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Аннотация
В этой книге в краткой форме изложен материал,

необходимый для освоения современных методов конфокальной
лазерной микроскопии. Часть из описанных в тексте
практических приемов разработана и усовершенствована
авторами издания. Отличительной особенностью данной книги
является сочетание ключевых моментов из теории современных
методов микроскопии с примерами использования различных
приемов конфокальной микроскопии и иммуноцитохимии на
практике. В приложениях приводятся необходимые сведения
о спектральных характеристиках флуорохромов и протоколы
иммуноцитохимических реакций, использованных авторами для



 
 
 

получения изображений препаратов и построения трехмерных
реконструкций микроскопических объектов.

Настоящее руководство может являться справочным
пособием для специалистов, применяющих в своей работе
флуоресцентные методы и конфокальную микроскопию,
а также будет полезно для студентов биологических и
медицинских факультетов, изучающих морфологические и
нейробиологические дисциплины.
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УСЛОВНЫЕ СОКРАЩЕНИЯ
 

АТ-пара – пара нуклеотидов аденин – тимин
АТФаза – аденозинтрифосфатаза
ГАМК – гамма-аминомасляная кислота
ГДК – глутаматдекарбоксилаза
ГЦ-пара – пара нуклеотидов гуанин – цитозин
дцДНК – двухцепочечная
ДНК ММ – молекулярная масса
НК – нуклеиновые кислоты
оцДНК – одноцепочечная
ДНК ПЦР – полимеразная цепная реакция
РНК – рибонуклеиновая кислота
СФ – синаптофизин
ФСБ – фосфатно-солевой буфер



 
 
 

ФЭУ – фотоэлектронный умножитель
ЦПМ – цитоплазматическая мембрана
ЭПР – эндоплазматический ретикулум
ЭФР – эпидермальный фактор роста
5-TAMRA – 5-carboxytetramethylrhodamine
CCD-матрица (ПЗС-матрица) – charge-coupled device

(прибор с зарядовой связью)
DABCO – диазобициклооктан
DAPI – 4,6-диамидино-2-фенилиндол
DMD – digital micromirror device (цифровые микрозер-

кальные устройства)
EB – этидия бромид
FITC – флуоресцеинизотиоцианат
FLAP – Fluorescence Localization After Photobleaching (ло-

кализация флуоресценции после фотоотбеливания)
FLIM – fluorescence lifetime imaging microscopy (микро-

скопия для исследования времени жизни флуоресценции)
FLIP – Fluorescence Lossin Photobleaching (потеря флуо-

ресценции во время фотоотбеливания)
FRAP – Fluorescence Recovery After Photobleachin (вос-

становление флуоресценции после фотоотбеливания)
FRET – Fдrster (Fluorescence) Resonance Energy Transfer

(Фёрстеровская (флуоресцентная) резонансная передача
энергии)

GPDH – глицерофосфатдегидрогеназа
LDH – лактатдегидрогеназа



 
 
 

PBFI – potassium-binding benzofuran isophtalate
PPI – пропидия йодид
PPDA – парафенилендиамин
RITC – родаминизотиоцианат
SBFI – sodium-binding benzofuran isophtalate
SDS – додецилсульфат натрия
SHIM – Second-harmonic imaging microscopy (микроско-

пия с использованием регистрации второй гармоники)
SNAP25 – Sy Naptosomal-Associated Protein, 25 kD
SNARE – Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor

Attachment protein Receptor
TRITC – тетраметилродамин-5(6) – изотиоцианат



 
 
 

 
ПРЕДИСЛОВИЕ

 
В последние годы благодаря достижениям квантовой фи-

зики, молекулярной биологии и иммуноцитохимии, клас-
сические морфологические дисциплины приобрели совер-
шенный инструмент для молекулярного анализа клеточных
и тканевых структур. Сейчас можно констатировать, что
на основе всестороннего использования новых молекуляр-
ных подходов происходит выделение передового направле-
ния в морфологии – молекулярной морфологии. Молекуляр-
ная морфология, аккумулируя знания, накопленные класси-
ческой гистологией, эмбриологией, и патологической анато-
мией, способна занять ключевое место в интеграции клеточ-
ной биологии, биохимии, физиологии, молекулярной гене-
тики и протеомики при решении фундаментальных проблем
и прикладных задач биомедицинских исследований. Моле-
кулярная морфология, используя постоянно расширяющи-
еся возможности новых методов конфокальной микроско-
пии, а также оптической микроскопии сверхвысокого раз-
решения, в скором времени должна решить насущную зада-
чу создания нового поколения методов трехмерного моле-
кулярного анализа клеточных и тканевых структур, пригод-
ных для использования не только в практике научного ис-
следования, но и в диагностических целях. Ожидаемые но-
вые методы должны быть просты, надежны в использовании,



 
 
 

высокоселективны и высокочувствительны. Успешное реше-
ние поставленной задачи требует от исследователя глубо-
ких знаний о современных методических приемах иммуно-
цитохимии, флуоресцентной и конфокальной лазерной мик-
роскопии. Одной из важных задач, стоящих перед морфо-
логом, занимающимся научными исследованиями, является
участие в комплексных исследовательских программах, объ-
единяющих специалистов разного профиля с целью решения
конкретной научной проблемы. Квалифицированному спе-
циалисту-морфологу для успешного выполнения задач ком-
плексных междисциплинарных исследований уже недоста-
точно владения только основами общей, частной морфоло-
гии и патологии, но требуется также и понимание главных
биофизических принципов, лежащих в основе феноменов,
используемых при создании приборов, предназначенных для
флуоресцентной и конфокальной лазерной микроскопии.
Без этого невозможно разобраться в сложных настройках со-
временных приборов, от правильного использования кото-
рых зависит окончательный результат кропотливой подгото-
вительной работы. Облегчить специалистам-морфологам и
научным работникам смежных специальностей знакомство с
новыми методами микроскопии и показать, как можно с их
помощью решать различные задачи, связанные с изучением
структур клеток и тканей, должна помочь настоящая книга.

Технической базой для реализации представленных в
приложениях протоколов и иллюстраций, помещенных на



 
 
 

вклейках, послужил комплекс оборудования и программ-
ного обеспечения, разработанный фирмой Zeiss (Герма-
ния), который включает конфокальные лазерные микроско-
пы LSM 710 и LSM 510 Meta. Иммуноцитохимические про-
токолы и общие принципы работы с конфокальным мик-
роскопом универсальны и могут успешно использоваться с
оборудованием любых производителей.

Настоящее руководство аккумулирует многолетний опыт
сотрудников лаборатории функциональной морфологии
центральной и периферической нервной системы отдела об-
щей и частной морфологии Института экспериментальной
медицины, связанный с использованием методов конфо-
кальной лазерной микроскопии и иммуноцитохимии.

Научные исследования, результаты которых исполь-
зованы при написании этой книги, были выполнены
при поддержке Российского научного фонда (проект
№ 14-15-00014).

Д. Э. Коржевский



 
 
 

 
Глава 1.

ФЛУОРЕСЦЕНТНАЯ
МИКРОСКОПИЯ И

КОНФОКАЛЬНАЯ ЛАЗЕРНАЯ
МИКРОСКОПИЯ – ПРИНЦИПЫ

И ОСНОВНЫЕ МЕТОДЫ
 

Большинство биологических объектов обладают низким
контрастом внутренних структур, которые в основном про-
зрачны, поэтому возможности их наблюдения методом клас-
сической микроскопии светлого поля ограничены. Эта про-
блема может быть преодолена несколькими путями: приме-
нением метода исследования в темном поле, использованием
метода фазового контраста, для двулучепреломляющих ма-
териалов применяют поляризационный контраст. Основным
же методом контрастирования в биологии является окраши-
вание препаратов веществами, способными связываться с
препаратом и поглощать свет или флуоресцировать. Послед-
ние называют флуорохромами.



 
 
 

 
1.1. Основные понятия

 
Флуорохромы (флуоресцентные красители) 1 – это веще-

ства, которые способны связываться с объектом и расходо-
вать часть энергии поглощенного света на флуоресценцию.
Под флуоресценцией понимают способность ряда веществ
после поглощения света с одной длиной волны излучать свет
с другой длиной волны. Напомним, что электроны в атомах
расположены на энергетических уровнях; расстояние между
уровнями является характеристикой молекулы. При облуче-
нии вещества светом возможен переход электронов на бо-
лее высокий энергетический уровень. Разница энергии меж-
ду энергетическими уровнями и частота колебаний погло-
щенного света связаны между собой уравнением Бора (по-
стулат Бора):

где ΔЕ – разность энергий между уровнями; v – частота;

1 В русскоязычной литературе понятия «флуорофор» и «флуорохром» обычно
не различают, однако иногда под термином «флуорохром» подразумевают соб-
ственно флуоресцирующую молекулу, а под «флуорофором» – конъюгат флуо-
рохрома с макромолекулой либо флуоресцирующий компонент сложной макро-
молекулярной структуры.10



 
 
 

λ – длина волны; h – постоянная Планка; с – скорость света.
После поглощения света часть полученной системой энер-

гии расходуется в виде тепла, а часть может быть излучена в
виде фотона. Согласно правилу Стокса, длина волны испус-
каемого света больше, чем длина волны поглощаемого, или,
другими словами, максимум спектра излучения сдвинут по
отношению к максимуму спектра поглощения в сторону бо-
лее длинных волн. С физическими основами описанных вы-
ше процессов более подробно можно ознакомиться в учеб-
нике Р. Фейнмана (2011).

Каждый флуорохром характеризуется определенным
спектром поглощения и испускания.  Например, один из са-
мых распространенных флуоресцентных красителей – FITC
(fluorescein-5-isothiocyanate) – имеет максимум поглощения
lex = 492 нм, а максимум излучения для него составляет lem =
518 нм. Другой распространенный флуорохром, 5-TAMRA
(5-carboxytetramethylrhodamine), имеет lex = 543 нм и lem =
570 нм. На величину стоксова сдвига также влияет поляр-
ность среды, в которой находится флуорохром.

Наиболее интенсивной флуоресценции флуорохрома
можно добиться, облучая его светом с длиной волны, близ-
кой к максимуму поглощения, однако возможно перевести
флуорофор в возбужденное состояние и при облучении его
светом с длиной волны, существенно отличающейся от его
максимума поглощения. Например, флуорофор можно пере-
вести в возбужденное состояние двумя или тремя длинно-



 
 
 

волновыми фотонами (мультифотонное возбуждение), что
будет эквивалентно возбуждению одним коротковолновым
фотоном. Так, возбуждение двумя или тремя фотонами с
длиной волны 900 нм эквивалентно возбуждению одним фо-
тоном с длиной волны 450 или 300 нм.

Еще одной характеристикой флуорохрома является  кван-
товый выход – отношение интенсивности поглощаемого и
испускаемого света. Квантовый выход (Q) может быть вы-
ражен через отношение интенсивности флуоресценции (F)
к разности интенсивностей падающего (I0) и выходящего (I)
световых потоков:

Заметим, что квантовый выход всегда меньше единицы
из-за «стоксовских» потерь. В зависимости от квантового
выхода флуорохромы разделяют на слабые и сильные. Со-
временные синтетические флуорохромы, как правило, обла-
дают высоким квантовым выходом и являются сильными.

Для характеристики способности флуорохрома погло-
щать свет определенной длины волны вводят понятие мо-
лярного коэффициента экстинкции,  который определяется



 
 
 

как оптическая плотность одномолярного раствора веще-
ства при толщине светопоглощающе-

го слоя в 1 см. Молярный коэффициент поглощения име-
ет размерность л ⋅ моль-1⋅ см -1. Он зависит от природы веще-
ства и от длины волны проходящего света. Величина, полу-
ченная путем перемножения молярного коэффициента экс-
тинкции на величину квантового выхода, характеризует яр-
кость флуоресценции флуорохрома при заданной длине вол-
ны. Время облучения, при котором флуорохром теряет 50 %
яркости, называют фотостабильностью. «Идеальный» флу-
орохром должен иметь высокий квантовый выход и хоро-
шую фотостабильность. Современные флуорохромы на ос-
нове полупроводниковых нанокристаллов (квантовых точек)
по этим показателям на порядок превосходят органические
соединения (Олейников В. А., 2011).

Еще один важный параметр — время жизни возбужден-
ного состояния, которое определяется как среднее время на-
хождения молекулы в возбужденном состоянии до того, как
вернуться в основное состояние. Время затухания флуорес-
ценции флуорохрома (τ) описывается формулой:



 
 
 

где Г – константа скорости излучательной дезактивации
флуорофора; k – обобщенная константа скорости безызлу-
чательной дезактивации.

Обычно время затухания флуоресценции составляет око-
ло 10 нс.

Тушением флуоресценции  называют любые процессы, ко-
торые уменьшают интенсивность флуоресценции данного
вещества. К тушению может приводить множество процес-
сов: химические реакции в возбужденном состоянии, пере-
нос энергии, образование комплексов, тушение при столк-
новениях. К тушению флуоресценции относятся также про-
цессы кажущегося тушения, которое обусловлено оптиче-
скими свойствами образца (высокая оптическая плотность,
мутность). Для тушения флуоресценции требуется контакт
между молекулами флуорохрома и тушителя. Если тушитель
диффундирует к флуорохрому, пока последний находится в
возбужденном состоянии, и в результате контакта флуоро-
хром возвращается в основное состояние без излучения фо-
тона, говорят о динамическом тушении. Статическое туше-
ние происходит при образовании нефлуоресцирующего ком-
плекса между флуорохромом и тушителем. При увеличении
концентрации флуорохрома возможно самотушение флуо-
ресценции как результат поглощения молекулами вещества
собственного излучения. Возможно также поглощение флу-
оресцентного излучения одного флуорохрома другим. К ту-
шителям флуоресценции относят молекулярный кислород,



 
 
 

ароматические и алифатические амины, ксенон, пероксид
водорода, акриламид, оксид азота, нитрометан, нитроксиды,
хлороформ, трихлорэтанол, бромбензол. Следует отметить,
что не все флуорохромы тушатся любыми из вышеперечис-
ленных веществ, однако (в зависимости от условий экспе-
римента) почти всегда можно подобрать эффективную па-
ру флуорохром-тушитель или, напротив, избежать тушения
флуоресценции (что более важно в морфологических иссле-
дованиях).

Для флуорохромов характерна  анизотропия флуоресцен-
ции. Анизотропия – это зависимость свойств вещества от
направления. При возбуждении поляризованным светом се-
лективно возбуждаются только те молекулы флуорохрома,
для которых дипольный момент перехода при поглощении
параллелен электрическому вектору возбуждающего излуче-
ния. Такое селективное возбуждение частично ориентиро-
ванного набора флуорохромов приводит к частично поля-
ризованному испусканию флуоресценции. В общем случае
анизотропия флуоресценции r выражается формулой:

где Iv и Ih – интенсивности флуоресценции вертикально
и горизонтально поляризованного испускания в случае воз-
буждения образца вертикально поляризованным светом.



 
 
 

При планировании экспериментов с использованием флу-
орохромов, особенно флуорохромов нового поколения –
квантовых точек – необходимо учитывать возможность  мер-
цания флуоресценции.  Это стохастический процесс перехо-
да флуорохрома из флуоресцирующего состояния в состо-
яние отсутствия флуоресценции, несмотря на постоянное
возбуждение. В результате, при наблюдении за одиночны-
ми флуоресцирующими комплексами возникает стробоско-
пический эффект (зрительная иллюзия неподвижности или
мнимого движения предмета при его прерывистом наблю-
дении). Кроме этого, поскольку время нахождения флуоро-
хрома во «включенном» и «выключенном» состоянии явля-
ется случайным, сравнение результатов независимых экспе-
риментов при использовании таких флуорохромов затруд-
нено. При конфокальной микроскопии данный эффект мо-
жет быть компенсирован за счет линейного или покадрового
усреднения сканируемых изображений.



 
 
 

 
1.2. Устройство

флуоресцентного микроскопа
 

Прототип флуоресцентного микроскопа был разработан
в начале ХХ в. Августом Келлером, который при конструи-
ровании микроскопа использовал в качестве источника све-
та дуговую кадмиевую лампу. Затем немецкий физик Ген-
ри Фридрих Зидентопф, работая в оптических мастерских
Цейса (в 1907 – 1938 гг. директор лаборатории микроско-
пии), совместно с Рихардом Зигмонди изобрел (1903) ще-
левой ультрамикроскоп. Еще через восемь лет (1911) Oskar
Heimstдdt сконструировал первый флуоресцентный микро-
скоп и применил его для исследования явления автофлуо-
ресценции органических и неорганических объектов. Одна-
ко в то время было трудно добиться эффективного разделе-
ния флуоресцентного сигнала от возбуждающего света. Эта
проблема была преодолена Philipp Ellinger и August Hirt в
1929 г., которым удалось разработать так называемый эпи-
флуоресцентный микроскоп. В предложенной ими конфигу-
рации микроскопа освещение препарата и детекция флуо-
ресцентного сигнала осуществлялась с одной стороны от об-
разца, поэтому объектива достигал только отраженный воз-
буждающий и излучаемый свет. Прорыв в развитии флуорес-
центной микроскопии связан с появлением лазеров (60-е гг.
XX в.), с помощью которых удалось добиться высокой степе-



 
 
 

ни пространственной и временной когерентности светового
пучка. Кроме того, стало возможным эффективно разделять
сигналы, используя дихроичные зеркала.

Принципиальная схема современного флуоресцентного
микроскопа представлена на рис. 1.

Свет от источника проходит через фильтр возбуждающе-
го излучения. При этом из спектра выделяются только те
компоненты, которые необходимы для возбуждения флуо-
ресценции. Затем свет попадает на дихроичное зеркало (све-
тоделитель). Отраженный светоделителем свет попадает в
объектив флуоресцентного микроскопа и фокусируется на
образце, возбуждая флуоресценцию. Флуоресцентный сиг-
нал (смещенный в длинноволновую область (согласно Пра-
вилу Стокса)), а также рассеянное излучение возбуждения
достигает светоделителя, но, в отличие от возбуждающего
света, проходит через дихроичное зеркало, после чего рас-
сеянное излучение отсеивается эмиссионным фильтром и на
детектор попадает только излучение флуоресценции.

Источник возбуждающего света.  В настоящее время ис-
пользуются три типа источников света: лампы высокой мощ-
ности (ртутные, ксеноновые и их аналоги), диоды и лазе-
ры. Ртутная лампа – это газоразрядный источник света,
в котором при электрическом разряде в парах ртути под
высоким давлением возникает оптическое излучение пре-
имущественно в ультрафиолетовой области спектра. Такие
источники света являются малоэффективными, поскольку



 
 
 

они производят большое количество избыточной тепловой и
световой энергии по сравнению с энергией, требуемой для
возбуждения флуоресценции. Флуоресцентные микроскопы
могут быть укомплектованы ртутными лампами мощностью
50 – 200 W. Использование более мощной лампы позволяет
возбудить с достаточной эффективностью даже слабый флу-
орохром, но при этом необходимо учитывать, что увеличе-
ние мощности лампы влечет за собой увеличение скорости
выгорания флуорохромов.



 
 
 

Рис. 1. Принципиальная схема флуоресцентного микро-



 
 
 

скопа

В ксеноновой лампе вспышка происходит после иониза-
ции газа и прохождении через него мощного импульса элек-
трического тока, поданного на поджигающий электрод. В ре-
зультате этого электроны в молекуле ксенона занимают орби-
ты с более высокими энергетическими уровнями и, возвра-
щаясь на прежние орбиты, излучают энергию в виде фото-
нов. Ксеноновая лампа имеет непрерывный спектр излуче-
ния в широком спектральном диапазоне, что не всегда при-
годно для возбуждения флуоресценции. Такие лампы обыч-
но используют при работе с флуорохромами, требующими
для возбуждения длинноволновый свет (красной и инфра-
красной области).

Вместо ртутной или ксеноновой лампы можно использо-
вать металлогалогенную лампу (metal halide lamp). Это газо-
разрядная лампа высокого давления. Внутри колбы разме-
щается кварцевая или керамическая цилиндрическая горел-
ка, в которой находятся галогениды некоторых металлов (йо-
диды натрия, таллия, индия и др.), инертный газ (преиму-
щественно ксенон и аргон) и металлическая ртуть. При по-
даче на лампу питающего напряжения происходит зажига-
ние дугового разряда, металл начинает испаряться, его ато-
мы возбуждаются, что приводит к возникновению излуче-
ния. В зависимости от состава металлов различаются и спек-
тры излучения ламп. Обычно компоненты подбираются так,



 
 
 

чтобы компенсировать недостаток красного и желтого света
в спектре ртути, что немаловажно при использовании воз-
буждаемых светом этого диапазона флуорохромов (напри-
мер, флуоресцеина). Кроме этого, лампы данного типа ком-
пактны, экономичны в использовании, для них характерен
пониженный уровень тепловой отдачи.

Источник возбуждения флуоресцентного излучения мо-
жет быть выполнен в виде одного или нескольких светоиз-
лучающих диодов, причем возможно использование диодов,
имеющих как одинаковую длину волны излучения, так и раз-
личную. Применение светодиодов позволяет избежать на-
гревания системы, увеличивает срок ее эксплуатации.

Лазеры в качестве источника света используются в ос-
новном в сканирующих устройствах для обеспечения вы-
сокой интенсивности освещения в узкой спектральной об-
ласти и на малой площади образца. В таких микроскопах
остросфокусированные световые лучи лазера сканируют об-
разец точку за точкой. Поскольку лазеры испускают свет в
узкой спектральной области, пропадает необходимость при-
менения возбуждающих светофильтров. Однако при исполь-
зовании флуорохромов, которые возбуждаются на разных
длинах волн, требуется применять разные лазеры или же
прибегать к различного рода приемам.

Фильтры.
Фильтр возбуждающего света  подбирается таким обра-

зом, чтобы он выделял из спектра лампы свет той длины вол-



 
 
 

ны, которая максимально эффективно поглощается флуо-
рохромом. Например, выпускаются светофильтры под стан-
дартные флуорохромы для «синей», «зеленой», «красной»
люминесценции или под несколько стандартных флуорохро-
мов (например, возбуждающий светофильтр BP 560/40 нм
для «красной» люминесценции или возбуждающий свето-
фильтр под несколько флуорохромов BP 370/40, BP 474/28,
BP 585/35 нм производства фирмы Carl Zeiss).

Дихроичные зеркала (интерференционные светофиль-
тры) имеют специальное интерференционное покрытие,
позволяющее отражать свет, длина волны которого меньше
определенного значения, и пропускать излучение с большей
длиной волны. В данном случае возбуждающее излучение
отражается, а сигнал флуоресценции полностью пропускает-
ся. Для получения таких фильтров на поверхность прозрач-
ной пластины наносят несколько (от 10 до 200) слоев ма-
териала с чередующимися высоким и низким показателями
преломления. Например, PbCl2, TiO2, ZnS (показатель 2,2 –
2,3) и MgF2, SiO2, Na3AlF6 (показатель 1,3 – 1,4). Толщина
каждого слоя тщательно выдерживается (используется тех-
ника вакуумного напыления), поскольку этот параметр опре-
деляет положение максимума кривой пропускания. От числа
слоев зависит ширина зоны пропускания фильтра и степень
подавления «ненужной» части спектра.

Запирающие фильтры (band pass BP). При конструиро-
вании запирающих фильтров используют комбинацию длин-



 
 
 

новолновых отрезающих (shot pass filter, или SP filter) и
длинноволновых пропускающих (long pass filter, или LP
filter) фильтров. Первые задерживают длинноволновый свет,
но пропускают коротковолновый, а LP-фильтры, напротив,
пропускают длинноволновый свет, задерживая коротковол-
новый. Комбинируя эти фильтры, можно добиться того, что
через фильтр будет проходить только свет определенного
участка спектра. Запирающий фильтр выбирают в соответ-
ствии с фильтром возбуждающего света. Например, при
установке возбуждающего светофильтра BP 560/40 нм ис-
пользуют запирающий светофильтр BP 630/75 нм.

Сближение в пространстве всех светофильтров позволи-
ло объединить их в единый светоделительный модуль. Та-
кая конструкция обеспечивает производство легкой замены
или смены модуля и дает возможность применять несколь-
ко флуорохромов одновременно, с высокой точностью сов-
мещая полученные изображения. При приобретении флуо-
ресцентного микроскопа необходимо серьезно подходить к
вопросу о выборе светоделительных модулей, принимая во
внимание поставленные задачи и спектральные характери-
стики имеющихся флуорохромов. Если планируется исполь-
зовать несколько флуоресцентных красителей, необходимо
учитывать, что спектры излучения флуорохромов не долж-
ны перекрываться. В противном случае возможны ошибки в
интерпретации данных.
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