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1. Введение 

Получение изображений изучаемых объектов очень важно для понимания 

процессов, протекающих в биологических объектах, оценке качества 

изготавливаемых электронных приборов, лекарств и продуктов, а также для 

проведения анализа биологических объектов. Для всех этих целей хорошо 

подходит современный оптический микроскоп. Он позволяет получать 

изображения с очень большой скоростью, без предварительной подготовки 

объекта исследования, в воздухе и без сложной последующей обработки 

результатов. 

Но предельное разрешение оптического микроскопа ограниченно 

дифракционным пределом Аббе и составляет 0,61 длины волны света,  

освещающего объект [1,2]. 

В настоящее время созданы различные устройства, позволяющие 

получать изображения с разрешением большим, чем у оптического микроскопа: 

сканирующий электронный микроскоп, просвечивающий электронный 

микроскоп, флуоресцентный микроскоп, атомно-силовой микроскоп, 

ближнепольный оптический микроскоп [3-10,16]. Однако эти методы имеют 

ограничения из-за низкой скорости получения изображений, сложной  

подготовки объектов исследования и малого количества образцов, доступных 

для изучения. От этих недостатков свободны диэлектрические микросферы. 

Они позволют получать изображения любых объектов почти без  

предварительной подготовки и с разрешением, превышающем дифракционный 

предел. Микросфры так же можно комбинировать с другими методами 

микроскопии: флуопесцентным, конфокальным и атомно-силовым 

микроскопами [49-52]. Это позволяет объединить преимущества каждого 

метода. 
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2. Литературный обзор 

2.2 Микроскопия с использованием диэлектрических сфер 

Первая статья, описывающая применение диэлектрических микросфер 

для получения изображений со сверхразрешением вышла в 2011 году [11]. В 

этой работе было получено разрешение 50 нм при наблюдении через объектив 

×80 (NA=0.9, Olympus MDPlan) при освещении объектов белым светом. 

Микросферы (SiO2, d = 4,74 мкм, n = 1,46) расположили на поверхности 

образцов путём самосборки. 

В режиме пропускания получены изображения решёток с толщиной  

линий 360 нм и расстоянием между линиями 130 нм (решётка изготовлена из 

хромовой плёнки толщиной 30 нм, нанесённой на подложку из кварца) и пор из 

анодного оксида алюминия (ААО), покрытых золотом, диаметром 50 нм с 

расстоянием между порами 50 нм. В режиме отражения получены 

изображенния канавок Blu-ray DVD диска (линии шириной 200 нм, отстоящие 

на 100 нм друг от друга). 

Авторы объясняют полученное сверхразрешение способностью 

микросфер гененерировать, при определённых условиях, фотонные струи. 

Расчёты показали, что для сфер с n = 1,46 окно сверхразрешения, в котором 

генерируются фотонные струи, существует для микросфер с 2 мкм < d < 9 мкм. 

Расчёт был подтверждён экспериментально. 

Получение изображений со сверхвысоким разрешением и большим полем 

зрения при полном погружении микросфер представлено в работе [16].С 

помощью микросфер из титаната бария (BTG ), полностью погруженых в 

изопропиловый спирт, демонстрируют сверхразрешение на золотых цилиндрах, 

отстоящих друг от друга на расстоянии 320 нм и 800 нм и DVD Blu-ray диске 

(BD). Микросферы с высоким показателем преломления позволяют 

производить наблюдение за биологическими объектами, погружёнными в 
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жидкость и получать большое поле обзора. 

Метод позиционирования и контролируемого перемещения микросфер 

для получения изображений с высоким разрешением представлен в 2013 году 

[19]. Микросферы приклеиваются к стеклянной пипетке из бромосиликатного 

стекла УФ-отверждаемым клеем или удерживаются на ней за счёт отсоса 

воздуха. Пипетка закреплёна на трёхосевой трансляционной платформе. 

Показана возможность получать изображения с движущейся микросферы. 

Чёткие изображения удалось получить на скорости 1,5 мкм / сек (для 

полимерной решётки) и 650 нм / сек (для квадратов из золота) при 15 кадрах в 

секунду.  

Наблюдение аденовирусов с помощью микросфер и описание механизма 

сверхразрешения при помощи наноструй и представлено в работе [20]. 

Исследователи продемонстрировали оптическую визуализацию вирусов в 

белом свете, с использованием погруженных микросфер из BaTiO3. Объектом 

наблюдения были выбраны аденовирусы 5 типа с диаметром 75 нм. 

В оптической системе микросферного микроскопа микросфера выполняет 

две функции: создание фотонной наноструи и пробразование затухающих волн, 

несущих информацию о наносразмерных деталях образца, в 

распространяющиеся волны. 

Исследование свойств сверхразрешения микросфер находящихся не в 

контакте с поверхностью объекта провели авторы статьи [21]. На Bly-ray диск с 

помощью центрифуги нанесли фоторезист SU-8 (n = 1,6). Изменение скорости 

центрифугирования позволил нанести на поверхность диска слои толщиной от 

0,39 до 14 мкм. После полимеризации форорезиста на него помещали SiO2 

микросферы диаметром 4,87 мкм.  Наилучший контраст получали при 

полупогруженых в этанол микросферах. Авторы показали что расстояние 

между диском и микросфами (d) не является препятствием для получения 

изображений со сверхвысоким разрешением.  

 Строгий теоретический расчёт сверхразрешения микросфер с 
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применением класической теории рассеяния Ми осуществлён в работе [22]. 

 Критерием разрешения двух светящихся точек взята полная ширина на уровне 

половинной амплитуды (FWHM). Для моделирования освещения белым светом 

было выбрано 110 длин волн в спектре 400 нм ~ 700 нм. При таком освещении 

белым светом микросфера(d = 4,74 мкм, n = 1,46) может разрешать два диполя, 

разнесенных на 150 нм, но не разрешает разнесеные на 100 нм. 

   Исследователи изучили свойства диэлектрических микросферы из 

разных материалов [15,16,39]. Так же были разработаны системы сканирования, 

повышающие эфективность визуализации микросфеных микроскопов[19, 26, 

27]. Непрекращающийся интерес к микросферам демонстрирует, что эта тема 

акуальна и перспективна. 

 

 2.3 Оптические методы скомбинированные с микросферами 

 Результаты применения техники, объединяющей микросферы со 

сканирующим лазерным конфокальным микроскопом для получения 

изображений сверхвысокого разрешения представлены в работе [49].  

 Конфокальная микросфкопия с использованием микросфер позволяет 

получать изображения с более высоким разрешением, чем конфокальный 

микроскоп сам по себе. 

 Объединение микроферы и атомного силового микроскопа (scanning 

superlens microscopy  (SSUM) ) позволяет осуществлять сканирование в двух 

режимах: в контактном режиме для твёрдых объектов и в режиме постоянной 

высоты для биологических объектов [51]. Микросфера закрепляется на 

сканирующем зонде (УФ-отверждаемым клеем). Расстояние и силы 

взаимодействия между микросферами и образцами регулируются с 

использованием принципов АСМ. В контактном режиме микросфера 

контактирует с образцом во время сканирования. В этом режиме было получено 

изображение BD-диска в воде при помощи микросферы из титаната бария (d=59 

мкм). Сканирование площади 96 х 96 мкм
2  

осуществили за три минуты со 
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скоростью сканирования 0,2 Гц  (через объектив 50х, NA=0,6). В режиме 

скаирования с постоянной высотой был исследован центральный процессор и 

различили случайно распределенные серебряные нанопроволоки (AgNW), 

покрытые оптически прозрачной полистирольной пленкой толщиной ∼ 11 нм 

их визуализировали микросферой BaTiO 3 диаметром 57 мкм в воде. Так же в 

этом режиме были получены оптические и флуоресцентные изображения 

клеток миобластов мыши (C2C12) и клеток рака груди человека (MCF-7) с 

использованием микросфер BaTiO 3 диаметром 59 или 63 мкм в воде.  

Комбинация микросфер и конфокального, флуоресцентного или атомного-

силового микроскопа позволяет расширить область применения этих методов.  

 

3. Экспериментальная часть 

3.1 Материалы и методы 

 Экспериментальное исследование разрешения и увеличения микросфер  

проводилось с остеклянными микросферами диаметром 200-500 мкм. 

Изображения получены на микроскопе МБИ-15 с объективами 8х (NA = 0,2) и 

20х (NA = 0,4). Для освещения объектов использовалась галогенная лампа. Так 

же использовался микроскоп МЛ-2Б с объективами ПЛАН 9х (NA = 0,2), ПЛАН 

25х (NA = 0,5) и объектив на тубус бесконечности АПО F-4,3 с NA=0,95 (при 

использовании тубусной линзы на 160 мм увеличение объектива равно 40х). 

Объекты освещались светодиодом (10 Вт, 4000 К). Все объективы изготовлены 

на Ленинградском оптико-механическом объединении (ЛОМО). 

 В качестве объектов для исследования были использованы: микросхема, 

кожица лука, DVD-диск(на 4,7 Гб). Микросферы помещали на поверхность 

объектов.  

 3.2 Результаты экспериментов 

 Для исследования дорожек DVD-диска с него был удалён защитный слой 

и на поверхности диска были расположены микросферы. Фокусируясь на 

поверхности дорожек фиксировалось направление дорожек и расстояние между 
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ними в пикселях, если это позволял объектив. Затем объектив фокусировали на 

мнимом изображении дорожк и фиксировали изображение. Простое и 

увеличенное изображение сравнивалось для расчёта увеличения сферы. 

 

 Рис. 1 Изображение дорожек DVD-диска через объектив 9х (слева) и 

микросферу(справа) 

Рис. 1 Изображение дорожек DVD-диска через объектив 9х (слева) и 

микросферу(справа) 
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увеличение микросферы составляет 3,55 раз. 
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 Рис. 3. Изображение дорожек DVD-диска через объектив  АПО F-4,3 с 

NA=0,95 (слева) и через объектив ПЛАН 9х (NA = 0,2) с микросферой (справа). 

 Изображения получаемые с помощью объектива 9х с применением 

микросфер и объектива 40х и близки по качеству и детализации.  

 В качестве объекта со сложной структурой и большим количеством 

деталей быля взята микросхема. Наблюдение проводилось с объективами 8х и 

20х в отражённом свете.В качестве биологического объекта использовали 

клетки репчатого лука. С поверхности лука сняли кожицу. Затем расположили 

диэлектрические сферы на поверхности клеток лука и получили их 

увеличенные изображения.  

 

Заключение 

 Были исследованы увеличивающие свойства диэлектрических микросфер 

диаметром 200-500 мкм с помощью построеной экспериментальной установки. 

В результате исследования была получена возможность использовать 

объективы с небольшим увеличением и большим фокусным расстоянием для 

получения высококачественных изображений с большим увеличением. 

 Было рассчитано увеличение микросфер с помощью полученых 

изображений. Коэффициент увеличения используемых микросфе составляет  

3,39 -3,55. 
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 Использование микросфер позволяет получать более качественные 

изображения объектов с объективами, имеющими небольшое увеличение. В 

качестве исследуемых объектов выступали периодические структуры дорожек 

DVD-диска, полупроводниковый чип и клетки репчатого лука.  

 С помощью микросферы диаметром 200 мкм и объектива ПЛАН 9х (NA = 

0,2) было получено изображение по увеличению и качеству не уступающее 

изображнию полученому с более мощным объективом  АПО F-4,3 с NA=0,95 с 

увеличением 40х.  
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