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Микроскопия с  использованием микросфер – это новый метод получения трехмерных 
изображений со сверхвысоким разрешением благодаря использованию прозрачной 
микросферы при визуализации в  классический оптический микроскоп. С  помощью 
микролинзовой микроскопии можно получить оптическое разрешение до  ста нанометров 
по  горизонтали, например при визуализации канавок на  поверхности Blu-ray-диска. При 
этом не требуется введение меток, необходимо лишь незначительно модернизировать 
обычный оптический микроскоп. Расширить возможности микролинзовой технологии 
можно с  помощью интерференционной микроскопии, которая обеспечивает высокую 
чувствительность по  трем координатам и  дает изображение топографии со сверхвысоким 
разрешением.
Microscopy with the use of microspheres is a new method to obtain 3D images with ultra-high 
resolution due to the use of a transparent microsphere at visualization in a standard optical 
microscope. When using a microlens microscope it is possible to get an optical resolution up 
to a hundred of nanometers horizontally, for example, during visualization of blu-ray disc 
surface grooves. It does not require to introduce labels, it is just necessary to slightly upgrade 
the standard optical microscope. Besides, it is possible to improve the microlense microscopy 
capabilities using the interference microscopy which provides high sensitivity along three 
coordinates and image topography of ultra-high resolution.

ВВЕДЕНИЕ
В  2011  году Zengbo Wang и  др. [1–3] экспери-
мента льно продемонс т рирова ли принцип 
микроскопии с  субдифракционным пределом 

с  использова нием с тек л янны х мик росфер 
в  о бы чном опт ичес ком мик рос копе. Этот 
неинвазивный метод визуализации в  белом 
свете позволяет преодолеть дифракционный 
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INTRODUCTION
In 2011 Zengbo Wang et al. [1–3] 
experimentally demonstrated a 
principle of microscopy subdif-
fraction limit using glass micro-
spheres in a standard optical 
microscope. This noninvasive 
visualization method in white 
light makes it possible to over-
come a diffraction limit 2–3 times 
(λ/4 – λ/6). Our scientific team 
together with the Zengbo Wang 
research team is developing a unit 
that combines the probe, optical 
and microlens microscopy [4].

The principle of microscopy 
with the use of microspheres to 
obtain 2D images is to arrange 
a  t r a n s p a r e nt  m ic r o s phe r e 
between the st udied sample 
and an optical microscope. It 
is important that the distance 
between the sample and the lens 
is minimal. A microsphere works 
as an optical amplifier and forms 
the magnified virtual image 
of the object. Afterwards the 
optical microscope lens collects 
the virtual image that is superior 
to the diffraction limit. Thus, 

the ultra-high resolution image 
without labels in nanoscale can 
be obtained using a microsphere 
and a lens of a standard optical 
microscope.

PRINCIPLE OF OPERATION AND 
DESIGN
In this work the Zeiss Model 
AxioSkop-40 optical microscope 
with aperture of 0.9 is used. 
Resolut ion of this model is 
nearby 350 nm. In order to check 
the accuracy of measurements, 
microchips, a calibration lattice 
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предел в 2–3 раза (λ/4 – λ/6). Нашей научной груп-
пой совместно с научной группой Zengbo Wang 
разрабатываетс я ус та новк а д ля  совмещен-
ной зондовой, оптической и  микролинзовой 
микроскопии [4].

Принцип микроскопии с  использованием 
микросфер для получения 2D-изображений заклю-
чается в  размещении прозрачной микросферы 
между исследуемым образцом и  оптическим 
микроскопом. При этом важно, чтобы расстояние 

между образцом и  линзой было минимальным. 
Микросфера работает как оптический увеличи-
тель, она создает увеличенное мнимое изображе-
ние объекта. Затем уже линза оптического микро-
скопа собирает мнимое изображение, превосхо-
дящее дифракционный предел. Таким образом, 
с использованием микросферы и линзы объектива 
оптического микроскопа может быть получено изо-
бражение в микромасштабе без меток со сверхвысо-
ким разрешением.

Рис.1. Изображение поверхности микросхемы в оптический микроскоп с использованием микролинзы: а – общий план;  
б – детальное изображение паттерна на микросхеме через микросферу, ширина одиночного выступа составляет вели-
чину около 150 нм
Fig.1. Image of a chip surface made by optical microscope using microlens: a – general view; b – detailed image of the pattern on a chip 
obtained through a microlens, the width of a single spike is about 150 nm
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for an optical microscope and 
blue -r ay d i sc  s u r face  were 
used. Control of measurements 
using the FemtoScan probe 
m ic roscope and image pro-
cessing by FemtoScan Online 
software [5] were performed 
simultaneously.

Despite t he fac t  t hat t he 
phenomenon of the ultra-high 
resolution effect is currently not 
fully studied, the simulation 
results show the importance to 
select the geometric and optical 
pa r a meters to i nc rea se a nd 
improve the lateral resolution: 
in particular, the diameter of 
the microsphere, the refractive 

index of the environment and 
the microsphere, as wel l as 
wavelengths.

The microsphere diameter affects 
not only the lateral resolution, 
but also the transverse viewing 
angle: the less the microsphere, 
the higher the resolution and the 
smaller the measurement area. The 
focal length is determined by the 
formula:

	
   
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   
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· 

· 
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here: n1 – refraction index of the 
environment,

n2 – lens refraction index,

R1 and R2 – radiuses of curvature 
of lens

For spheres with the refractive 
index 1 < n2 <2 the focus is located at 
some distance on the surface from 
the shadow side. If n2 = 2, the focus 
occurs on the shadow side. Finally, 
for all n2 > 2, the light focuses inside 
the lense. Following the Snell law, 
it is possible to find the focus of the 
geometric optics and calculate a 
distance:
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The focus distance is measured 
from the center of the sphere [6].

ПРИНЦИП ДЕЙСТВИЯ И КОНСТРУКЦИЯ
В  данной работе мы используем оптический 
микроскоп Zeiss Model AxioSkop-40 с  аперту-
рой 0,9. Разрешение микроскопа составляет 
около 350  нм. Для  проверки точности изме-
рений в  качестве тестового образца использу-
ются микросхемы, калибровочная решетка 
для  оптического микроскопа и  поверхность 
Blu-ray-диска. Параллельно контроль измере-
ний проводится с  помощью зондового микро-
скопа "ФемтоСкан", обработка изображений –  
в  прог ра ммном о бес печении "Ф емтоСк а н 
Онлайн" [5].

Несмотря на то, что явление, лежащее в основе 
эффекта сверхвысокого разрешения, в настоящее 
время полностью не изучено, результаты модели-
рования показывают важность подбора геометри-
ческих и оптических параметров для увеличения 
и улучшения латерального разрешения: в частно-
сти, диаметра микросферы, показателя прелом-
ления как окружающей среды, так и микросферы, 
а также длины волны света.

Диаметр микросферы влияет не только на лате-
ральное разрешение, но и на поперечный угол 
обзора: чем меньше микросфера, тем выше раз-
решение и  тем меньше площадь измерения. 
Фокусное расстояние определяется по формуле:
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где: n1 – показатель преломления окружаю-
щей среды;

n2 – показатель преломления линзы;
R1 и R2 – радиусы кривизны линзы.
Для сфер с показателем преломления 1 < n2 < 2  фокус 

расположен на некотором расстоянии на поверхно-
сти со стороны тени. При n2 = 2 фокусировка проис-
ходит именно на теневой стороне. Наконец, для всех 
n2 > 2 свет фокусируется внутри линзы. Следуя закону 
Снеллиуса, можно найти фокус геометрической 
оптики, который находится на расстоянии
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Фокусное расстояние измеряется от  центра 
сферы [6].

Д л я  и з ме р е н и й ис по л ь з у ю т с я м и к р о -
линзы из  титаната бария BTGMS-4,25, диа-
метр 30–100  мкм, плотность 4,22  г/см3, показа-
тель преломления 1,9. При использовании микро-
сферы в  15  мкм фокусное расстояние состав-
ляет 7,9 мкм в соответствии с формулой (2).

Чтобы уменьшить показатель преломления 
n, можно поместить жидкость на сферу, так как 
важен не абсолютный показатель преломления 
сферы, а относительный nсферы/n окружения. Таким 
образом, при использовании капли воды отно-
сительный показатель преломления составит 
n = 1,9/1,33 = 1,4286.
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For measurements, are used the 
BTGMS-4.25 dia. 30–100 microns 
barium titanate microlenses 
of 4.2 2  g/cm 3 density and 1.9 
refractive index. When using 
a 15 μm microsphere, the focal 
length is 7.9 μm according to 
formula (2).

To reduce the refractive index 
n, it is possible to put a wter drop 
on the sphere, because it is not 
an absolute refractive index of 
the sphere which is important, 
but the ratio n sphere/n оenvironment. 
Thus, with the use of a drop 
of water the relative refractive 
index w i l l  be equ a l to n = 
1.9/1.33  = 1.4286.

CONCLUSIONS
Another development is the com-
bination of microlens microscopy 
with a probe microscopy. The com-
bined microlens and probe micro-
scope has several advantages: the 
presence of a large viewing field for a 
detailed approach with the aid of the 
probe microscope, visualization and 
mechanical manipulation of indi-
vidual objects, obtaining 2D and 3D 
images of the sample as well as obser-
vation in air and liquid media with 
the controlled parameters. It should 
be noted that the optical image of the 
nanostructures beyond the boundary 
of the diffraction limit can also be 
obtained in the case of the confocal, 

interference, fluorescent and Raman 
microscopy. In the case of interfer-
ence microscopy, the vertical spa-
tial resolution can equal units of a 
nanometer.
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ВЫВОДЫ
Еще одной разработкой является совмеще-
ние микролинзовой микроскопии с  зондо-
вой. Совмещенный микролинзовый и  зондо-
вый микроскоп имеет несколько преимуществ: 
наличие большого поля обзора для детального 
подвода с  помощью зондового микроскопа, 
визуализация и  механическое манипулиро-
вание отдельными объектами, получение 2D- 
и 3D-изображений образца, наблюдение в воз-
душных и жидких средах с контролируемыми 
параметрами.

Следует отметить, что оптическое изображение 
наноструктур за границей дифракционного пре-
дела получается также в  случае конфокальной, 
интерференционной, флуоресцентной и  рама-
новской микроскопии. В случае интерференци-
онной микроскопии пространственное разре-
шение по вертикали может составлять единицы 
нанометра.
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