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РАСЧЕТ ПАРАМЕТРОВ КОНФОКАЛЬНОГО КР-МИКРОСКОПА 

"С. Ю. Аржанцев, Д. А. Рузметов, А. Ю. Чикишев 

(кафедра общей физики и волновых процессов) 

Описывается метод расчета параметров оптической схемы конфокального КР-
микроскопа. Предложен способ подбора оптимальных параметров для конкретной 
экспериментальной установки. Проведено сравнение результатов теоретического рас-
чета с имеющимися экспериментальными данными. 

Введение 

Развитие лазерных источников излучения вызвало огромный ин-
терес к исследованию биологических систем методом спектроскопии 
комбинационного рассеяния (КР). Для получения информации о про-
цессах, происходящих в живой клетке, используются различные типы 
микроскопов. Соединение микроскопической техники со спектроскопи-
ей КР позволяет определять конформацию молекулы в клетке, изу-
чать взаимодействие молекул с различными клеточными органеллами. 
Существенными недостатками спектроскопии КР являются малое се-
чение рассеяния и наличие фона, связанного в основном с флуорес-
ценцией. Использование резонансного возбуждения молекул позволяв 
ет увеличить КР-сигнал. При исследовании живых клеток фон от ра-
створа, необходимого для поддержания жизнеспособности клетки, мо-
жет значительно превышать КР-сигнал. Применение конфокального 
микроскопа позволяет ограничить объем образца, образующего сиг-
нал. 

В конфокальных микроскопах используются точечные осветитель 
я детектор. Точечность детектора обеспечивается диафрагмой в плос-
кости изображения. В таких микроскопах осветитель и конденсатор 
играют равные роли в формировании изображения объекта, что и по-
зволяет улучшать линейное разрешение вдоль оси Z. 

В настоящее время существует два подхода к теоретическому опи-
санию формирования трехмерного изображения в конфокальных мик-
роскопах. В основе первого лежит параксиальное приближение ска-
лярной теории дифракции [1], во втором — векторная теория дифрак-
ции [2]. В обоих случаях полученные интегралы не имеют решений в 
аналитическом виде, что значительно затрудняет использование ре-
зультатов других авторов. К тому же конкретный вид интеграла зави-
сит от оптической схемы микроскопа. 
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Для увеличения отношения сигнал/фон необходимо подобрать па-
раметры оптической схемы КР-микроскопа так, чтобы диафрагма ие 
уменьшала полезный сигнал, но в то же время обеспечивала доста-
точное разрешение вдоль оси Z. 

В данной статье рассчитываются параметры оптической схемы 
конфокального КР-микроскопа в параксиальном приближении скаляр-
ной дифракционной теории, оценивается объем, образующий сигнал, 
и на основе сделанных расчетов оптимизируется оптическая схема. 

Теория 

Рассмотрим установку для измерения КР-спектров микрообъектов, 
изображенную на рис. 1. Лазерный луч поступает на линзу Ьх и фо-
кусируется объективом L2 на объекте, рассеянный свет от которого со-
бирается тем же объективом, проходит через диафрагму D и регист-
рируется детектором. Представленную на рис. 1 оптическую схему 

0 2 4 6 

Рис. 1. Оптическая схема конфо-
кального микроскопа: D — кон-
фокальная диафрагма, Lx — кол-
лиматор, Ь2 — эквивалентная 
линза (объектив микроскопа), 
S — перетяжка лазерного пучка, 
1 —• плоскость изображения, 2— 
селективное зеркало, 3 — пред-

метная плоскость f 

Рис. 2. Распределение интен-
сивности лазерного пучка в 
плоскости входного зрачка 
объектива для различных фо-
кусных расстояний коллимиру-
ющей линзы: fi = 5 (1), 10 (2). 

15 (3) и 20 см (4) 

можно отнести согласно [1, 3] к конфокальным микроскопам (КМ). 
В этой схеме точечным источником можно считать перетяжку лазер-
ного пучка 5, расположенную в фокусе линзы L b а точечность детек-
тора обеспечивает диафрагма D. Объектив Ь2 играет роль одновре-
менно осветительной и приемной линзы, что автоматически обеспечи-
вает конфокальность микроскопа. Для промышленных объективов из-
вестно их линейное увеличение М и числовая апертура N. Через эти 
величины можно выразить и другие параметры объектива [4]: f Q ь = 
=До/М — фокусное расстояние, где А0 — оптическая длина тубуса 
микроскопа; a=fobN(l + 1JM) —радиус входного зрачка; f'ob = nfob — 
заднее фокусное расстояние объектива, где п — показатель прелом-
ления среды. В расчетах можно рассматривать в качестве объектива 
тонкую линзу с фокусными расстояниями fob, fob и радиусом а. 

Для описания распространения лазерного луча через такую оп-
тическую систему можно воспользоваться формализмом ABCD-мат-
риц [5]. Гауссов пучок можно описать комплексным параметром q(z)t 

l/q=l/R(z)—2i/kw2(z), 
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где R(z) —радиус кривизны волнового фронта вблизи оптической оси; 
w(z) —радиус гауссова пучка; &=2я/Я — волновое число. 

Параметры гауссова пучка после прохождения оптической систе-
мы преобразуются по формуле q2=Aqi + B/Cqi + D, где q\,2 — комп-
лексный параметр соответственно до и после прохождения оптической 
системы; А, В, С, D — коэффициенты, описывающие оптическую си-
стему [5]. Если известны начальные параметры лазерного луча, то мож-
но вычислить параметры пучка в любой точке пространства, напри-
мер, найти распределение интенсивности в плоскости объекта (в ци-
линдрической системе координат): 

W2 / ,2 Ч 
I (z, г) = —— е х р ( r — ) t 

w2 \ W2 / 

где w0=w(z=0) — радиус перетяжки гауссова пучка в предметной 
плоскости. 

Так как комбинационное рассеяние и флуоресценция являются 
некогерентными процессами, то построение изображения в плоскости 
диафрагмы D нужно описывать с помощью интеграла Кирхгофа—Фре-
неля. Этот интеграл определяет амплитуду поля в любой плоскости в 
зависимости от амплитуды в исходной плоскости: 

сю 

и 2 (х2, у2) = у J и х (хъ уг) e~ikR dxxdyx, 
—оо 

где R — расстояние между точками с координатами (хиух) и (х2,у2)-
Последовательно вычисляя распределение интенсивности после про-
хождения эквивалентной линзы, в плоскости изображения для точки с 
координатами (г, <р) в предметной плоскости получим следующее вы-
ражение: 

М». Ф, Щ, <V3)=U3Ul= \ : \h(u, v')\\ (1) 

где введены безразмерные продольные и поперечные координаты [61: 
v=(kan/bi)r,' v3=(ka/d2)r3, u=ka2(l/fob~n/bi—l/>d2); 

i 
h(u, v) = ^ 2 exp up2 j JQ (wp) р ф — 

о 

импульсная функция отклика линзы [1], / 0 —-
функция Бесселя, v'=(v2+v3

2 + 2vv3cos(tф—фз))'/2, Ьх — расстояние от 
плоскости объектива до объекта, d2 — расстояние от плоскости объек-
тива до плоскости изображения. 

Если записать b \=z+dx , где dx — расстояние до предметной плос-
кости объектива, то, принимая во внимание, что продольную ко-
ординату можно представить в виде и ^ (ka2n/d\) z. Интегрируя форму-
лу (1) по предметной плоскости и по плоскости изображения при на-
личии диафрагмы D, получим интегральную интенсивность, поступаю-
щую на детектор, в зависимости от расстояния и между рассеиваю-
щей и предметной плоскостями (считаем, что все излучение, прошед-
шее через диафрагму, регистрируется детектором): 
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X 

X Cf \h (u, V V - f оз + 2от;8cos (ф—фз))|2^фй?ф. X 'з, (2) 
о 

где vd= (ka/d2) Rd—безразмерный радиус диафрагмы, о0 — (kan/b^ wQ, 

В аналитическом виде интегралы не берутся, следовательно, для 
расчета схемы необходимо использовать численное интегрирование. 
Интегрирование производилось по методу Симпсона, с удвоением ша-
га разбиения до тех пор, пока не была достигнута заданная точность. 
Погрешность интегральных сумм оценивалась по формуле Рунге [71. 

Результаты 

Для оптимизации оптической схемы КР-микроскопа, в частности 
подбора фокусного расстояния линзы Lx и определения необходимого 
размера диафрагмы, воспользуемся результатами расчета по приве-
денным выше формулам. 

Расчет проводился в два этапа: распространение лазерного луча 
через эквивалентную оптическую систему до объекта рассчитывалось 
по законам гауссовой оптики и с помогцью дифракционной теории 
описывалось распространение рассеянного излучения от объекта до 
детектора. Все расчеты проводились для источника возбуждения с 
длиной волны 514,5 нм и расходимостью 0,26 мрад (линия Аг-лазера), 
иммерсионного объектива с линейным увеличением 90, числовой апер-
турой 1,3 и показателем преломления кедрового масла 1,5. В резуль-
тате вычислений для различных фокусных расстояний линзы Lj были 
получены распределения интенсивности излучения в плоскости вход-
ного зрачка объектива, изображенные на рис. 2. Поскольку радиус 
входного зрачка для данного объектива а=2,37 мм, то, как видно из 
рисунка, наилучшее заполнение лазерным пучком объектива обеспе-
чивает линза с фокусным расстоянием 10 см. Для такой линзы был 
рассчитан минимальный радиус гауссова пучка в фокальной плоско-
сти объектива микроскопа w0=0,21 мкм, или в безразмерных оптичес-
ких единицах о0=3,38. 

Поскольку КР-сигнал смещен по частоте относительно возбужда-
ющего излучения, то при вычислении интеграла (2) длина волны бра-
лась 542 нм (отстройка 1000 см - 1 ) . 

В результате интегрирования по формуле (2) при перетяжке ла-
зерного пучка в предметной плоскости о0=3,38 было получено семей-
ство кривых, изображенных на рис. 3 и отвечающих различным диа-
фрагмам vd (радиус диафрагмы Rd=VdM/ (kN)). На рис. 3 изображе-
на интегральная интенсивность, регистрируемая детектором, при пере-
мещении вдоль оптической оси плоского объекта, рассеивающего ла-
зерное излучение. Полуширина (половина ширины на половине высо-
ты) этой кривой будет характеризовать разрешающую способность 
микроскопа вдоль оптической оси. Зависимость полуширины от вели-
чины диафрагмы изображена на вставке к рис. 3 (кривая А). 
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Полученные результаты интересно сравнить с аналогичным расче-
том аксиальной разрешающей способности, который был проведен в 
работе [8] (см. вставку к рис. 3, кривую С). Отличие состояло в том, 
что в [8] объект освещался точечным источником света, следователь-
но, в фокусе объектива интенсивность была распределена по закону 
(2Jx(v)lv)2 [1], с шириной v=2. Если сфокусировать лазерный луч так, 
чтобы радиус перетяжки в фокусе объектива был равен v0=2, то сле-
дует ожидать, что для малых диафрагм (vd<-2) гауссов источник бу-
дет эквивалентен точечному и кривые зависимости параметра щ2 от 
радиуса диафрагмы va будут отличаться слабо. Это и подтверждается 
нашим расчетом (см. вставку к рис. 3, кривую В). При увеличении 
Vd наблюдается возрастающее расхождение кривых вследствие разли-
чия распределения интенсивности в фокальной плоскости объектива. 

0,75 

0,25 -

R^, мкм 
Рис. 3. Зависимость интегральной ин- Рис. 4. Зависимость интенсивно-
тенсивности, регистрируемой детек- сти, регистрируемой детектором, 
тором, от расстояния и между рас- от радиуса диафрагмы для рас-
сеивающей и фокальной плоскостями сбивающего объекта, расположек-
в безразмерных единицах для раз- ного в предметной 'плоскости объ-
личных диафрагм: va= 1 (1), 3 (2), ектива 
7 (3), 11 (4) и 15 (5). На вставке 
показана зависимость полуширины 
для семейства этих кривых от ради-
уса диафрагмы: А — гауссов источ-
ник, у0=3,38; В — гауссов источник 

Уо—2; О — точечный источник 

Для проверки алгоритма численного интегрирования воспользуем-
ся результатами работы [93. В данной работе было экспериментально 
определено разрешение по оси Z для конфокального КР-микроскопа, 
упрощенная схема которого изображена на рис. 1. Лазерный луч (Х=> 
=660 нм, расходимость '0=1,5 мрад) проходит через линзу с фокусным 
расстоянием f i=0 , l м и фокусируется иммерсионным объективом (М= 
=63, я=1,33 (вода), ЛГ= 1,2). Плоский предмет (тонкая пленка поли-
стирина толщиной 100 нм) двигается через фокус вдоль оптической 
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оси, рассеянный свет от него проходит через диафрагму i/?d=50 мкм 
и регистрируется детектором. 

Д л я приведенных выше параметров системы был вычислен ради-
ус перетяжки У О = 2 , 6 И ПО формуле (2) было найдено семейство кри-
вых If(u,vd). Д л я диафрагмы Rd=50 мкм ширина кривой П составля-
ет дг=2гъ~2 мкм, что согласуется с результатом [9] — 6 z = 2 , 3 ± 
+ 0,2 мкм. 

Как уже говорилось выше, в КР-микроскопии приходится иметь 
дело с чрезвычайно низким уровнем сигнала, поэтому при оптимиза-
ции схемы КР-микроскопа в первую очередь необходимо обеспечить 
высокую чувствительность. Следовательно, важным критерием выбора 
радиуса диафрагмы является ее высокая пропускная способность, при 
которой максимальная часть излучения, исходящего из слоя и = 0 , дол-
жна попадать на детектор. На рис. 4 показана зависимость интенсив-
ности, регистрируемой детектором, от размера диафрагмы, при этом 
рассеивающий объект расположен в плоскости и=0. Д л я Rd>-50 мкм 
кривая интенсивности становится пологой, и значительного выигрыша 
в сигнале такие диафрагмы не дают. Таким образом, можно считать 
оптимальным радиус диафрагмы Rd=50 мкм, и по графику А на встав-
ке к рис. 3 можно определить соответствующую разрешающую способ-
ность микроскопа 6z=2z, / 2«1,6 мкм. Считая, что поперечное разреше-
ние определяется величиной vo, можно оценить объем, образующий 
сигнал: 2r0X2rQXdz,h^O,2 мкм3, где г0=0,17 мкм — радиус перетяжки. 

Таким образом, в работе предложен метод расчета параметров 
оптической схемы конфокального КР-микроскопа. Д л я описанной вы-
ше системы из соображений наилучшего разрешения и максимальной 
чувствительности теоретически определены оптимальные параметры 
оптической схемы: радиус конфокальной диафрагмы 50 мкм, фокус-
ное расстояние коллимирующей линзы 0,1 м. Определено линейное 
разрешение вдоль оси Z микроскопа — 1,6 мкм и найден объем, об-
разующий КР-сигнал, — 0,2 мкм3. Проведено сравнение линейного 
разрешения вдоль оси Z для гауссова и точечного источников. Резуль-
таты расчета, проведенного по предложенной схеме, совпадают с экс-
периментальными результатами, полученными в работе [9]. 
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