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ВВЕДЕНИЕ
Современные исследования и  задачи в  биомеди-
цине, клеточной биологии и нанотехнологиях тре-
буют постоянного усовершенствования и разработки 
новых методов микроскопии сверхвысокого разреше-
ния. В настоящее время для трехмерной визуализа-
ции субклеточных процессов и структур применя-
ются различные методы флуоресцентной и конфо-
кальной микро- и наноскопии, однако предел разре-
шения, ограниченный дифракцией, во многих слу-
чаях не позволяет получить достаточно высокое раз-
решение для детальной визуализации исследуемых 
биологических структур [1, 2]. Аксиальное разреше-
ние большинства существующих методик составляет 
несколько микрон, что существенно ниже по срав-
нению с их латеральным разрешением. Это препят-
ствует возможности получения удовлетворительных 
трехмерных изображений ультраструктуры биологи-
ческих образцов.

Одним из распространенных на данный момент 
способов достижения высокого аксиального разре-
шения является использование метода флуоресцент-
ной микроскопии полного внутреннего отражения 
(TIRF, Total Internal Reflection Fluorescence microscopy), 
который нашел широкое применение в биологиче-
ских исследованиях, позволяя получать достаточно 
детализированные и контрастные изображения [3, 4]. 
Пучок света в TIRF-микроскопии распространяется 
в направлении границы раздела сред, на поверхно-
сти которой в водной или воздушной среде находится 
тонкий слой образца. При падении плоской волны 
под сверхкритическим углом на границе разделов 
сред происходит возбуждение эванесцентной волны, 
возникающей в результате эффекта полного внутрен-
него отражения. Эванесцентная волна экспонен-
циально затухает, распространяясь в среде на глу-
бину, обычно значительно меньшую длины волны 
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излучения [5]. Следовательно, затухающее поле спо-
собно возбуждать флуорофоры только в тонком слое 
вблизи поверхности, и значительно увеличить акси-
альное разрешение флуоресцентных изображений, 
что и обуславливает применение метода TIRF в био-
логических in vitro исследованиях на протяжении двух 
последних десятилетий [3, 4, 6].

Однако TIRF-микроскопия имеет и  свои недо-
статки, одним из  них является ограничение тол-
щины исследуемой области образца, которая не 
должна превышать 100–200 нм, что накладывает огра-
ничения на спектр задач, решаемых с помощью дан-
ной методики. И на сегодняшний день TIRF исполь-
зуется в основном для визуализации процессов, ассо-
циированных с плазматической мембраной клетки, 
таких как процессы секреции и эндоцитоза [7, 8], изу-
чение взаимодействия лиганд-рецептор на клеточ-
ной поверхности [9, 10], картирования цитоплазмати-
ческой мембраны [11, 12] или контактов клетки с под-
ложкой. При этом для изучения большинства биоло-
гических процессов и моделей требуются значитель-
ное увеличение предельной глубины реконструкции 
флуоресцентного изображения, что вызывает необхо-
димость развития подходов, позволяющих произво-
дить протяженное вдоль оптической оси послойное 
сканирование с последующей реконструкцией мас-
сива 2D-данных в 3D-изображение.

В  данной работе предложен подход для  реше-
ния вышеуказанной проблемы, основанный на объ-
единении методик ультрамикротомии (выпол-
нение последовательности сверхтонких срезов 
образца) и TIRF, что дает возможность визуализа-
ции 3D-ультраструктуры объектов на основе резуль-
татов послойного TIRF-сканирования (томогра-
фии) образца в  режиме и  в рамках единой изме-
рительной процедуры. Совмещение методик воз-
можно за счет ключевой особенности: использования 
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отражения во всем угловом диапазоне падающих 
лучей также будет выполняться при варьировании 
положения оптической оси объектива в диапазоне 
от 0° (вертикальное расположение, рис.2) до 45° (пер-
пендикулярно первой грани ножа). Возможность 
широкого варьирования угла наклона оптической 
оси объектива по отношению к внешней грани алмаз-
ной призмы в вертикальной плоскости является важ-
ным параметром данной системы, увеличивающим 
ее адаптируемость под различные эксперименталь-
ные условия.

Исследуемый образец располагается на  ска-
нирующем XYZ-пьезосканере (рис.2 поз. 3), закре-
пленном на  подвижной консоли ультрамикро-
тома таким образом, что одна из  его координат 
(X) параллельна кромке алмазного ножа. Данный 
пьезосканер был создан ранее коллективом авто-
ров в  ходе работы по  созданию уникальной науч-
ной установки (УНУ – http://ckp-rf.ru/usu/486825/) [13–
15]. Использование XYZ-пьезосканера системы как 
в качестве сканирующего устройства, так и в каче-
стве устройства подвода образца обеспечивает высо-
коточное совмещение поверхности образца с  гра-
нью алмазного ножа. Перемещение с нанометровой 

специализированного алмазного ножа ультрами-
кротома как для получения физических срезов, так 
и в качестве TIRF-призмы.

3D-TIRF-СИСТЕМА
Основная техническая задача для реализации мето-
дики 3D-TIRF состояла в разработке специализирован-
ного прямого оптического флуоресцентного микро-
скопа и системы его сопряжения с ультрамикрото-
мом (см. рис.1). Исходя из результатов предваритель-
ных расчетов, геометрия и оптические свойства ножа 
ультрамикротома (рис.2, поз.1) позволяют проводить 
возбуждение и сбор оптического сигнала с помощью 
объектива с числовой апертурой 0.75 и рабочим отрез-
ком 5.2 мм (Mitutoyo Plan Apo HR Infinity Corrected × 50) 
(рис.2, поз.2). Возбуждающее излучение выходит 
из объектива и, проходя через внешнюю грань алмаз-
ного ножа, испытывает полное внутреннее отраже-
ние на его внутренней грани во всем угловом диапа-
зоне падающих лучей. Таким образом, для данного 
объектива оказывается задействована вся его число-
вая апертура, что способствует повышению чувстви-
тельности флуоресцентной микроскопии и ее лате-
рального разрешения. Условие полного внутреннего 
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Рис.1. Модель специализированного прямого флуоресцентного микроскопа для реализации методики 3D-TIRF. a – вид сбо-
ку; b – вид сзади. Обозначения: 1 – объектив, 2 – прецизионная угловая подвижка, 3 – прецизионная аксиальная микропод-
вижка для точной фокусировки, 4 – кубик с флуоресцентными фильтрами, 5 – тубусная линза, 6 – светодиод для освеще-
ния при работе в режиме яркого поля, 7 – прецизионная моторизованная подвижка микроскопа по вертикали, 8 – преци-
зионная моторизованная подвижка микроскопа по горизонтали ("вперед – назад"), 9 – установочная оптическая панель 
с прецизионной подвижкой по горизонтали ("вправо – влево"), 10 – алмазный нож ультрамикротома
Fig.1. Model of a specialized upright fluorescence microscope for implementing the 3D-TIRF technique. a – side view; b – back view. 
Designations: 1 – objective lens, 2 – precise angular positioner, 3 – axial micro- positioner for precise focusing, 4 – cube with fluorescent fil-
ters, 5 – tube lens, 6 – LED for illumination in bright field mode, 7 – precise motorized vertical microscope positioner, 8 – precise motorized 
horizontal microscope positioner ("forward – backward"), 9 – mounting optical panel with precise horizontal movement ("right – left"), 
10 – diamond knife of the ultramicrotome
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точностью вдоль оси Z (перпендикулярно плоскости 
среза) позволяет зондировать экспоненциально зату-
хающее поле, возбуждающее флуоресценцию (см. 
рис.3), с целью нахождения оптимальных соотноше-
ний между разрешением по глубине и интенсивно-
стью TIRF-сигнала.

Для получения среза образца нож ультрамикро-
тома должен располагаться под углом 2–10° к поверх-
ности образца, что приводит к  тому, что эффек-
тивное возбуждение TIRF возникает только в узкой 
полосе ("полоса контрастности") вблизи его кромки, 
где нож и образец находятся на наименьшем расстоя
нии друг от друга. Последовательность "полос кон-
трастности", полученная при сканировании плоско-
сти среза образца вдоль направления Y перпендику-
лярно кромке ножа, с использованием специального 

программного обеспечения, написанного в среде 
Piton 3.8, складывается в его 2D-флуоресцентное изо-
бражение. Набор 2D-флуоресцентных изображений, 
полученных в результате последовательных срезов 
и сканирований вдоль оси Y, далее преобразуется 
с помощью программы ImagePro Plus 6.0 в трехмерное 
флуоресцентное изображение исследуемого образца.

МАТЕРИАЛЫ
В  качестве тестового образца для  практического 
исследования возможностей микроскопии 3D-TIRF 
были выбраны полистирольные микросферы (ПСМ) 
диаметром 5  мкм, поверхность которых покрыта 
монослоем полупроводниковых флуоресцентных 
квантовых точек (КТ) структуры ядро/оболочка (CdSe/
ZnS) с длиной волны испускаемой флуоресценции 
в районе 530 нм. Толщина флуоресцентного монослоя 
КТ соответствует их среднему диаметру порядка 7 нм. 
Таким образом можно считать, что исследуемым 
объектом является флуоресцентная сфера диаме-
тром 5 мкм и бесконечно малой (относительно акси-
ального разрешения прибора) толщиной. Для прове-
дения измерений массив ПСМ/КТ был залит в среду 
Ловикрил, позволяющую легко выполнять срезы уль-
трамикротомом и, соответственно, проводить их 
полную 3D-реконструкцию.
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Рис.3. Сравнение экспериментальной (зеленый) и теоре-
тической (фиолетовый) зависимостей интенсивности 
эванесцентных волн от расстояния от поверхности ножа 
по оси Z
Fig.3. Comparison of the experimental (green) and theoretical 
(purple) dependences of evanescent waves on the distance from 
the knife edge along the Z axis
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Рис.2. Экспериментальная установка для 3D-TIRF микро-
скопии: 1 – алмазный нож ультрамикротома, 2 – объек-
тив флуоресцентного микроскопа, 3 – XYZ-пьезосканер, 
установленный на подвижной консоли ультрамикротома,  
4 – образец
Fig.2. Experimental setup for 3D-TIRF microscopy: 1 – diamond 
knife of ultramicrotome, 2 – fluorescence microscope objective, 
3 – XYZ-piezoscanner mounted on the movable arm of ultrami-
crotome, 4 – sample
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использоваться для подбора параметров проведения 
эксперимента и интерпретации его результатов.

Далее была выполнена трехмерная реконструкция 
образцов ПСМ/КТ. Для этого было получено 33 после-
довательных 2D-TIRF с шагом ультрамикротомиро-
вания 150  нм. Каждое 2D-TIRF изображение было 
получено в результате последовательной интегра-
ции 256 горизонтальных линий пикселов – "полос 
контрастности" вблизи лезвия ножа, полученных 
при растровом сканировании образцом по  оси Y 
с шагом 100 нм. На рис.4 (левая панель) показан при-
мер одного из полученных интегрированных 2D-TIRF 
изображений. Получение каждого из изображений 
заняло около 40 с. Различимые на изображении кру-
говые структуры соответствуют срезам отдельных 
микросфер, на поверхности которых находятся флуо
ресцирующие квантовые точки.

Серия полученных 2D-TIRF-изображений была 
обработана при помощи программного пакета 
ImagePro Plus 6.0 3DConstructor (Media Cybernetics, Inc., 
USA). Визуализация полученной трехмерной рекон-
струкции представлена на  рис.4 (правая панель). 
На  ней различимы объекты сферической формы, 
полые внутри, что указывает на успешность трехмер-
ной реконструкции с приемлемым аксиальным раз-
решением. Так же как и на 2D-изображении, можно 

РЕЗУЛЬТАТЫ
Первой задачей для валидации метода 3D-TIRF было 
сравнение теоретического и  экспериментального 
распределений эванесцентного поля вдоль оси  Z 
на образцах ПСМ/КТ, описанных выше. Для этого 
проводился срез экспериментального образца, после 
чего к плоскости среза подводилась кромка ножа уль-
трамикротома до  появления отчетливой "полосы 
контрастности". Далее образец отводился от ножа 
с шагом в 10 нм и записывались флуоресцентные изо-
бражения образца в "полосе контрастности". Глубина 
проникновения поля оценивалась по относитель-
ной яркости изображений кластеров КТ на поверх-
ности ПСМ. Теоретическая зависимость строилась 
для длины волны 436 нм, что соответствует одной 
из длин волн ртутной лампы, которой в дальней-
шем проводилось возбуждение флуоресценции КТ. 
Сравнение этой зависимости и данных, полученных 
экспериментально, приведено на рис.3.

Из  приведенных данных видно, что с  точно-
стью до  погрешности измерений теоретическая 
и  экспериментальная зависимости совпадают, 
что прежде всего говорит об адекватной работе соз-
данной системы возбуждения/сбора флуоресцен-
ции в режиме TIRF. Кроме того, полученные экспе-
риментальные зависимости в  дальнейшем будут 

Рис.4. Левая панель: 2D-TIRF-изображение образца ПСМ с нанесенным оптически тонким (несколько нанометров) поверх-
ностным слоем КТ структуры ядро/оболочка (CdSe/ZnS) с длиной волны испускаемой флуоресценции в районе 530 нм. Размер 
изображения 25,6×25,6 мкм; правая панель – трехмерная реконструкция образца ПСМ/КТ на основе 33 последовательных 
2D-TIRF-изображений, толщина среза 150 нм, объем реконструкции 25,6×25,6×4,95 мкм. Размерные отрезки – 5 мкм
Fig.4. Left panel: a 2D TIRF image of a sample of polystyrene microspheres (PSMs) with an optically thin (several nanometers) surface 
layer of CdSe/ZnS core/shell quantum dots (QDs) fluorescing at a wavelength of about 530 nm. The image size is 25.6×25.6 μm. Right: a 
3D reconstruction of the PSM–QD sample based on 33 sequential 2D TIRF images. The section thickness is 150 nm; the reconstruction 
size is 25.6×25.6×4.95 μm. Scale bars, 5 μm
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отметить, что флуоресцентные квантовые точки 
на поверхности распределены неравномерно, боль-
шинство из них находятся в кластерах размерами 
до нескольких сотен нанометров.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Предлагаемый метод позволяет получать трехмер-
ные TIRF-изображения с аксиальным разрешением 
лучше дифракционного предела – за счет детекти-
рования флуоресценции, возбужденной экспонен-
циально затухающими волнами, возникающими 
при полном внутреннем отражении от  ближай-
шей к образцу грани ножа. После получения опти-
ческого среза толщиной менее 100 нм, выполняется 
очередной физический сверхтонкий срез поверхно-
сти образца с помощью ультрамикротома. В резуль-
тате многократного повторения данной процедуры, 
получается серия оптических срезов, на основе кото-
рой восстанавливается 3D-TIRF-изображение иссле-
дуемого объекта. Основным преимуществом описан-
ного подхода является отсутствие принципиальных 
(за исключением общего времени проведения экс-
перимента) ограничений на количество выполняе-
мых срезов, а значит, реконструкция изображения 
объектов происходит без потерь аксиального разре-
шения при теоретически не ограниченной глубине 
реконструкции.
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