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(54) Сканирующий флуоресцентный микроскоп плоскостного освещения
(57) Реферат:

Изобретение относится к области оптического
приборостроения и может быть использовано в
приборостроении, медицине. Сканирующий
флуоресцентный микроскоп плоскостного
освещения содержит осветительную систему
плоскостного освещения, механизм сканирования
и оптическую систему регистрации изображения
образца. Согласование осветительной и
регистрирующей систем выполнено с помощью
прямоугольной призмы, установленной так, что
их оптические оси ортогональны катетным

граням, а точка пересечения расположена вблизи
гипотенузной грани в месте нахождения
исследуемого образца, помещенного в
иммерсионную среду. Механизм сканирования
имеет возможность для поступательного
перемещения призмы в иммерсионной среде
относительно регистрирующей системы вдоль ее
оптической оси. Устройство позволяет увеличить
глубину области резко изображаемого
пространства и повысить разрешающую
способность регистрирующей системы. 2 ил.
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(54) SCANNING FLUORESCENCE LIGHT SHEET MICROSCOPE
(57) Abstract:

FIELD: optical instrument engineering.
SUBSTANCE: invention can be used in instrument

engineering, medicine. A scanning fluorescence light
sheet microscope comprises a light sheet illumination
system, a scanning mechanism and an optical image
acquisition system of the sample. Alignment of the
illumination and acquisition systems is performed using
a right-angle prism installed in such a way that their
optical axes are orthogonal to the cathetus faces, and
the intersection point is located near the hypotenuse

face at the location of the sample under study, placed
in an immersion medium. The scanning mechanism has
the ability for translational movement of the prism in
the immersionmedium relative to the acquisition system
along its optical axis.

EFFECT: depth of the sharply imaged space region
is increased and resolution of the acquisition system is
improved.

1 cl, 2 dwg
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Область техники
Изобретение относится к одной из важных областей оптического приборостроения

- флуоресцентной микроскопии.
Уровень техники
Флуоресцентные микроскопы [1] предназначены для наблюдения объектов,

окрашенных специальными красителями, поглощающими излучение подсветки и
излучающими свет с большей длиной волны.

Необходимыми элементами таких микроскопов являются осветитель для подсветки
коротковолновым возбуждающим излучением и формирующая оптическая система
для регистрации объекта наблюдения в свете флуоресцентного красителя. Основным
недостатком таких микроскопов является низкий контраст в изображении из-за
воздействия рассеянного света от частей объекта, не находящихся в плоскости резко
изображаемого пространства. При работе с живыми образцами для исследований
клеточной динамики в эмбрионах и мелких организмах (миграция клеток, сердечное
развитие, кровоток, развитие сосудов и т.п.), анатомических и нейронных структур
необходимо сохранить физиологическую целостность объектов в течение
продолжительного времени с минимальной фототоксичностью. Фотоповреждения,
вызванные действием света, и фототоксичность являются серьёзной проблемой при
медицинских и биологических исследованиях [2,3], так как они могут оказывать
существенное влияние на исследуемые организмы, а также функционирование на всех
биологических уровнях организации живых образцов. Таким образом, для получения
3D изображения таких образцов с минимальной фототоксичностью и высоким
разрешением в области резко изображаемого пространства необходимы специальные
методы и аппаратно-программные средства.

Большая часть этих методов основана на оптической микроскопии высокого
разрешения со сканированием объекта.Наиболее перспективнымиз них представляется
флуоресцентная микроскопия плоскостного освещения (англ. Light Sheet Fluorescence
Microscopy, LSFM). Эти микроскопы используют пучок освещения в виде «тонкого
листа» [2,3]. Данный способ освещения позволяет устранить рассеянный свет от слоёв
объекта, не находящихся в области резко изображаемого пространства, и повысить
контраст изображения.

Одновременное перемещение пучка подсветки и слоя резко изображаемого
пространства (далее плоскость предметов) позволяет получить объемное изображение
объекта.

Описанныйпринципплоскостного освещениямикрообъекта реализован, в частности,
в опубликованной патентной заявке KR20220063767A (опубликована 18.05.2022).
Отличительнойособенностьюустройствапоуказанномупатенту является использование
двухступенчатой системыформирования светового листа, которое вызвано стремлением
получить световой лист наименьшей толщины.

Описанный подход не позволяет полностью устранить влияние рассеянного света,
во-первых, из-за шероховатости поверхности биологических тканей, во-вторых, из-за
того, что зачастую освещаемая площадь значительно превышает размер поля зрения
микроскопа.

Другим известным устройством, использующим принцип плоскостного освещения
флуоресцентной микроскопии, является устройство по международной РСТ-заявке
WO2025021132A1 (опубликована 30.01.2025). Отличительной особенностью этого
устройства является использование прямоугольной призмы, основное назначение
которой является формирование необходимых характеристик излучения подсветки
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микрообъекта.
Следует отметить, что в обоих патентах недостаточно отражена система

сканирования, обеспечивающая высокое качество изображения во всём объёме
микрообъекта. В частности, каким образом решается проблема изменения
аберрационных искажений при сканировании микрообъекта по глубине, т.е. вдоль
оптической оси системы наблюдения.

Наиболее близким к предполагаемому изобретению является устройствоMediScape,
разработанное в Columbia University in the City of New York [4]. В данном микроскопе
ввод и вывод излучения осуществляется через один и тот же объектив О1 (см. фиг. 1).
Образец, находящийся в иммерсионной среде, прижимается к покровному стеклу
объектива, как в обычном, например, биологическом, микроскопе. Метод LSFM
работает за счёт использования одной части апертуры микрообъектива для освещения
объекта, а другой для формирования изображения. При этом плоскость резко
изображаемого пространства расположена под углом к оптической оси, меньшим 90
градусов. ВMediScape при сканировании с помощьюповоротного зеркала З1 оптической
системы плоскостного освещения эта плоскость перемещается перпендикулярно
оптической оси прибора.

Объекты, находящиеся в плоскости предметов в свете флуоресценции изображаются
оптической системой, состоящей из объективаО1, линзЛ1 - Л4, зеркала З1 и дихроичного
зеркала З2, отрезающего возбуждающее излучение, и объектива О2, отображаются в
плоскости промежуточного изображения, также наклоненной под некоторым углом
к оптической оси. Для переноса этой плоскости в плоскость фоточувствительных
элементов камеры используется объективО3, ось которого перпендикулярна плоскости
промежуточного изображения.

Описанное устройство имеет два серьезных недостатка. Один из них заключается в
том, что к объективам О1 и О2 предъявляются трудно выполнимые требования
одновременного обеспечения высокого качества по полю зрения и по глубине.Поэтому
областьрезкоизображаемогопространствамикроскопанедостаточна, главнымобразом
из-за малой глубины резкого изображения объектива. Второй недостаток устройства
заключается в неполномиспользовании входной апертурыобъективаО3, что неизбежно
приводит к неполному использованию флуоресцентного излучения и ухудшению
качества изображения вследствие дифракционных искажений.

Раскрытие изобретения
Задачей настоящего изобретения является создание флуоресцентного микроскопа,

свободного от указанных недостатков, а именно: более полное использование
флуоресцентного излучения объекта, увеличение глубиныобласти резко изображаемого
пространства и повышение разрешающей способности регистрирующей системы.

Решение поставленной задачи достигается тем, что предметным стеклом является
гипотенузная грань прямоугольной призмы, а оси системы плоскостного освещения и
регистрирующей оптической системы ортогональны её катетным граням, что
обеспечиваетперпендикулярностьплоскостипредметовоптическойосирегистрирующей
системы и полное использование её входной апертуры. Между фронтальной линзой
микрообъектива и призмой находится иммерсионная среда с показателем преломления,
близким к показателю преломления призмы. Осветительная и регистрирующая ветви
жестко связаны между собой, а призма имеет возможность свободного перемещения
в иммерсионной среде. При сканировании призма перемещается вдоль оси
регистрирующей системы. При этом как оптическая, так и геометрическая длины хода

Стр.: 6

RU 2 854 292 C1

5

10

15

20

25

30

35

40

45



между объективом регистрирующей системы и плоскостью изображения - плоскостью
светового листа - остаются постоянными. Это позволяет обеспечить наилучшую
коррекцию аберраций регистрирующей системынезависимо от положения предметной
плоскости по глубине.

Таким образом, сущность изобретения заключается в использовании прямоугольной
призмывиммерсионной среде, оптических системплоскостногоосвещения ирегистрации
изображения объекта, расположенного вблизи гипотенузной грани призмы в месте
пересечения оптических осей систем освещения и регистрации, ортогональных катетным
граням призмы.

В результате сканирующий флуоресцентный микроскоп плоскостного освещения
содержит осветительную систему плоскостного освещения, механизм сканирования и
оптическую систему регистрации изображения образца. При этом согласование
осветительной ирегистрирующей систем выполнено с помощьюпрямоугольнойпризмы,
установленной так, что их оптические оси ортогональны катетным граням, а точка
пересечения расположена вблизи гипотенузной грани в месте нахождения исследуемого
образца, помещенного в иммерсионную среду. Также есть механизм сканирования
поступательного перемещения призмы в иммерсионной среде относительно
регистрирующей системы вдоль её оптической оси.

Краткое описание чертежей
На фиг. 1 показана оптическая схема флуоресцентного микроскопа плоскостного

освещения прибора MediScape, разработанного в Columbia University in the City of New
York [4];

Нафиг. 2 представлена схема конкретного исполнения заявленногофлуоресцентного
микроскопа плоскостного освещения: 1 - призма, 2 - иммерсионная среда, 3 - объект
наблюдения, 4 - покровное стекло, 5 - оптическая система плоскостного освещения, 6
- микрообъектив, 7 - объектив, 8 - фотоприёмная матрица.

Осуществление изобретения
Нафиг. 2 представлена схема конкретного исполнения заявленногофлуоресцентного

микроскопа. Прямоугольная призма 1 находится в иммерсионной среде 2, в которой
вблизи гипотенузной грани призмыпомещёнобъект наблюдения 3 с покровным стеклом
4. Оптические оси оптической системыплоскостного освещения 5 и оптической системы
регистрации, состоящей из микрообъектива 6, объектива 7 и фотоприемной матрицы
8, расположены перпендикулярно катетным граням так, что объект наблюдения
находится на пересечении этих осей.

Сканирование объекта по глубине и совпадение плоскостей освещения и резко
изображаемогопространстваосуществляетсямеханизмомпоступательногоперемещения
призмы относительно регистрирующей системы вдоль её оптической оси.

Доказательствамипреимуществ заявленного устройства (более полное использование
флуоресцентного излучения объекта, увеличение глубиныобласти резко изображаемого
пространства и повышение разрешающей способности регистрирующей системы)
являются полное заполнение входной апертуры объектива регистрирующей системы
флуоресцентнымизлучением и постоянство оптического расстояниямежду плоскостью
предметов и объективом регистрирующей системы при смещении призмы в
иммерсионной среде вдоль оси системы. Последнее позволяет обеспечить высокое
качество изображения иразрешающуюспособность вширокомдиапазоне сканирования
микрообъекта по глубине.
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(57) Формула изобретения
Сканирующий флуоресцентный микроскоп плоскостного освещения, содержащий

осветительную систему плоскостного освещения, механизм сканирования и оптическую
систему регистрации изображения образца, отличающийся тем, что согласование
осветительной ирегистрирующей систем выполнено с помощьюпрямоугольнойпризмы,
установленной так, что их оптические оси ортогональны катетным граням, а точка
пересечения расположена вблизи гипотенузной грани в месте нахождения исследуемого
образца, помещенного в иммерсионную среду, и с возможностью для механизма
сканирования поступательного перемещения призмы в иммерсионной среде
относительно регистрирующей системы вдоль ее оптической оси.
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