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Оптическая микроскопия является одним из самых распространенных и удобных методов по-
лучения изображения образца без его сложной предварительной обработки, при этом в реальном
времени и с разрешением, недоступным человеческому глазу. Однако разрешающая способность
любого современного обычного оптического микроскопа ограничена дифракционным пределом, ко-
торый в видимом свете составляет около 200 нм. Чтобы увеличить ее, а также преодолеть данное
ограничение, предлагается использовать микролинзы. Микролинза — оптическая линза микронно-
го размера, позволяющая получить изображение за счет «захвата» световых волн в ближнем поле,
отраженных от предмета. Располагаясь между образцом и объективом микроскопа, микролинза
является оптическим усилителем, повышающим разрешающую способность микроскопа. В пред-
лагаемой работе приведены результаты экспериментов по преодолению дифракционного предела
в оптической микроскопии с помощью использования микролинз в обычном оптическом микроско-
пе.

Использование оптической микроскопии с микролинзами открывает новые возможности для по-
лучения изображений бактерий, вирусов, ДНК и биомакромолекул с подробным изучением их
структуры в реальном времени.

PACS: 42.70.-a. УДК: 53.082.532.
Ключевые слова: микролинзовая микроскопия, оптическая микроскопия.

ВВЕДЕНИЕ

Разрешающая способность современных обычных
оптических микроскопов имеет ограничение, наклады-
ваемое дифракцией. Актуальна задача визуализации
в оптический микроскоп с преодолением дифракцион-
ного предела, которая активно решается с помощью
микролинзовой микроскопии.

Микроскопия с разрешением, превышающим этот
предел, способна оказать большое влияние на мно-
жество приложений в науках о жизни и материалах,
поэтому она стала предметом интенсивных исследова-
ний. Для улучшения разрешающей способности были
предложены различные методы, основанные на ближ-
непольной оптической микроскопии [1], молекулярной
флуоресценции [2, 3], с использованием плазмонных
структур [4, 5], и метаматериалов [6]. Каждый из
этих методов имеет свои преимущества и ограничения.
Например, при использовании флуоресцентных мик-
роскопов с введением в изучаемые объекты белковых
молекул, светящихся при воздействии ультрафиолета,
трудно реализовывать окрашивание вирусов на практи-
ке. С помощью сканирующей ближнепольной оптиче-
ской микроскопии можно получать растровые изобра-
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жения с разрешением ниже дифракционного предела,
но минус данного способа заключается в том, что он
довольно медленный.

Основное преимущество предлагаемого метода с ис-
пользованием микролинз заключается в том, что с его
помощью можно реализовать изучение как внешнего
вида вирусов, бактерий и других биологических объ-
ектов, так и топологии микро- и наноструктур. Мик-
ролинза представляет собой оптическую линзу, позво-
ляющую получить изображение за счет «захвата» све-
товых волн в ближнем поле, отраженных от предме-
та. Она фокусирует падающий свет в световое пятно
и передает изображение ближнего поля контактирую-
щего с линзой объекта в мнимое изображение, кото-
рое визуализируется в объективе оптического микро-
скопа [7]. Таким образом, располагаясь между образ-
цом и объективом микроскопа, микролинза является
оптическим усилителем, повышающим разрешающую
способность микроскопа.

В работе приведены результаты исследований с ис-
пользованием прозрачных микролинз из таких матери-
алов, как BaTiO3 (диаметром от 20 мкм до 100 мкм),
TiO2 (диаметром от 10 до 60 мкм) и полиметила-
крилата (диаметром 9 мкм). Исследования проводи-
лись и на воздухе, и в иммерсионной среде в режиме
реального времени.

Перспектива использования оптической микроско-
пии с микролинзами заключается в возможности ви-
зуализации бактерий, вирусов, биомакромолекул в ре-
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альном времени в жидкой и воздушной средах.

1. ОПИСАНИЕ МЕТОДА

Оптическая микроскопия — значительное достиже-
ние в истории науки, она использует видимый свет для
наблюдения объектов микронных масштабов. Однако
существует ограничение, которое не позволяет уви-
деть два объекта, расположенных друг от друга ближе
определенного значения расстояния — дифракционно-
го предела [8]. Он выражается по формуле

d = 0.61λ/NA,

где NA — числовая апертура объектива, а λ — длина
волны источника света, которым освещается образец.

В современной науке предпринимаются многочис-
ленные попытки преодолеть дифракционный предел,
чтобы получать изображения со сверхразрешением
и изучать объекты в нанометровом масштабе. Напри-
мер, использование твердых иммерсионных линз, а
также ближнепольная микроскопия с использовани-
ем различных структур (микросфер, цилиндрических
микролинз). Последний из перечисленных способов
получил название «микролинзовая оптическая микро-
скопия». Впервые использование данного метода было
продемонстрировано командой исследователей из Ман-
честерского университета под руководством Зенгбо Ва-
на [9]. Микросферы (или микролинзы) из SiO2 с по-
казателем преломления n = 1.46 и диаметром от 2
до 9 мкм размещаются на поверхности исследуемо-
го объекта. В качестве источника проходящего бело-
го света используется галогенная лампа, длина волны
испускаемого света составляет 600 нм. Микросфера
рассматривается как канал, соединяющий затухающую
волну в ближнем поле и распространяющуюся волну
в дальнем поле: она собирает информацию об объекте
в ближнем поле, увеличивает ее, формируя виртуаль-
ные изображения, сохраняющие ту же ориентацию, что
и объекты в дальнем поле, и затем собирает ее с по-
мощью обычной линзы объектива ×80 (числовая апер-
тура (NA) используемого объектива Olympus MD Plan
равна 0.9). В качестве образца использовалась сетча-
тая мембрана из анодного оксида алюминия с золотым
покрытием, на которую нанесены микросферы диамет-
ром 4.74 мкм. Диаметр пор составляет 50 нм, и они
расположены на расстоянии 50 нм друг от друга. Оп-
тический микроскоп с микросферами (оптический на-
носкоп) позволяет увидеть эти крошечные поры, хотя
их размеры гораздо меньше дифракционного предела.
Использование сферических микролинз обеспечивает
разрешение от λ/8 (λ = 400 нм) до λ/14 (λ = 750 нм)
в видимом диапазоне спектра. Также в этом исследо-
вании был проведен эксперимент в режиме отражен-
ного света: в качестве образцов использовался Blu–
ray диск. Ширина дорожек записи диска составляет
200 нм, расстояние между ними 100 нм, что меньше
дифракционного предела. В качестве источника света

использовалась галогенная лампа. Внутри микролинзы
наблюдалось четкое изображение дорожек.

Увеличенное изображение, даваемое микролинзой,
возникает из-за эффекта фотонных наноструй (ФНС).
Когда микросфера освещается световым пучком, на те-
невой стороне микросферы генерируется узкий интен-
сивный, не затухающий и низко расходящийся опти-
ческий пучок, похожий на струю. Такая наноструя мо-
жет преодолеть дифракционный предел в оптической
микроскопии, а сигнал, генерируемый в ближнем по-
ле вблизи теневой поверхности, все еще может быть
собран в дальнем поле [10, 11].

Факторами, которые могут влиять на свойства ФНС,
являются размер сферы, длина волны, коэффициент
преломления сферы, коэффициент преломления среды,
числовая апертура объектива и др. [12].

Визуализация объектов с помощью микролинз мо-
жет происходить в двух режимах: с использованием
жидкой среды и в сухом режиме. Было обнаруже-
но, что при использовании иммерсионных жидкостей
в комбинации с микролинзовой микроскопией также
получается достичь суперразрешения. Было проведе-
но исследование, в котором авторы работы использо-
вали три вида жидкостей: воду, 40%-ый сахарный рас-
твор и иммерсионное масло [13], в которые погружа-
лись микросферы из титаната бария. В качестве образ-
ца использовался Blu-ray диск с дорожками шириной
100 нм. Сравнивая полученные результаты, исследо-
ватели обнаружили, что изображения дорожки были
увеличены микросферой во всех трех средах. Увели-
ченное изображение полос диска четко наблюдались
в трех различных средах с микросферой, при этом без
микросферы эти полосы не были видны. Различные
среды давали разное увеличение: увеличение в воде,
40%-ном растворе сахара и иммерсионном масле мик-
роскопа Leica было экспериментально определено как
3.3–3.8 раза, 2.5–3.0 раза и 2.0–2.5 раза соответствен-
но. Периодические линии 120 и 180 нм диска Blu-ray
были четко увеличены в воде и в 40% растворе сахара.

При использовании иммерсионной жидкости на по-
лучаемое увеличение и разрешение влияет относитель-
ный показатель преломления, определяемый как

n = n2/n1,

где n1 — показатель преломления среды, а n2 — пока-
затель преломления микросферы. Более высокий отно-
сительный показатель преломления может дать боль-
шее увеличение, что позволит получить лучшее раз-
решение. Это справедливо только до n = 1.8. Иммер-
сионная жидкость может обеспечить сверхразрешение
при n < 1.8 микросферы. Когда положение плоско-
сти изображения было близко к поверхности образца,
оптическое увеличение уменьшалось. С другой сторо-
ны, когда плоскость изображения располагалась значи-
тельно ниже поверхности образца, наблюдалось боль-
шее увеличение. Однако не во всех положениях изоб-
ражения имели хороший контраст.
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2. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ

Для получения увеличенного изображения микро-
линзовым методом в настоящей работе использовались
микросферы из BaTiO3 диаметром от 30 до 100 мкм,
собственный показатель преломления материала линз
составляет 1.9. В комбинации с силиконовым мас-
лом ПМС-200, относительный показатель преломле-
ния составляет 1.36. Также использовались микросфе-
ры из полиметилакрилата (ПМА) диаметром 9 мкм,
собственный показатель преломления которых состав-
ляет 1.49. Все полученные изображения обрабатыва-
лись в программном обеспечении для анализа изобра-
жений FemtoScan Online.

2.1 Измерения с дифракционной решеткой

Ранее уже были проведены измерения с микросхе-
мой центрального процессора [14]. В данной работе
в качестве образца была выбрана рельефная дифрак-
ционная решетка на металлизированном термопласти-
ке с известным периодом и размерами структур. Пери-
од решетки составляет 800 нм, ширина щелей 300 нм.
Схема эксперимента представлена на рис. 1. Микро-
линзы располагаются сверху на поверхности образца.

Рис. 1. Схема наблюдения увеличенного изображения струк-
туры решетки в режиме отраженного света

При использовании микролинзы из BaTiO3 диамет-
ром 70 мкм, погруженной в силиконовое масло, полу-
ченное увеличение составило 2.4. В другом измерении
для получения изображения поверхности дифракцион-
ной решетки была использована микролинза из поли-
метилакрилата диаметром 11 мкм. Увеличение, дава-
емое микролинзой, оказалось равным 2. Полученные
изображения представлены на рис. 2.

Таким образом, применение линз из титаната бария
в комбинации с силиконовым маслом позволяет полу-
чать большее разрешение, чем в случае микролинзы из
полиметилакрилата на воздухе.

2.2. Измерения с красными кровяными клетками

В качестве «живого» образца были выбраны крас-
ные кровяные клетки. Почти весь переносимый кровью
кислород связан с гемоглобином эритроцитов, поэтому
роль этих клеток сложно недооценить.

Изучение эритроцитов с помощью атомно–силовой
микроскопии позволяет получить изображения с нано-
метровым разрешением, но контактный характер ис-
следования может вызвать неустранимые структурные
повреждения или деформацию морфологии образца.
В частности, силы взаимодействия могут заставить
осевшие клетки отделиться от поверхности подложки
во время сканирования. Силовое воздействие канти-
левера на клетку может вызывать повреждение, что
ограничивает возможность многократного использова-
ния зонда и потенциально способствует перекрестно-
му загрязнению. Поэтому особый интерес представля-
ет наблюдение эритроцитов с помощью микролинзовой
оптической микроскопии без повреждения образца.

Для получения увеличенного изображения эритро-
цитов был приготовлен образец: в буфере Аллена был
растворен образец крови в соотношении 1 мкл кро-
ви на 500 мкл буфера. Состав и методика приготов-
ления буфера были взяты из работы [15]. Концентра-
ция не должна быть слишком высокой, чтобы мож-
но было наблюдать одиночные клетки. После приго-
товления образца на чашку Петри помещались мик-
росферы титаната бария, а сверху наносилась капля
полученного раствора.

Интерес представляет наблюдение динамической
трансформации эритроцита в эхиноцит в связи с изме-
нением концентрации вещества в капле буфера в про-
цессе ее высыхания. Эхиноцит — форма эритроци-
та, который имеет аномальную клеточную мембра-
ну, характеризующуюся множеством мелких, равно-
мерно расположенных колючих выступов — шипов.
Поверхность эритроцита приобретает интересный для
рассмотрения рельеф. Были получены изображения
с различных стадий превращения эритроцита, полу-
ченных по времени, они представлены на рис. 3. Пер-
вая стадия — начальное состояние, вторая стадия —
спустя 70 минут.

Таким образом, благодаря использованию оптическо-
го микроскопа с микросферами, можно изучать особен-
ности поверхности клеток крови. На рис. 4 на изоб-
ражении B отчетливо видны шипы эхиноцита, в то
время как в области без микросферы видны только
контуры клеток.

В результате были получены увеличенные изобра-
жения клеток: средний размер эритроцита составля-
ет около 7 мкм, размер увеличенного изображения —
14.5 мкм. Увеличение, даваемое микролинзой титаната
бария диаметром 52 мкм, составило 2.07.
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Рис. 2. Увеличенные изображения рельефной дифракционной решетки. Период решетки 800 нм, ширина щелей 300 нм. (А)
Увеличенное изображение через микросферы BaTiO3 в силиконовом масле. Увеличение составляет 2.4. Фокус располагается на
7 мкм над поверхностью образца. (Б) Увеличенное изображение через микросферы полиметилакрилата. Увеличение составляет
2.01. Фокус располагается на 1 мкм над поверхностью образца

Рис. 3. Изображения различных стадий трансформации эритроцитов. Увеличение объектива 40х. (А) Начальная стадия. (Б)
Состояние эритроцитов через 70 минут: превращение в эхиноциты

Рис. 4. Визуализация эхиноцита спустя 70 минут. Диаметр микролинзы составляет 52 мкм. Увеличение объектива 40х. (А)
Фокус находится на поверхности образца. (Б) Фокус находится на изображении эхиноцита. Отчетливо видны шипы

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Микросферная оптическая микроскопия позволяет
достигать новые возможности для получения изобра-
жений биологических объектов, таких как клетки, бак-

терии, вирусы, ДНК и биомакромолекулы с подробным
изучением их внутреннего устройства в реальном вре-
мени в воздухе и в иммерсионной среде. Метод прост
в реализации, применим в условиях освещения белым
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светом, в жидкости и на воздухе, а образцы не требуют
сложной предварительной обработки. Получая мнимые
изображения с помощью микролинз, можно преодоле-
вать естественное ограничение оптических микроско-
пов — дифракционный предел, и изучать структуры
менее 200 нм.

В данной работе были экспериментально реализо-
ваны методы микролинзовой оптической микроскопии.
Были проведены эксперименты в различных режимах:
на воздухе и в иммерсионной среде, в режимах про-
ходящего и отраженного света. В качестве образцов
исследовались: рельефная дифракционная решетка на

метализированном термопластике с периодом структур
800 нм и шириной щелей 300 нм; структурные особен-
ности эритроцитов по мере превращения в эхиноциты
с наблюдением процесса в реальном времени.

Авторы выражают благодарность старшему научно-
му сотруднику кафедры общей физики физического
факультета МГУ В.В.Попову за предоставление об-
разца дифракционной решетки.
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Ultra-high resolution microlens microscopy
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Optical microscopy is one of the most widely used and convenient methods of imaging samples without complex real-time
preprocessing, with a resolution not available to the human eye. However, the resolution of any modern conventional optical
microscope is limited by the diffraction limit, which is about 200 nm in visible light. To increase it, and to overcome this
limitation, a microlens is proposed. A microlens is an optical lens that produces an image by ’capturing’ light waves in the near
field reflected from an object. Positioned between the specimen and the microscope objective, the microlens is an optical amplifier
that enhances the resolution of the microscope. This paper presents the results of experiments on overcoming the diffraction limit
in optical microscopy by using microlenses in a conventional optical microscope.

The use of optical microscopy with microlenses opens up new possibilities for imaging bacteria, viruses, DNA and
biomacromolecules with a detailed study of their structure in real time.
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