до

ближнего ИК)

600-1200 нм

(дальнекрасный

– ближний ИК

диапазоны)

700-950 нм

(минимальное

поглощение)

ИсследованиеИсследование внутреннейвнутренней структурыструктуры биотканейбиотканей оптическимиоптическими методамиметодами

Микроскопия
(контраст - показатель преломления, 

флуорофоры)

Оптическая когерентная томография
(контраст – показатель рассеяния)

Оптоакустическая томография
(контраст – показатель поглощения)

2-20 мм



ФлуоресцентнаяФлуоресцентная микроскопиямикроскопия

Синтезированные
флуорофоры

Флуоресцентные
белки

КонфокальнаяКонфокальная лазернаялазерная сканирующаясканирующая микроскопиямикроскопия ((КЛСМКЛСМ) ) позволяетпозволяет получатьполучать
флуоресцентныефлуоресцентные изображенияизображения образцовобразцов биотканейбиотканей сс высокимвысоким качествомкачеством

сс глубиныглубины додо 200 200 микронмикрон

Биологический материал, как правило, сам по себе

флуоресцирует крайне слабо, но благодаря применению

ярких и разнообразных флуоресцентных молекул

(флуорофоров), способных специфически окрашивать

разные структуры тканей и клеток, метод флуоресцентной

микроскопии оказался очень ценным для медико-

биологических исследований.



КонфокальнаяКонфокальная лазернаялазерная сканирующаясканирующая
микроскопиямикроскопия ((КЛСМКЛСМ))

(Laser scanning microscopy (LSM(Laser scanning microscopy (LSM))

Поперечное (1) и продольное (2) 
разрешение для КЛСМ

ШирокопольнаяШирокопольная микроскопиямикроскопия
WidefieldWidefield microscopymicroscopy

Объектив

Лазер Сканирующее
устройство

Приемник

Пинхол детектора
(конфокальная

диафрагма)



ФлуоресцентнаяФлуоресцентная КЛСМКЛСМ

Объектив

Образец

Фокальные
плоскости

Пинхол
источника

Пинхол
детектора

Эмиссионный
фильтр

Дихроическое
зеркало

Фотодетектор
(ФЭУ)

Источник
возбуждающего

излучения
(лазер)

http://online.physics.uiuc.edu/courses/phys598om/spring12/Lectures/files/Lecture%206%20confocal%202012.pdf



Широкопольная

микроскопия

(widefield

microscopy)

Конфокальная

микроскопия

(confocal

microscopy)

Поле подсветки

Функция размытия

точки (ФРТ) – point 

spread function 

СравнениеСравнение широкопольнойширокопольной микроскопиимикроскопии ии
конфокальнойконфокальной микроскопиимикроскопии

Z

X

http://online.physics.uiuc.edu/courses/phys598om/spring12/Lectures/files/Lecture%206%20confocal%202012.pdf



СравнениеСравнение широкопольнойширокопольной микроскопиимикроскопии ии КЛСМКЛСМ

Широкопольная
микроскопия

Конфокальная
микроскопия

(a) and (b) Mouse brain hippocampus thick section treated with primary antibodies to glial fibrillary
acidic protein (GFAP; red),neurofilaments H (green), and counterstained with Hoechst 33342 (blue) to
highlight nuclei. (c) and (d) Thick section of rat smooth muscle stained with phalloidin conjugated to
Alexa Fluor 568 (targeting actin; red), wheat germ agglutinin conjugated to Oregon Green 488 
(glycoproteins; green), and counterstained with DRAQ5 (nuclei; blue). (e) and (f) Sunflower pollen
grain tetrad autofluorescence.

http://online.physics.uiuc.edu/courses/phys598om/spring12/Lectures/files/Lecture%206%20confocal%202012.pdf



ПрименениеПрименение многофотонноймногофотонной КЛСМКЛСМ вв медицинскоймедицинской диагностикедиагностике
httphttp://://www.jenlab.dewww.jenlab.de//

Виртуальный срез кожи человека in vivo (Papilla)
(Зеленый цвет: автофлуоресценция; красный:
двухфотонное возбуждение)

• Диагностика различных кожных заболеваний, в т.ч. 
раннее обнаружение злокачественных новообразований
• Тканевая инженерия
• Исследование применения косметических препаратов
• Мониторинг действия лекарственных препаратов in 
situ
• Исследования на лабораторных животных



ДифракционныйДифракционный пределпредел вв конфокальнойконфокальной микроскопиимикроскопии
ограничиваетограничивает разрешениеразрешение методаметода ––

световойсветовой лучлуч нельзянельзя сфокусироватьсфокусировать вв пятнопятно меньшегоменьшего размераразмера

500 нм

200 нм

ЛинзаДлина волны



МетодыМетоды микроскопиимикроскопии сверхвысокогосверхвысокого разрешенияразрешения
позволяютпозволяют ««преодолетьпреодолеть»» дифракционныйдифракционный пределпредел::

•• Stimulated emission depletion Stimulated emission depletion ((STEDSTED))

•• PhotoactivatedPhotoactivated Localization Microscopy (PALM)Localization Microscopy (PALM)

•• Stochastic Optical Reconstruction Microscopy (STORM)Stochastic Optical Reconstruction Microscopy (STORM)



МикроскопияМикроскопия сверхвысокогосверхвысокого разрешенияразрешения ––
Stochastic Optical Reconstruction Microscopy (STORM)Stochastic Optical Reconstruction Microscopy (STORM)

Флуоресценция одной молекулы
и положение ее центра

Локализация молекул
путем последовательного
их включения

Флуоресценция нескольких близко
расположенных молекул

http://online.physics.uiuc.edu/courses/phys498bio/spring08/Lec13%20Part%20II%20022508%20STORM.ppt



Флуоресценция нескольких молекул

Принцип действия STORM

http://online.physics.uiuc.edu/courses/phys498bio/spring08/Lec13%20Part%20II%20022508%20STORM.ppt



Принцип действия STORM
1. Перевод молекул в неактивное состояние

http://online.physics.uiuc.edu/courses/phys498bio/spring08/Lec13%20Part%20II%20022508%20STORM.ppt



Принцип действия STORM
2. На небольшом участке одна молекула под воздействием

активирующего излучения стохастически перешла в активное
состояние, в котором способна флуоресцировать

http://online.physics.uiuc.edu/courses/phys498bio/spring08/Lec13%20Part%20II%20022508%20STORM.ppt



Принцип действия STORM
3. Высвечивание молекулой большого количества фотонов
привело к ее фотообесцвечиванию (либо молекула была

переведена в неактивное состояние лазерным излучением)

http://online.physics.uiuc.edu/courses/phys498bio/spring08/Lec13%20Part%20II%20022508%20STORM.ppt



Принцип действия STORM
4. Под воздействием активирующего света стохастически в

активное состояние перешла другая молекула

http://online.physics.uiuc.edu/courses/phys498bio/spring08/Lec13%20Part%20II%20022508%20STORM.ppt



Принцип действия STORM
5. V.потом другая

http://online.physics.uiuc.edu/courses/phys498bio/spring08/Lec13%20Part%20II%20022508%20STORM.ppt



Принцип действия STORM
V.и так далее

http://online.physics.uiuc.edu/courses/phys498bio/spring08/Lec13%20Part%20II%20022508%20STORM.ppt



Принцип действия STORM

http://online.physics.uiuc.edu/courses/phys498bio/spring08/Lec13%20Part%20II%20022508%20STORM.ppt

Таким образом, метод определил
положения всех молекул в данной области с точностью, 

превышающей дифракционный предел



5 µm

B-SC-1 cell, 
Microtubules stained with anti-β tubulin

Cy3 / Alexa 647 secondary antibody

http://online.physics.uiuc.edu/courses/phys498bio/spring08/Lec13%20Part%20II%20022508%20STORM.ppt

КЛСМ



5 µm

Bates et al, Science 317, 1749 – 1753 (2007) 

STORM



500 nm

5 µm

http://online.physics.uiuc.edu/courses/phys498bio/spring08/Lec13%20Part%20II%20022508%20STORM.ppt

КЛСМ STORM



5 µm

█ Cy3 / Alexa 647: Clathrin (Клатрин)

█ Cy2 / Alexa 647: Microtubule
(микротрубка)

Bates et al, Science 317, 1749 – 1753 (2007) 

STORM



1 µm

http://online.physics.uiuc.edu/courses/phys498bio/spring08/Lec13%20Part%20II%20022508%20STORM.ppt

STORM



200 nm

Avg = 172 nm

http://online.physics.uiuc.edu/courses/phys498bio/spring08/Lec13%20Part%20II%20022508%20STORM.ppt

STORM



ФлуоресцентнаяФлуоресцентная ультрамикроскопияультрамикроскопия
просветленныхпросветленных образцовобразцов биотканибиоткани

1

2

3

4

5

Б

1
3

мозжечок взрослой мыши

z, мм
(Глубина)

Ультрамикроскопия КЛСМ

х, мм

(a) (b)

эмбрион мыши

ИПФ РАН/
ИНФ РАН



Институт прикладной физики РАН, лаборатория биофтоники –
разработка методов оптического биоимиджинга

(a) (b)

0

10

20

30

40

50

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

900

микроскопия

Диффузионная флуоресцентная

томография
Диффузионная

спектроскопия

Оптоакустика

Ультрамикроскопия


