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jest w stanie rozróżniać obiekty rzędu 0,1 
mm, natomiast w mikroskopie świetlnym 
możliwa jest obserwacja obiektów o wielko-
ści ok. 200 nm w płaszczyźnie poziomej, a 
obecnie wraz z rozwojem mikroskopii wyso-
kiej rozdzielczości obserwuje się obiekty rzę-
du 50-20 nm (Cebecauer i współaut. 2012). 
Ponieważ komórki oraz ich komponenty są 
z reguły bardzo małe (typowa komórka ma 
rozmiar 20-30 µm, a przykładowe organelle 
komórkowe takie jak mitochondria ok. 2-5 
µm), badacze potrzebują mikroskopów, któ-
re zapewnią im odpowiednią rozdzielczość, 
kontrast oraz powiększenie. 

Rozwój mikroskopii jest ściśle związany 
z rozwojem biologii i medycyny. Mikroskopy 
pozwoliły zwiększyć rozdzielczość obserwo-
wanego obrazu, czyli zdolność rozróżniania 
dwóch niewielkich, blisko siebie położonych 
obiektów, jako pojedyncze. Umożliwiły też 
zwiększenie kontrastu (poprzez zastosowanie 
znaczników fluorescencyjnych), dzięki cze-
mu możliwe stało się wykrywanie różnych 
regionów badanej próbki na podstawie in-
tensywności fluorescencji lub koloru. Jednak 
przede wszystkim, mikroskopy pozwoliły na 
obserwacje małych obiektów w dużym po-
większeniu nawet do 1000x. Ludzkie oko 
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WSTĘP

MIKROSKOPIA W ŚWIETLE PRZECHODZĄCYM

Do obserwacji obiektów w badaniach 
biologicznych lub medycznych często korzy-
sta się z podstawowej mikroskopii świetlnej 
wykorzystującej światło białe. Najbardziej 
podstawową techniką mikroskopii w świetle 
przechodzącym jest jasne pole (ang. bright-
field), która polega na oświetleniu preparatu 
wiązką uformowanego światła. Obserwowa-
ny obraz tworzy się dzięki różnicy w pochła-
nianiu światła oświetlającego przez elementy 
preparatu. Ze względu na to, że większość 
komórek, jak i ich organelli jest przezroczy-
sta i bezbarwna, istotnym problemem w tej 
technice jest zaobserwowanie niewielkich 
różnic w kontraście poszczególnych elemen-
tów. Możliwość rozróżnienia takich elemen-
tów wiąże się z kolei z koniecznością ograni-

czenia stosowanego powiększenia. Problem 
ten jest jeszcze większy w przypadku prepa-
ratów tkankowych, gdzie różnice w stopniu 
absorpcji światła są na tyle małe, że prawie 
całkowicie uniemożliwiają szczegółową ob-
serwację. W 1934 r. duński fizyk Frits Ze-
rnike znalazł rozwiązanie problemu niskiego 
kontrastu występującego przy obserwacji ży-
wych komórek, poprzez zastosowanie skon-
struowanego przez siebie mikroskopu świetl-
nego z kontrastem fazowym. Mikroskop ten 
wykorzystywał różnice we współczynnikach 
załamania światła w badanym obiekcie, co 
skutkowało pojawieniem się fal różniących 
się przesunięciem fazowym. Obraz powsta-
wał poprzez nałożenie na siebie dwóch wią-
zek światła, jednej, pochodzącej bezpośred-
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aut. 1969). Zdolność do skręcania płaszczy-
zny światła mają związki chiralne, takie jak 
białka, polisacharydy czy kwasy nukleinowe. 
Kontrast Nomarskiego pozwala na uzyskanie 
quasi-przestrzennego obrazu i jest bardzo 
często wykorzystywany w badaniach przy-
życiowych migracji czy proliferacji różnego 
typu komórek, słabo widocznych w technice 
jasnego pola. Porównanie obrazów komórek 
uzyskanych w obu technikach przedstawia 
Ryc. 2. Udoskonalenie technik z wykorzy-
staniem światła przechodzącego otworzyło 
nową drogę do badań z wykorzystaniem mi-
kroskopu świetlnego i znacznie poprawiło 
jakość uzyskiwanego obrazu. Jednak nadal 
pracowano nad możliwością powiększeni ilo-
ści obserwowanych detali oraz poprawą kon-
trastu oglądanych obiektów. Rozwiązaniem 
tego problemu stało się wprowadzenie i za-
stosowanie w badaniach mikroskopowych 
fluorescencji. Zjawisko fluorescencji było in-
tensywnie badane już na przełomie XVIII i 

nio z oświetlacza, i drugiej, która przeszła 
przez badany obiekt. Za możliwość obserwa-
cji próbek biologicznych w kontraście fazo-
wym Frits Zernike dostał w 1953 r. nagrodę 
Nobla, a technika ta zaczęła być szeroko wy-
korzystywana przez badaczy wszędzie tam, 
gdzie poszczególne elementy preparatu nie 
różnią się właściwościami absorpcyjnymi, 
a tylko współczynnikiem załamania światła 
bądź swoją grubością. Kolejnym krokiem w 
udoskonalaniu obserwacji żywych komórek 
przy wykorzystaniu mikroskopu ze światłem 
przechodzącym było wynalezienie przez 
Grzegorza Nomarskiego kontrastu interferen-
cyjno-różniczkowego (ang. differential inter-
ference contrast, DIC). W technice tej wyko-
rzystuje się polaryzator oraz, umieszczone za 
nim, dwa pryzmaty Nomarskiego specjalnej 
konstrukcji (zmodyfikowane pryzmaty Wol-
lastona). Pryzmat Nomarskiego ma budowę 
prostokątnej kostki złożonej z dwóch trójkąt-
nych pryzmatów sklejonych ze sobą, które 
rozdzielają wiązkę światła na dwa spolaryzo-
wane promienie, rozchodzące się względem 
siebie pod pewnym kątem. Światło przecho-
dzi przez pryzmat dwukrotnie, wobec czego 
spełnia on równocześnie rolę kondensora. 
Obraz powstaje poprzez nałożenie na sie-
bie dwóch wiązek spolaryzowanego światła 
przechodzącego przez pryzmaty, w wyni-
ku czego uzyskujemy oświetlenie preparatu 
przez wiązkę normalną oraz przesunięta o 
90o (Ryc. 1). Jeżeli w badanym obiekcie znaj-
dują się obszary zdolne do skręcania płasz-
czyzny światła spolaryzowanego liniowo, to 
interferencja wiązki penetrującej z wiązką 
odniesienia pozwoli na uwidocznienie tych 
obszarów w mikroskopie (Allen i współ-

Ryc. 1. Schemat przedstawiający zasadę obrazowania preparatu przy zastosowaniu metody kontra-
stu interferencyjno-różniczkowego (http://de.academic.ru/dic.nsf/dewiki/334873).

Ryc. 2. Porównanie obrazów fibroblastów wy-
konanych metodą jasnego pola (A) oraz tech-
niką kontrastu interferencyjno-różniczkowego 
(B).
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potasu. Całe zjawisko było obserwowane 
przez Georga Stokesa gołym okiem (Stokes 
1852). Jego obserwacje stały się podstawą 
do zbudowania w 1910 r. przez Heinricha 
Lehmanna pierwszego epi-fluorescencyjnego 
mikroskopu, w którym obiektyw pełnił rolę 
kondensora, a wzbudzenie próbki falą świetl-
ną, jak i obserwacja fali emisji, zachodziło z 
tej samej strony próbki (światło dwukrotnie 
przechodziło przez obiektyw, najpierw jako 
światło wzbudzenia, a następnie z powro-
tem jako światło emisji). Dopiero taki sposób 
obserwacji preparatu, stosowany również 
powszechnie obecnie, umożliwił wykorzysta-
nie mikroskopu fluorescencyjnego do badań 
biologicznych. Samo zjawisko fluorescencji 
zostało w pełni opisane dopiero w 1935 r. 
przez Aleksandra Jabłońskiego. Stworzył on 
diagram ilustrujący proces absorbcji światła 
przez cząsteczkę barwnika fluorescencyjne-
go, a następnie emisję fluorescencji podczas 
przejścia cząsteczki ze stanu wzbudzonego 
na poziom podstawowy (Ryc. 3). Rozwój 
mikroskopii fluorescencyjnej spowodował 
ogromny postęp technologiczny w budowie 
samego mikroskopu, jak również technik flu-
orescencyjnych. Dzięki nim możliwe stało się 
bardzo dokładne i specyficzne obrazowanie 
pojedynczych struktur lub białek w komór-
kach czy tkankach, jak również badanie in-
terakcji pomiędzy białkami, oraz śledzenie 
przemieszczania się pojedynczych molekuł. 
Obecnie dzięki coraz doskonalszym mikro-
skopom oraz ciągle rosnącej ilości dostęp-
nych znaczników fluorescencyjnych uzyskuje 
się coraz bardziej precyzyjne dane. Metody 
fluorescencyjne dzięki swojemu potencjałowi 
oraz łatwości stosowania mogą wspomagać 
lub zastępować inne dotychczas stosowane 
techniki badawcze, takie jak np. znakowania 
izotopowe (Kanno i współaut. 2012).

XIX  w., kiedy zauważono, że niektóre barw-
niki mają zdolność wybiórczego wiązania się 
z wybranymi składnikami komórek, takimi 
jak kwasy nukleinowe, lipidy czy białka. Ter-
min fluorescencja został po raz pierwszy uży-
ty przez Sir George’a Gabriela Stokesa, który 
w 1843 r. opisał zjawisko luminescencji w 
chlorku wapnia jako fluorescencję. Jako źró-
dło światła wzbudzającego Stokes użył świa-
tła słonecznego przepuszczonego przez filtr 
zawierający roztwór wodorotlenku miedzi 
w wodnym roztworze amoniaku. Po zogni-
skowaniu się na preparacie nastąpiła emisja 
światła, które wraz ze światłem wzbudzają-
cym zostało przepuszczone przez żółty filtr 
zawierający wodny roztwór dwuchromianu 

Ryc. 3. Diagram Jabłońskiego. 

W wyniku absorbcji światła cząsteczka barwnika flu-
orescencyjnego przechodzi ze stanu podstawowego 
do stanu wzbudzonego (S2). Na skutek oddziaływa-
nia z innymi cząsteczkami, wzbudzona cząsteczka 
oddaje część energii do otoczenia, w sposób bez-
promienisty (brak emisji fotonu). Następnie wraca 
z najniższego poziomu oscylacyjnego (S1) na poziom 
podstawowy (S0) oddając energię w postaci fotonu 
światła.

FUNKCJONALNA I MORFOLOGICZNA INFORMACJA W TRZECH WYMIARACH

Fluorescencyjne badania przyżyciowe w 
„klasycznym” mikroskopie szerokiego pola

W dużym uproszczeniu mikroskopy flu-
orescencyjne można podzielić na dwa typy: 
szerokiego pola oraz konfokalne. Oba typy 
mikroskopów pozwalają na uzyskanie szcze-
gółowych przestrzennych informacji morfo-
logicznych lub funkcjonalnych o badanych 
preparatach i mogą być w nich stosowane 
takie same znaczniki fluorescencyjne. Rów-
nież generalna zasada wzbudzania znaczni-
ka fluorescencyjnego odpowiednim źródłem 

światła i detekcja jego emisji jest taka sama. 
Jednocześnie, pomiędzy obydwoma typami 
mikroskopów występują znaczące różnice, 
nie tylko w budowie i zasadzie działania, 
ale również w możliwościach wykorzystania 
ich w różnego typu badaniach, w tym rów-
nież w badaniach przyżyciowych. W „klasycz-
nym” mikroskopie fluorescencyjnym, inaczej 
zwanym mikroskopem szerokiego pola, w 
przeciwieństwie do mikroskopu konfokal-
nego, całe pole widzenia jest oświetlane, a 
uzyskany w ten sposób sygnał jest kierowa-
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fotopowielacze charakteryzują się znacznie 
wyższą wydajnością kwantową w zakresie 
światła niebieskiego i ultrafioletowego (Ryc. 
4) (Joubert i Sharma 2011). Kamery CCD za-
pewniają również wysoką rozdzielczość i głę-
bię koloru dochodzącą nawet do 16 bitów 
(65 000 poziomów intensywności), przy za-
chowaniu niskiego stosunku sygnału do szu-
mu. Jednocześnie, cały obraz z pola widzenia 
(jedna klatka) jest przechwytywany przez 
światłoczułą matrycę, w przeciwieństwie do 
detektorów punktowych wykorzystywanych 
w mikroskopii konfokalnej, dzięki czemu 
możliwe jest zbieranie nawet kilkuset klatek 
na sekundę. Obecnie jest dostępnych ko-
mercyjnie wiele różnych typów kamer CCD 
(EMCCD — electron-multiplying CCD, scien-
tific imaging CCD, ICCD — intensifier CCD), 
charakteryzujących się różnymi parametrami 
i mających zastosowania w różnego rodzaju 
aplikacjach. Gdy zależy nam, na przykład, na 
wysokiej czułości, niskim poziomie szumu 
odczytu oraz szybkości, dobrym wyborem 
może być kamera EMCCD, w której wytwo-
rzone przez fotony na matrycy elektrony są 
dodatkowo powielane przed odczytem. Do 
wad tego typu kamer należy przede wszyst-
kim nieduży zakres dynamiczny oraz wyso-
kie koszty samego urządzenia. Trzeba też 
pamiętać, że dobór odpowiedniego rodzaju 
detektora może mieć kluczowe znaczenie 
dla przeprowadzanych doświadczeń. Drugim, 
istotnym elementem umożliwiającym uzyska-
nie wysokiej szybkość zbierania obrazów jest 
zastosowanie w mikroskopie fluorescencyj-
nym zamiast klasycznych kostek filtrowych, 
kół filtrowych zawierających filtry wzbudze-
niowe lub filtry emisyjne. Dzięki nim możli-

ny do okularu lub do odpowiedniego detek-
tora. We wczesnych latach 80. jako detektor 
sygnału fluorescencyjnego służył fotopowie-
lacz, który szybko został zastąpiony przez 
bardzo czułe kamery potrafiące przechwyty-
wać całą przestrzenną informację. Systemy 
mikroskopów fluorescencyjnych oparte na 
kamerach znalazły szerokie zastosowanie w 
wielu aplikacjach biologicznych. Jeżeli mo-
del eksperymentalny nie jest bardzo skom-
plikowany, wykorzystuje się pojedynczą war-
stwę komórek oraz interesuje nas ogólna 
przestrzenna lokalizacja różnych elementów 
w dużym polu widzenia (bardziej niż we-
wnątrzkomórkowa lokalizacja na poziomie 
indywidualnych organelli), to mikroskopia 
szerokiego pola może być użytecznym narzę-
dziem doświadczalnym z wieloma zaletami. 
Po pierwsze, wymaga ona bardzo podsta-
wowej konfiguracji, takiej jak dobrej jakości 
mikroskop fluorescencyjny wraz ze źródłem 
światła, którym najczęściej jest lampa fluore-
scencyjna, dająca światło w pełnym zakresie 
widma. System ten musi posiadać również 
możliwość kontroli długości fali wzbudzenia 
i emisji oraz być wyposażony w czułą i szyb-
ką kamerę CCD. Zestaw taki jest relatywnie 
tani i łatwo można zaimplementować go do 
różnych metod obrazowania. Po drugie, w 
badaniach przyżyciowych, a w szczególności 
badaniach procesów kinetycznych lub stęże-
nia różnego rodzaju jonów w cytoplazmie, 
gdzie bardzo istotna jest szybkość zbierania 
poszczególnych obrazów przy jednoczesnym 
zachowaniu niskiej fototoksyczności, zasto-
sowanie bardzo czułych detektorów, jakimi 
są kamery CCD, może dać bardzo dobre re-
zultaty. Kamery CCD (ang. charge coupled 
device) składają się z wielu światłoczułych 
elementów umożliwiających rejestrację oraz 
odczytanie sygnału elektronicznego propor-
cjonalnego do ilości padającego na nie świa-
tła. Urządzenia te, w stosunku do fotopo-
wielaczy charakteryzują się w zakresie świa-
tła widzialnego istotnie wyższą wydajnością 
kwantową. Określa ona, jaka ilość fotonów 
padających na detektor CCD zamieniana jest 
na sygnał wyjściowy, tzn. ile elektronów zo-
stało wybitych z matrycy przy danej ilości 
padających fotonów. Im wyższa ilość elektro-
nów tym wydajność kwantowa jest większa. 
Typowa wydajność kwantowa dla nowocze-
snych kamer CCD może wynosić nawet ok. 
80–90% w szerokim zakresie widma, a w 
szczególności w świetle czerwonym i pod-
czerwonym, gdzie czułość klasycznych foto-
powielaczy znacznie spada. Z drugiej strony, 

Ryc. 4. Porównanie wydajności kwantowej róż-
nego rodzaju detektorów w szerokim zakresie 
widma. Wydajność kwantową przedstawiono 
na skali logarytmicznej. (McLean 1989).
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dują. W wyniku tego uzyskiwany obraz cha-
rakteryzuje się wysokim tłem i zmniejszoną 
ostrością konturów. Dodatkowo stosowane 
w mikroskopii szerokiego pola filtry emi-
syjne mogą powodować, że fluorescencja z 
dwóch różnych zastosowanych znaczników 
fluorescencyjnych może częściowo na siebie 
nachodzić, utrudniając prawidłową analizę. 
Oba te problemy mogą zostać wyeliminowa-
ne, gdy do obrazowania wykorzysta się mi-
kroskop konfokalny (Ryc. 5). 

Fluorescencyjne badania przyżyciowe w 
mikroskopie konfokalnym

Za twórcę zasad działania mikroskopu kon-
fokalnego uważa się Marvina Minskiego, który 
w 1957 r. po raz pierwszy zaprezentował ten 
typ mikroskopu. Jednak dopiero w 1982  r. 
firma Carl Zeiss pokazała swój pierwszy ko-
mercyjnie dostępny laserowy mikroskop kon-
fokalny (Masters 2010). Podstawowym założe-
niem mikroskopii konfokalnej jest wyelimino-
wanie obrazów pochodzących spoza płaszczy-
zny ogniskowej poprzez zastosowanie przesło-
ny konfokalnej (pinhole). Dzięki temu możli-
we jest uzyskanie obrazu o wysokiej ostrości 
i ze znacznie słabszym tłem. Obrazowanie w 
mikroskopie konfokalnym jest zupełnie od-
mienne od obrazowania w klasycznym mikro-
skopie fluorescencyjnym. Jak wcześniej zosta-
ło wspominane, w mikroskopach optycznych 
oświetlany jest cały obserwowany obiekt i 
tworzony jednocześnie cały obraz tego obiek-
tu. Jako źródło światła stosuje się w tym przy-
padku lampę fluorescencyjną. W mikroskopie 
konfokalnym lampa fluorescencyjna zastąpio-
na jest przez wiązkę lasera o odpowiedniej 
długości fali, która skupiana jest na pojedyn-
czym punkcie obserwowanego obiektu. Świa-
tło odbite od tego punktu przechodzi przez 
układ optyczny do detektora. Istotną różnicą 
w stosunku do mikroskopu fluorescencyjne-
go jest sposób tworzenia obrazu, powstający 
metodą punkt po punkcie, dzięki skokowe-
mu przemieszczaniu się wiązki po obiekcie. 
Dodatkowo, zmieniając położenie przesłony 
konfokalnej wzdłuż osi optycznej, uzyskuje 
się zmianę płaszczyzny ogniskowej, co pozwa-
la na uzyskanie szeregu przekrojów badanego 
obiektu na różnej głębokości. Dzięki tej wła-
ściwości możliwe jest tworzenie trójwymia-
rowego obrazu badanego obiektu. Ze wzglę-
du na sposób zbierania sygnału w mikrosko-
pie konfokalnym, jako detektory stosuje się 
niskoszumowe fotopowielacze (ang. photo 
multiplaing tube, PMP) rejestrujące w formie 
cyfrowej natężenie światła. Czytelnika zainte-

wa jest szybka zmiana pomiędzy dwoma lub 
więcej długościami fali wzbudzenia lub emi-
sji. Zastosowanie takiego systemu pozwala 
na przykład przeprowadzać pomiary stężenia 
jonów z wykorzystaniem znaczników fluore-
scencyjnych, takich jak Fura2-AM, mających 
dwie długości fali wzbudzenia i jedną emi-
sji, przy zachowaniu bardzo wysokiej szyb-
kości zbierania obrazu (Kaminski i współaut. 
2012). Klasyczny mikroskop fluorescencyjny 
szerokiego pola ma wiele zalet zarówno w 
obrazowaniu utrwalonych próbek jak i ba-
daniach przyżyciowych. Można do nich za-
liczyć szerokie pole widzenia, wysoką szyb-
kość zbierania obrazu przy zastosowaniu 
odpowiednich detektorów, możliwość uzy-
skiwania jasnych obrazów o wysokiej inten-
sywności fluorescencji oraz relatywnie niską 
fototoksyczność. Dzięki zastosowaniu komo-
ry środowiskowej kontrolującej temperaturę 
oraz stężenie dwutlenku węgla, doskonale 
nadaje się do różnego rodzaju długotrwałych 
(24–72  h) badań przyżyciowych wykorzystu-
jących światło przechodzące, takich jak mi-
gracja czy proliferacja. Wydaje się też jednym 
z najlepszych narzędzi do fluorescencyjnych 
badań wewnątrzkomórkowego stężenia jo-
nów. Głównym ograniczeniem tego typu mi-
kroskopu jest fakt, że obraz dochodzący do 
detektora nie pochodzi tylko z płaszczyzny 
ostrości, ale również spoza niej, ponieważ 
obiektyw mikroskopu zbiera światło z całego 
przekroju próbki. Obraz oglądanych obiek-
tów jest ostry i wyraźny tylko w płaszczyź-
nie ogniskowej, natomiast obrazy obiektów 
leżących przed i za nią tym bardziej tracą 
ostrość, im dalej od tej płaszczyzny się znaj-

Ryc. 5. Rysunek przedstawia komórki neuro-
nalne, w których jądra komórkowe (kolor nie-
bieski) znakowano DAPI, a α-tubulinę (kolor 
czerwony) znakowano przeciwciałem przeciw-
ko α-tubulinie, skoniugowanym z fluoroforem 
Alexa 555. Zdjęcia wykonano przy pomocy mi-
kroskopu konfokalnego (A) oraz mikroskopu 
fluorescencyjnego (B). 



176 Wojciech Brutkowski

większa niż 2–3 obrazy na sekundę. Klasycz-
ny mikroskop fluorescencyjny wyposażony 
w odpowiednią kamerę CCD jest w stanie 
zebrać 30 klatek na sekundę lub więcej (Pet-
ty 2007). Oczywiście konstruktorzy mikro-
skopów konfokalnych zdawali sobie sprawę 
z jego ograniczeń, szczególnie jeżeli chodziło 
o szybkość rejestracji obrazów, dlatego też 
obecnie niektóre mikroskopy wyposażone 
są w skaner rezonansowy działający z jedną 
określoną szybkością skanowania (zazwyczaj 
8 000 Hz w stosunku do standardowych 1 600 
Hz lub 16 000 Hz do 3 200 Hz w trybie ska-
nowania dwukierunkowego) bez możliwo-
ści jej zmiany (Sheppard i Kompfner 1978). 
Dzięki zastosowaniu tego elementu możliwy 
jest ok. 10-krotny wzrost szybkości rejestra-
cji obrazów przy zachowaniu wszystkich pa-
rametrów. Jest to już wystarczająca szybkość 
umożliwiająca pomiary zmian stężenia jonów, 
ruchu cząsteczek czy przepływu płynów w 
żywych komórkach. Z drugiej strony, brak 
możliwości sterowania szybkością skanera 
powoduje, że wszelkiego typu doświadcze-
nia muszą być rejestrowane tak samo, nawet 
takie, które nie wymagają tak wysokich szyb-
kości zbierania obrazów. Powoduje to niepo-
trzebne wielokrotne naświetlania preparatu, 
co może prowadzić do jego uszkodzenia. Fo-
totoksyczność laserów stosowanych w mikro-
skopii konfokalnej, szczególnie, gdy mamy do 
czynienia z wrażliwymi żywymi preparatami, 
może być częściowo zmniejszona poprzez 
zastosowanie lasera dwufotonowego. W tego 
typu konstrukcjach do wzbudzenia fluoro-
chromu stosuje się promieniowanie z zakresu 
bliskiej podczerwieni o energii kwantu rów-
nej połowie energii wzbudzenia. Wzbudzenie 
cząsteczki fluorochromu nastąpi tylko wtedy, 
gdy cząsteczka zaabsorbuje prawie jednocze-
śnie dwa kwanty promieniowania. (Denk i 
współaut. 1990) Zastosowanie lasera dwufo-
tonowego ma szereg zalet wynikających ze 
stosowania wiązki wzbudzenia z zakresu bli-
skiej podczerwieni. Po pierwsze, wiązka tego 
lasera niesie znacznie niższą energię niż tra-
dycyjne lasery, co powoduje znacznie mniej-
sze uszkodzenia fotochemiczne i termiczne 
badanego obiektu. Dodatkowo, promieniowa-
nie w zakresie podczerwonym znacznie lepiej 
penetruje preparaty biologiczne niż światło 
krótkofalowe, co umożliwia pracę ze znacznie 
grubszymi obiektami, jednocześnie technika 
ta charakteryzuje się większą czułością, co po-
zwala na pracę z niższymi stężeniami fluoro-
chromów. 

resowanego szczegółowymi informacjami w 
zakresie budowy i funkcji mikroskopu konfo-
kalnego odsyłam do artykułu Jarosława Kor-
czyńskiego w tym numerze KOSMOSU. Uzy-
skiwane obrazy w mikroskopie konfokalnym 
najczęściej charakteryzują się wysoką rozdziel-
czością oraz kontrastem, jakością znacznie 
przewyższając te, które można uzyskać w kla-
sycznym mikroskopie szerokiego pola. Pozwa-
la on również na całkowite odseparowanie 
widm emisji dwóch lub więcej różnych znacz-
ników fluorescencyjnych, umożliwiając obra-
zowanie tak wyznakowanych preparatów bez 
niebezpieczeństwa pojawienia się zjawiska na-
kładania się poszczególnych widm (ang. cros-
stalk). Wiąże się to jednak z pewnymi ogra-
niczeniami, które zaczynają mieć szczególne 
znaczenie w przypadku badań przyżyciowych. 
Pierwszym z napotykanych problemów jest 
sposób wzbudzania próbki. Jej punktowy 
charakter i zastosowanie jako źródła świa-
tła lasera o relatywnie krótkiej długości fali 
(standardowo stosowane lasery mają zakresy 
od 400 do 650 nm.), a co za tym idzie dużej 
mocy skupionej w jednym punkcie, może po-
wodować wyświecanie badanego preparatu, 
jak również mieć negatywny wpływ na prze-
żywalność komórek. W badaniach przyżycio-
wych, prowadzonych szczególnie przez długi 
czas, krytyczne znaczenie może mieć zacho-
wanie komórek w dobrej kondycji, ponieważ 
wszelkie zmiany w ich morfologii niespowo-
dowane warunkami doświadczenia, a tylko 
uszkodzeniem wynikającym z zastosowanego 
źródła światła, mogą powodować problemy 
w interpretacji wyników. Drugim dosyć istot-
nym problemem, na jaki może natknąć się ba-
dacz wykorzystujący mikroskop konfokalny, 
jest jego szybkość działania. Gdy w przypadku 
utrwalonych preparatów szybkość zbierania 
obrazów nie musi mieć istotnego znaczenia, 
wykonanie doświadczeń wymagających bar-
dzo szybkiego rejestrowania poszczególnych 
klatek obrazu może być problematyczne. Za 
zbieranie obrazu w mikroskopie konfokalnym 
odpowiada skaner przesuwający się z wiązką 
światła lasera poziomo od góry do dołu punkt 
po punkcie po klatce obrazu. Powoduje to, że 
zebranie jednej klatki zajmuje znacznie więcej 
czasu niż ma to miejsce w klasycznym mikro-
skopie fluorescencyjnym, gdzie oświetlony 
obraz jest od razu w całości rejestrowany. 
Ilustruje to następujący przykład. Gdy zasto-
sujemy jedną z najczęściej wykorzystywanych 
rozdzielczości obrazu 512 × 512 pikseli, to w 
przypadku mikroskopu konfokalnego szyb-
kość zbierania kolejnych klatek nie będzie 
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nego akceptorem, ale tylko wtedy, gdy dy-
stans pomiędzy tymi dwiema molekułami nie 
jest większy niż 10 nm. Cząsteczka będąca 
akceptorem może następnie oddać tę ener-
gię w postaci fotonu przy określonej długo-
ści fali, która jest analizowana (Jares-Erijman 
i Jovin 2003). Technika FRET najczęściej wy-
korzystywana jest do badań interakcji pomię-
dzy różnymi białkami lub pomiędzy białkiem 
a błoną plazmatyczną (Piston i Kremers 
2007). Metoda ta umożliwia ze znacznie wyż-
szą precyzją niż standardowe metody koloka-
lizacji wykazać różnego rodzaju oddziaływa-
nia zachodzące w komórce. Kolejną metodą 
pozwalającą na badanie dynamiki białek w 
komórkach jest FRAP (ang. fluorescence re-
cowery after photobliching), czyli przywraca-
nie fluorescencji po fotowygaszaniu. Polega 
ona na wygaszaniu fluorescencji we fragmen-
tach struktury subkomórkowej zawierającej 
znakowane fluorescencyjne białko. Następnie 
monitoruje się dyfuzję nowych cząsteczek 
fluorescencyjnych w miejscu, w którym wy-
gaszono fluorescencję. Umożliwia to analizę 
własności kinetycznych i motorycznych bia-
łek, współczynnika dyfuzji czy szybkości ich 
transportu w żywej komórce. Wymienione 
powyżej metody stanowią tylko część róż-
nych technik fluorescencyjnych stosowanych 
obecnie w mikroskopii, które połączone z 
możliwościami mikroskopu konfokalnego 
pozwalają badać szereg procesów zachodzą-
cych w żywych komórkach z niespotykaną 
dotychczas dokładnością.  

Mikroskopia konfokalna daje nie tylko 
możliwość wykonywania wysokiej jakości 
zdjęć w trzech wymiarach, ale dzięki swoim 
właściwościom jest także potężnym narzę-
dziem w badaniach przyżyciowych sygnałów 
fluorescencyjnych generowanych punktowo 
lub pochodzących z różnych warstw optycz-
nych komórki. Niektóre metody, takie jak 
metoda całkowitego wewnętrznego odbicia 
fluorescencji (ang. total internal reflection 
fluorescence microscopy, TIRF), umożliwia-
ją przeprowadzanie badań bardzo cienkich 
warstw komórki mających 100 lub mniej nm. 
Polega ona na detekcji światła wzbudzające-
go, padającego pod kątem granicznym, czyli 
takim, przy którym dochodzi do całkowitego 
wewnętrznego odbicia, dzięki czemu wzbu-
dzamy selektywnie tylko sondy fluorescen-
cyjne znajdujące się tuż przy szkiełku podsta-
wowym, na którym umieszczona jest próbka. 
Stosowanie tej metody pozwala na obserwa-
cję i śledzenie przemieszczania się pojedyn-
czych znakowanych fluorescencyjnie mole-
kuł, badania dynamiki egzocytozy i endocy-
tozy, czy prowadzenie doświadczeń dotyczą-
cych lokalizacji, działania oraz budowy struk-
turalnej różnych kanałów jonowych (Ravier 
i współaut. 2008). Inną metodą pozwalającą 
uzyskiwać informacje z niewielkich regio-
nów lub powierzchni żywych komórek jest 
FRET (ang. Förster resonance energy trans-
fer), który polega na bezpromienistym trans-
ferze energii z jednego znacznika fluorescen-
cyjnego zwanego donorem do drugiego zwa-

ZAAWANSOWANE TECHNIKI FLUORESCENCYJNE W BADANIACH PRZYŻYCIOWYCH

MIKROSKOPIA KONFOKALNA Z WIRUJĄCYM DYSKIEM 

Zarówno mikroskop konfokalny, jak i 
mikroskop szerokiego pola, pozwalają na 
względnie łatwą i szczegółową wizualizację 
różnego rodzaju procesów w żywych ko-
mórkach. Niestety oba systemy prócz wielu 
zalet mają również wady, które w niektó-
rych przypadkach mogą uniemożliwiać prze-
prowadzenie zamierzonego doświadczenia. 
Rozwiązaniem tych problemów byłoby po-
łączenie możliwości mikroskopu konfokal-
nego z szybkością rejestrowania obrazów 
klasycznego mikroskopu fluorescencyjnego 
przy jednoczesnym zachowaniu niskiej foto-
toksyczności. Urządzeniem, które w pewnym 
stopniu łączy cechy obu typów mikrosko-
pów jest spinning disk confocal microscope, 

czyli mikroskop konfokalny wyposażony w 
dodatkowy układ dwóch wirujących dysków. 
Podstawą do stworzenia tego typu mikro-
skopu było wynalezienie przez Paula Nipko-
wa specjalnego dysku, w 1884 r., podczas 
pracy nad zjawiskiem przesyłania obrazu na 
odległość. Jako pierwszy na świecie skonstru-
ował on osadzoną na osi rotującą tarczę, na-
zwaną później od nazwiska twórcy dyskiem 
Nipkowa, która stała się w późniejszych cza-
sach podstawowym elementem pierwszych 
telewizorów i kamer telewizyjnych. Wiru-
jąca tarcza ze spiralnie ułożonymi otwora-
mi rozkładała obraz przedmiotu na impulsy 
elektryczne, które można było przesyłać na 
dowolną odległość. Migocąca żarówka, jako 
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spowodował, że początkowe problemy z mi-
kroskopem z dyskiem Nipkowa zostały pra-
wie całkowicie rozwiązane. Zasada działania 
nowoczesnego urządzenia tego typu opiera 
się obecnie najczęściej na zastosowaniu za-
miast pojedynczej przesłony konfokalnej, 
lub pojedynczego dysku, układu dwóch dys-
ków. System ten został stworzony i opaten-
towany przez firmę Yokogawa Electric i od 
tej pory nazywany jest jednostką Yokogawy 
(ang. Yokogawa unit) lub CSU (ang. confocal 
scanning unit). Powierzchnia pierwszego z 
dysków wyposażona jest w układ wielu mi-
krosoczewek, które mają za zadanie zbierać 
jak największą ilość światła i skupiać go na 
powierzchni pokrytej ok. 1 000 przesłon kon-
fokalnych (pinholes), znajdujących się na 
drugim dysku (dysk Nipkowa). Powoduje to 
rozdzielenie światła wzbudzającego na wiele 
znacznie słabszych wiązek, które następnie 
oświetlają preparat ze znacznie niższą mocą. 
Dzięki temu fototoksyczność takiej wiąz-
ki jest znacznie mniejsza niż w przypadku 
klasycznego sposobu wzbudzania. Następ-
nie światło przekazywane jest w całości po-
przez odpowiedni filtr emisyjny do detek-
tora (Ryc.  6). Zastosowanie takiego układu 
pozwala na natychmiastowe przekazanie ca-

źródło światła, modulowała obraz przedmio-
tu (jasny–ciemny). Druga, synchronicznie wi-
rująca tarcza miała umożliwiać rekonstrukcję 
obrazu u odbiorcy. Główną słabością dysku 
Nipkowa był fakt, że relatywnie słabe światło 
przechodziło przez niewielki otwór w dysku, 
powodując pojawianie się małej ilości impul-
sów elektrycznych, czego efektem była słaba 
wydajność wykrywania i wyświetlania infor-
macji. Dopiero 82 lata później, w 1968 r., 
Mojmir Petran stworzył pierwszy, skanujący 
pojedynczą wiązką światła mikroskop świa-
tła odbitego, wykorzystujący zasadę działania 
dysku Nipkowa, gdzie wzbudzenie preparatu 
i detekcja obrazu pojawiała się w tandemie, 
wykorzystując otworki znajdujące się zarów-
no po jednej, jak i po drugiej stronie dysku. 
Niestety, wciąż głównym problemem zastoso-
wania tej metody była niewielka ilość świa-
tła wzbudzającego, dochodzącego do detek-
tora, ze względu na organiczną powierzch-
nie z otworkami. Dodatkowo, pojawiały się 
problemy z precyzyjnym rozmieszczeniem 
otworów na dysku, aby możliwe było zasto-
sowanie ich zarówno do wzbudzenia, jak i 
emisji (Petran i współaut. 1968). Rozwój 
technologiczny, związany szczególnie z mi-
kroskopią konfokalną oraz kamerami CCD, 

Ryc. 6. Schemat pokazujący działanie mikroskopu konfokalnego z układem dwóch wirujących dys-
ków (http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/articles/spinningdisk/introduction.html).



179Mikroskopia konfokalna a mikroskopia szerokiego pola — dwa podejścia do badań przyżyciowych

zu nawet 2000 ramek na sekundę (Nakano 
2002). Oczywiście w realnych doświadcze-
niach prędkość ta, ze względu na koniecz-
ność zsynchronizowania obrotów dysku z 
czasem ekspozycji potrzebnym do zebrania 
pojedynczego zdjęcia, jest znacznie niższa i 
zależy głównie od typu kamery CCD. Obec-
nie, dostępne kamery charakteryzują się bar-
dzo wysoką czułością i szybkością działania 
dzięki zastosowaniu w nich różnych zaawan-
sowanych technologii. Dzięki temu możliwe 
jest znaczne zmniejszenie czasu ekspozycji 
pojedynczego zdjęcia, obniżenie fototoksycz-
ności i wzrost szybkości zbierania obrazu 
(Adams i współaut. 2003). Mikroskop z wi-
rującymi dyskami nie oferuje tak dużej ela-
styczności i możliwości konfiguracji, jakie 
oferuje mikroskopia konfokalna, jednakże w 
niektórych zastosowaniach, szczególnie, jeże-
li dotyczy to badań przyżyciowych, może być 
bardzo dobrą alternatywą.

łego obrazu z pola widzenia na światłoczułą 
matrycę przy jednoczesnym zachowaniu roz-
dzielczości konfokalnej. Umożliwia to wyko-
nywanie bardzo szybkich serii zdjęć, zarów-
no w różnych płaszczyznach ostrości, jak i 
w osi czasowej, co pozwala na wykonywanie 
nawet takich przyżyciowych doświadczeń, 
w których duża ilość rejestrowanych klatek 
na sekundę oraz wysoka rozdzielczość (roz-
dzielczość konfokalna) w trzech wymiarach 
może być krytyczna dla jego powodzenia. 
Jako źródło światła w tym typie mikroskopu 
stosuje się lasery o różnych długościach fali 
wzbudzenia, natomiast detektorami są szyb-
kie kamery EMCCD. W zależności od typu za-
stosowanej jednostki Yokogawy, maksymalna 
prędkość rotacji dysków może wynosić od 
1800 nawet do 10 000 obr/min, co pozwa-
la na skanowanie 12 ramek podczas jednego 
obrotu. Dzięki temu można osiągnąć maksy-
malną teoretyczną szybkość zbierania obra-

PODSUMOWANIE

Dzięki wynalezieniu i rozwinięciu tech-
nik mikroskopowych możliwe było znaczne 
rozwinięcie różnego rodzaju badań przyży-
ciowych. Dodatkowo, pojawienie się i ciągły 
rozwój różnorodnych znaczników fluore-
scencyjnych pozwala obecnie na obserwację 
w czasie rzeczywistym procesów zachodzą-
cych w żywych komórkach, takich jak prze-
mieszczanie się określonych struktur komór-
kowych czy interakcja pomiędzy białkami. 
Możliwe stało się również śledzenie i anali-
zowanie zmian w komórce pod wpływem 
różnych czynników zewnętrznych. Techniki 
mikroskopowe, zaczynając od prostego ob-
razowania, a kończąc na zaawansowanych 
technikach FRET, FRAP czy TIRF, całkowicie 
zrewolucjonizowały nasze badania żywych 
komórek czy skrawków tkankowych. Ogrom-
na ilość różnych urządzeń na rynku pozwa-

la badaczom na wybór mikroskopu dopa-
sowanego dokładnie do jego profilu badań. 
Zarówno mikroskop szerokiego pola, jak i 
mikroskop konfokalny, w odpowiednich za-
stosowaniach, potrafią być bardzo potężnymi 
narzędziami badawczymi, niepozbawionymi 
jednak wad, które zostały opisane w powyż-
szym artykule. Dodatkowo trzeba pamiętać, 
że w metodach obrazowania bardzo istotny 
jest również rodzaj jak i sposób wyznakowa-
nia badanych preparatów. Prawidłowe zasto-
sowanie i wybór odpowiednich znaczników 
fluorescencyjnych w połączeniu z nowocze-
snym mikroskopem pozwala w znaczny spo-
sób pomóc w uzyskiwaniu prawidłowych 
wyników i może mieć istotne znaczenie w 
badaniach przyżyciowych, w których bardzo 
często mogą pojawiać się problemy z foto-
toksycznością, czy zanikiem sygnału.  

MIKROSKOPIA KONFOKALNA A MIKROSKOPIA SZEROKIEGO POLA- DWA PODEJŚCIA DO 
BADAŃ PRZYŻYCIOWYCH

Streszczenie

Doświadczenia na żywych organizmach od lat 
były podstawą badań w naukach biologicznych. 
Pozwalają one na bezpośrednią obserwację mecha-
nizmów biologicznych zachodzących w różnego ro-
dzaju komórkach, mikrobach czy nawet w żywych 
zwierzętach. Dzięki rozwojowi różnego rodzaju 
technik fluorescencyjnych i wykorzystaniu trady-
cyjnej mikroskopii fluorescencyjnej czy mikrosko-
pii konfokalnej badania przyżyciowe prowadzi się 

obecnie w laboratoriach na całym świecie. Rozwój 
technik obrazowania przyżyciowego na wielu płasz-
czyznach technologicznych, zaczynając od różnego 
rodzaju komponentów optycznych, mechanicznych 
czy elektronicznych, poprzez koncepcyjne podej-
ścia do tego typu badań, a kończąc na tworzeniu 
nowych znaczników fluorescencyjnych, których 
właściwości chemiczne są dostosowane do kon-
kretnych doświadczeń, pozwolił na obserwacje i 
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korzystaniem mikroskopu szerokiego pola oraz mi-
kroskopu konfokalnego, jak również zalety i wady 
stosowania obu rodzajów mikroskopów.

śledzenie nawet pojedynczych molekuł czy badanie 
interakcji pomiędzy białkami. Artykuł ten przybliża 
podstawowe techniki badań przyżyciowych z wy-

CONFOCAL MICROSCOPY AND WIDE-FIELD MICROSCOPY, TWO APPROACHES TO THE LIVE 
STUDY

Summary

Experiments on living organisms has always 
been one of the most important research in the life 
sciences. They allow direct observation of biological 
mechanisms occurring in different types of cells, mi-
crobes, or even in living animals. With the develop-
ment of the various techniques for measuring fluo-
rescence signals, using either wide field or confocal 
microscopy, are by now extremely well established 
and routine in many laboratories in the world. This 
resulted in development of live techniques in many 
areas of technology, starting with the various com-
ponents (optical components, mechanical or elec-

tronic) by a conceptual approach to this type of re-
search, ending with the creation of new fluorescent 
dyes which chemical properties are adjusted to the 
specific experiments. Thanks to the current avail-
able techniques, it is possible to observe and track 
even single molecules or study the interactions be-
tween proteins. This article introduces the basic 
techniques of live experiments using a wide field 
microscopy and confocal microscopy as well as the 
advantages and disadvantages of those two micro-
scopes.
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