
SVĚTELNÁ MIKROSKOPIE 
 (základní pojmy) 

 
OKO 
 

 
Gullstrandův model oka 

Indexy lomu: rohovka – 1,376 
   komorová voda – 1,336 
   čočka – 1,413 
   sklivec – 1,336 
Poloměry křivosti: rohovka – 7,8 mm,  

 přední plocha čočky – 10,0 mm 
 zadní plocha čočky – - 6,00 mm 

Optické mohutnosti: rohovka – 42,7 D, čočka – 21,7 D 
         oko jako celek – 60,5 D 
Akomodace oka:  

 
blízký bod – 0,25 m 
daleký bod – ∞ 
akomodační šíře zdravého oka – 4 D 



ZÁKLADNÍ POJMY  
SPEKTRUM  ELEKTROMAGNETICKÉHO  ZÁŘENÍ 
VIDITELNÁ OBLAST (světlo-optika)  λ  v mezích 380 – 780 nm 

ZDROJE  VIDITELNÉHO  SVĚTLA 



BAREVNÁ TEPLOTA ZDROJE 
(WIENŮV "POSUNOVACÍ" ZÁKON)    λ = b/T  (b = 2,9.10-3 m.K) 

 
VNÍMÁNÍ BAREV 

 

  

 

Většina světelných zdrojů u 
světelných mikroskopů 
používá wolframové vlákno 
(s vyjímkou fluorescenčních 
mikroskopů) 
 
Wolframové žárovky emitují 
světlo jehož barevná teplota je 
kolem 3200 K. 
 
Vliv barevné teploty u zdrojů 
světla používaných ve 
fotografické technice 
  
 

Modrá 
 

Bílá 
Žlutá 

Oranžová 
vá 

Červená 



   ZÁKLADNÍ  POJMY  
ODRAZ A LOM SVĚTLA 

 
Snellův zákon lomu              n1.sinα = n2.sinβ         n2 > n1 

Úplný odraz a mezný úhel    pro α = 90o         sinβ = 
2

1

n

n
 

Index lomu                  n = v

c
 

 
Zrcadla – odraz  světla                                           Čočky – lom světla 



ZÁKLADNÍ POJMY 
DIFRAKCE SVĚTLA 

Ohyb na štěrbině             (krátká λ         x         dlouhá λ) 
 

 

Pro   λ   přesahující šířku štěrbiny   platí   
 

sinθ = λ/d 
 
difrakční obrazec  

 
 
difrakce na kruhovém otvoru jako omezující faktor  rozlišovací meze optických 
přístrojů 
 
         sin θ(1) = 1.22(λ/d)      pro malé úhly            θ(1) = 1.22(λ/d) 
θ(1) úhlová pozice prvního ohybového minima, d = průměr apertury 



ZÁKLADNÍ  POJMY 
INTERFERENCE  SVĚTLA 

 

Vznik interferenčního maxima               Vznik interferenčního minima 
 

     ∆l = 2k 
2

λ
             ∆l = dráhový rozdíl            ∆l = (2k + 1)

2

λ
 

 
Youngův pokus na dvou (bodových) otvorech 

(r. 1801 dokázal vlnovou povahu světla) 

 
 

schematické znázornění                                reálný experiment 

 



ZÁKLADNÍ POJMY 
POLARIZACE 

Světlo jako elektro (E) magnetické (B) vlnění 
 

Bílé světlo (Slunce, žárovka, …) je nepolarizované 
Polarizace světla 

Zkřížené polarizační filtry (polarizátor, analyzátor) – polarizační 

mikroskop 

 



ZÁKLADNÍ  POJMY 
DVOJLOM 

           chlorid sodný             Islandský vápenec              polymer 
 
Anizotropní krystaly mají v různých směrech  různou rychlost světla 
vykazují tzv.      dvojlom       vzniká       řádný a mimořádný paprsek 

 
Dvojlom u Islanského vápence 

  
Podélná rovina krystalu || s rovinou polarizace  =  temný obraz 
 
Podélná rovina krystalu svírá s polarizátorem a analyzátorem  45o =  

jasný obraz 
 



ZÁKLADNÍ POJMY 
SVĚTELNÉ  FILTRY 

Z širokého spektra viditelného světla propouští některé λ a selektivně 
absorbují nebo odrážejí nežádoucí λ. 
 
Dva základní typy – filtry absorpční a interferenční 
 

ABSORPČNÍ  FILTRY 
(barevná skla, želatinové nátěry, syntetické polymery) 
Př. fialový filtr – absorpce zelené složky,  
Selektivní propustnost  modré a červené  vytváří  fialovou  

                    Funkce filtru                                       absorpční spektrum 
INTERFERENČNÍ FILTRY 

Odrazem a vícenásobnou interferencí potlačují nežádoucí λ  
Dichroické filtry – jiná barva pro odražené světlo a propuštěné světlo 

Použití ve světelné mikroskopii (např. fluorescenční mikroskop)    

Spektrum pásového interferenčního filtru 



 

SVĚTELNÁ  MIKROSKOPIE 
 
Robert Hook 1670  
 

                                                   Laboratorní mikroskop Zeiss (1930) 



SVĚTELNÝ MIKROSKOP  
 
 

 
 

OLYMPUS AX 70 



TEORIE  ZOBRAZENÍ  A  KONSTRUKCE   
SVĚTELNÉHO MIKROSKOPU 

SM – zařízení pro pozorování struktury malých objektů  
Opticky se jedná o dvoustupňovou soustava tvořenou objektivem a 
okulárem doplněnou osvětlovací soustavou. 

Průchod paprskových svazků SM (geometrická optika) 

Obraz pozorujeme uvolněným okem  
Aperturní clona – pro menší zvětšení objímka objektivu  
              pro větší zvětšení se umisťuje do obr. ohn. roviny 
 
aperturní paprsek prochází okrajem aperturní clony (z osového bodu) 
hlavní paprsek prochází středem aperturní clony (vstupní pupily) a 
středem výstupní pupily. 
 
 

CHOD  PAPRSKŮ  PRO  PŘÍPAD  F2 ≠ A2 

Obraz pozorujeme v konečné vzdálenosti před okem 



VÝPOČET ZVĚTŠENÍ  SVĚTELNÉHO MIKROSKOPU 

 
 

Ohnisková vzdálenost SM jako dvoučlenné  optické soustavy 
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ZMĚNA ZVĚTŠENÍ 

1. Výměnou objektivů 
2. Výměnou okulárů 
3. Změnou optického intervalu ∆ (zpravidla se neprovádí) 

 
Podmínka: po změně objektivu nebo okuláru musí zůstat obraz v zorném poli 
 (při nepatrné vzdálenosti předmětu od objektivu může dojít k 

poškození preparátů nebo poškození frontální čočky)  

e



ROZLIŠOVACÍ MEZ  A  NUMERICKÁ APERTURA 
 

Rozlišovací mez dmin je minimální vzdálenost dvou bodů předmětu, které 
v obraze ještě rozlišíme. 

Z hlediska vlnové optiky je dmin ovlivněna ohybem  
 

Vzorek: optická mřížka (d = vzdálenost vrypů), osvětlená rovnoběžným 
svazkem paprsků a v obrazové ohniskové rovině vznikne interferenční obrazec 
 

Maxima:               n.d.sinαααα = k.λλλλo 

 
k – celé číslo,  n –  index lomu, λλλλo – vlnová délka ve vakuu 
 
Kritérium: ohybový obrazec obsahuje maxima alespoň 1. řádu  

 
 

kde  αa  – aperturní úhel,  Ao = n.sinααααo  numerická apertura objektivu 
 
U objektivů je snaha o maximální ααααo ; nejlepší suché objektivy Ao – 0,85 – 0,94 
 
Imersní metoda: prostor mezi P a O se vyplňuje tekutinou n > 1 (cedrový olej n 
= 1,52; monobromnaftalen aj.) 
 

Rozlišovací schopnost    R = 
min

1

d
          dmin  je v mm 
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ROZLIŠOVACÍ MEZ: 
Zpřesněná teorie: Frauenhoferův ohyb na kruhovém otvoru (vstupní pupila) a 
Rayleighovo kriterium 

Bodu předmětu odpovídá ohybový obrazec 
Rayleighovo kriterium: dva body jsou rozlišené pokud centrální maximum 
kroužku 1 právě splývá s prvním minimem kroužku 2 

Při Frauenhoferově ohybu na kruhovém otvoru je průměr kroužku promítnutý 
do roviny předmětu 
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Správně: Fresnelův ohyb (složité vzorce) 
Vliv kondenzoru (Abbeův model): Ac –numerická apertura kondenzoru 

Při optimálním optickém přizpůsobení C a O ⇒ A0 = AC ( a pro n0 = nC) 
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kde C ∼ 0,5 – 1 závisí na způsobu osvětlení, struktuře preparátu atd. 
Př: αa = 90o ; n = 1 (vzduch); λ0 = 500 nm ⇒ dmin ∼ 250 – 500 nm (shodné s  λ0) 



TEORIE ZOBRAZENÍ VE SM ZALOŽENÁ NA FOURIEROVĚ 

TRANSFORMACI 
 

Uvažujme dvourozměrný objekt v rovině preparátu.  
Transmisní funkce F(x,y) [obecně komplexní] popisuje změny amplitudy a fáze 
vln procházejících preparátem. 
za předpokladu paraxiálních paprsků a Frauenhoferova ohybu na preparátu, je 
výsledek interference sekundárních vln v zadní ohniskové rovině dán vztahem 
(amplitudová funkce) 

 
k – vlnový vektor; U(ξ,η) je Fourierova transformace F(x,y). 
 
V rovině obrazu se utvoří inverzní FT funkce U(ξ,η), přičemž 
                x´= Z0.x;          y´= Z0..y  (Z0 zvětšení objektivu) 
 
Obraz               V (x´,y´) = konst. F(x,y) 
 

Význam:        
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ZJEDNODUŠENÉ  ODVOZENÍ  FRAUNHOFEROVA VZORCE 
Fraunhoferův ohyb na štěrbině – jednorozměrný případ 
 

Rozdíl optické dráhy paprsku jdoucí místem x vůči paprsku v 0 je  

                     ∆x = x.sinα ; kde                    
f
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celková komplexní amplituda v místě ohybového obrazu ξ 
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Pomocná představa: při zavedení 2. rozměru (y) se skládají amplitudy řádků přes 
x pro různá y. 

                     ϕy = k.y.sinβ           
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HLOUBKA OSTROSTI 
 
tloušťka T vrstvy vzorku kolmé k optické ose, kterou vidíme ostře zobrazenou 

Tři zdroje hloubky ostrosti: 

T = Tg + Tv + Ta 
a) Geometrická 
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 je-li úhlová velikost kruhů < 2´ (rozlišovací mez oka)  = ostré 
b) Vlnová 
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způsobena ohybem: bod jako ohybový obrazec 
c) Akomodační 

][
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λλλλ – vlnová délka, A – numerická apertura, Z – zvětšení mikroskopu, n – index 
lomu.                 Příklad: λ = 500 nm, Y = 1000, A = 1, n = 1 ⇒ T = 600 nm 
 

KONTRAST 

MOŽNOSTI:  
1. I1>>I2 ⇒k → + 1 (pozitivní kontrast) 
2. I1= I2 ⇒ k = 0      (bez kontrastu)  
3. I1<< I2 ⇒ k = (-1)   (negativní kontrast) 

definice:          
I1, I2 – jasy v obraze                1 - pozadí,  2 - objekt 
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=       Objekt: amplitudový nebo fázový     



OSVĚTLOVACÍ     SOUSTAVY      SM 
(PROCHÁZEJÍCÍ SVĚTLO) 

 
a) přímé osvětlení 
b) kondenzor nebo duté zrcadlo 
c) kondenzor + kolektor 
d) Köhlerovo schéma (K+C+clonky) 

 
Cl(K) je v ohniskové rovině K, Cl(C) v ohniskové rovině C. 
Zdroj S je prostřednictvím K zobrazen na Cl(C), Cl(K) zobrazena kondenzorem 
C na P. Tj. zobrazuje se ohybový obrazec S, dosaženo homogennosti osvětlení 
P. 
Cl(K) – velikost osvětleného pole (clona zorného pole) 
Cl(C) – regulace jasu, vymezuje aperturní úhel osvětlovací soustavy (aperturní 
clona) 

 
 



OSVĚTLOVACÍ  SOUSTAVY  SM 
(DOPADAJÍCÍ  SVĚTLO) 

a) přímé nebo s kondenzorem 
b) Lieberkühnovo zrcátko 

c) Iluminátory 
použití pro větší zvětšení, světlo dopadá na  P přes O; v tubusu je 
excentricky sklíčko nebo hranol. Ideální je Köhlerovo uspořádání. 
Použití pro neprůhledné vzorky, luminiscenční mikroskopie. 
 
 
 

 



ZDROJE SVĚTLA 
a) žárovky – nejčastěji wolframové nebo halogenové (wolfram s 

parami jodu) dávají intenzivní světlo a vlákno napodobuje bodový 
zdroj. 

 

porovnání konstrukce žárovek 
stejného výkonu 100 W: 
a) 12 V; b) 6 V; c) 6 – 30 V; e) současný standard SM (Japonsko, USA, 

Evropa) f) žárovka s odrazným zrcátkem 
teplota vlákna – kolem 2540 K 
barevná teplota kolísá od 2300 – 3400 K (barevná fotografie) 
životnost – kolem 1000 hod. 
b) vláknová optika 

c) lasery (laserová konfokální mikroskopie) 
d) výbojky (rtuťové, xenonové) pro luminiscenční mikroskopy. 

Optické filtry – upravují spektrum žárovky na spektrum denního 
světla, šedé filtry – zeslabují světlo. 



OBJEKTIV 
nejdůležitější část klasického SM (určuje kvalitu obrazu) 
rozdělení   –  suché 

– imerzní (označení HI) 

použití antireflexních vrstev; 
                            konstrukce:  čelní (frontální) čočka – plankonvexní 
     rozptylka z flintového skla 
     spojka z korunového skla   
Důležité charakteristiky: 
1. Zvětšení Z0 (bývá 2x – 100x) tj. ohnisk. vzdálenost (1,5 – > 20 mm) 
2. Numerická apertura 
3. Předepsaná délka tubusu nebo obrazová vzdálenost (uvádí se v mm, např. 

170 nebo ∝) 
4. Předepsaná tloušťka krycího skla v mm (např. 0,17),(bez krycího skla–0,"-") 
5. Korigované optické vady: 
• Aplanát – korigovaná sférická vada a koma 
• Anastigmát – korigován astigmatismus 
• Ortoskopický objektiv – korigováno zkreslení 

• Korekce chromatických vad: 
� Achromát – sférická vada a longitudinální chromatická vada pro 2λ (žlutá a 

zelená oblast) 
� Planachromát – navíc zklenutí zorného pole (vhodný pro mikrofotografii) 
� Apochromát – longitudinální chromatická vada pro 3λ. (vhodné pro 

barevnou mikrofotografii nebo IR mikroskopii). Bývá doplněn 
kompenzačním Ok nebo projektivem (vyrovnávají příčnou chrom. vadu a 
zklenutí) 

� Planapochromát – má navíc odstraněno zklenutí, kombinuje se s 
planokuláry. 

 



        IMERZNÍ OBJEKTIV 

 
 
kritérium rozlišení 

a

o

n
d

α
λ
sin.min = , 

kde  αa  – aperturní úhel,  Ao = n.sinααααo  numerická apertura objektivu 
protože sinααααo nemůže být větší než 90o maximální num. apertura je určena 
indexem lomu imerzní kapaliny (pro vzduch A max = 0,95). 
nvzduch = 1,0003 
nvoda = 1,33 
n imerzní olej = 1,515 (bromnaftalen n = 1,658, metyleniodid n = 1,740) 
 
pro imerzi A 0 = 1,40 
 
Moderní kondenzory rovněž jako imerzní (viz. obrázek) 
 
Omezení: 
u speciálních mikroskopických technik (IČ, UV, fluorescenční mikroskopy) je 
třeba uvažovat absorpci světla v příslušné oblasti imerzní kapalinou 
 
Další značení objektivů: Ph – pro fázový kontrast, Pol – polarizační 
mikroskopie 



VADY  SPOJNÉ  OPTICKÉ  SOUSTAVY 
(aberace – odchylka zobrazení reálného od ideálního) 
  monochromatické 
Vady:  
  chromatické (barevné) 
 
1. Sférická (kulová, otvorová) = δδδδS´ 

                                 vzniká v důsledku disperze n(λ) 
 
Korekce chromatické sférické podélné vady: 

kombinace korunového a flintového skla (každý typ má jinou disperzi – index 
lomu) – tzv. dublet (achromáty - korekce jen pro 2 vlnové délky) 
triplet – apochromát (korekce podélné vady pro 3 vlnové délky) 
 

 
Porovnání konstrukce achromatického a apochromatického objektivu 

 
Navzdory korekci podélné chromatické vady vzniká příčná chromatická aberace 
a zklenutí pole kompenzované speciálními kompenzačními okuláry  
 

 



2. koma - při zobrazování mimoosového bodu –  A přísluší 
asymetrická ploška (připomíná kometu) 
 

                 A            b - přísluší hlavnímu paprsku 
                                  K = (ya´+ yc´)/2 - yb´ 
 

3.  Astigmatismus a zklenutí  

δSM – astigmatismus 
δS     – sagitální zklenutí 
δM  –  tangenciální zklenutí 
 



4. Zkreslení  
Obrazová rovina je zakřivena zobrazovací soustavou – obraz je mezi I1 a 

                                                                          vada barevná příčná 

Příklad zkreslení – zaostření mezi rovinami I1 a I2 



OKULÁR 
Zvětšení bývá 5x – 25x 
Konstrukce většinou ze dvou ploskovypuklých čoček (u korekčních 
Ok je čoček více – označení PK) 

 
1. Ramsdenův okulár (pozitivní) – ohnisková rovina je před okulárem 
2. Huyghensův okulár (negativní) – ohnisková rov. je mezi čočkami 

V ohniskové rovině bývá umístěna clona zorného pole (případně stupnice, atd.) 
 
 Moderní okuláry –širokoúhlé (UW), projekční mikrofotografické(PE) 

 
 



ZOBRAZOVACÍ METODY VE SVĚTELNÉ MIKROSKOPII 
1. SVĚTLÉ POLE –  
 
světelný kužel prochází  
(v procházejícím světle) nebo se 
odráží (v odrážejícím světle a 
vstupuje do objektivu.  
 
V imerzní metodě se mezi krycí 
sklíčko (nebo vzorek) a objektiv 
(HI) dává imerzní kapalina. 
(Někdy mezi kondenzor a 
preparát). 
 
2. TEMNÉ POLE –  
Osvětlovací soustava je upravena tak, že paprsky osvětlující preparát 
nevstupují do objektivu. 
Paprsky se: odrážejí, lámou, rozptylují či ohýbají. Je vyloučeno 0 té 
maximum a na vytvoření obrazu se podílí boční ohybová maxima. 
 
Kondenzory pro temné pole: 
 Abbeův kondenzor s clonou                            kardioidní  kondenzor 

 

obraz preparátu v TP 

 



3. FÁZOVÝ KONTRAST (FRITZ ZERNIKE R.1930) 
Metoda slouží ke zvýraznění kontrastu malých fázových objektů, u 
nichž detaily se absorpcí neliší od okolí, ale způsobují změnu fáze. 
Metoda převádí rozdíly fází na rozdíly intenzit.  
Př: mějme v médiu (m) malý bezbarvý objekt S. 

 fázový předmět 
Po průchodu vrstvou o tloušťce t se posune vlna prošlá objektem 
oproti vlně v prostředí p o 

               ( )mS nnt −=∆ .
2

0λ
π

ϕ     ,kde  nS,nB – indexy lomu, λ 0 vakuum 

V místě obrazu můžeme výchylku světelné vlny  zapsat ve tvaru  
(pro prostředí)                  vm = am . sinωt 
(prošlou vzorkem)            vS =  aS . sin(ωt + ∆ϕ) 
 
vlnu vS  můžeme matematicky rozepsat 
vS = aS . sin(ωt + ∆ϕ) = aS . cos∆ϕ. sinωt + aS . sin∆ϕ. cosωt =  

                                            a1                            a2 
                                   =      a1. sinωt + a2. cosωt = v1 + v2. 
 

Vlna  v1  prochází přímo, bez změny fáze a podílí se na 
rovnoměrném osvětlení zorného pole. Vlna v2 je rozptylovaná detaily 
preparátu a v obrazové rovině vytváří detaily ohraničené ohybovými 
proužky. Vlna v2 je malá a vzhledem k v1 posunutá o π/2.  
 
 
 



 Intenzita světla je v tomto přístupu dána časovou střední hodnotou 
kvadrátu amplitudy 
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V primárním obrazu (ohnisková rovina Ob) jsou v1 a v2 prostorově 
oddělené. Všechny vlny v1 procházejí ohniskem F0´, v2 mimo F0´. 

Umístíme-li do F0´ λ/4 destičku (+π/2) nebo 3λ/4 destičku (-π/2) 
potom 
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Zvýšení kontrastu detailů: přidání absorpční vrstvy k fázové destičce 
Zeslabení fázovou destičkou: 
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     Pro    b→0; K´´→1 – pozitivní kontrast 
V praxi: posun 0max o +π/2 detaily budou tmavší než okolí - pozitivní kontrast 

     posun 0max o -π/2 detaily budou světlejší než okolí - negativní kontrast 

(platí pro n´a d´ předmětu větší než odpovídající hodnoty okolí) 



Odvození fázového kontrastu pomocí Fourierovy transformace 
Nechť transmisní funkce objektu má tvar 
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Amplitudová funkce difrakčního obrazce bude mít tvar 
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kde              vx´,vy´ jsou prostorové frekvence sdružené s ξ a η.  
Dále            x´= Z0.x;      y´= Z0.y      tj. obraz je Z0.x zvětšený. 
Intenzita v místě obrazu  

I = V.V*
 = C2

´2
.u

2
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.u

2
.(1+∆ϕ2) 

 
Dáme-li do obrazového ohniska objektivu λ/4 nebo 3λ/4 destičku 

U´(ξ,η) = C1.u.[± i.δ(ξ,η) + i.P(ξ,η)] 
Pak 
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Porovnání kontrastů odvozených jednoduše (a) a pomocí FT (b)       
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PRAKTICKÁ  REALIZACE  FÁZOVÉHO  KONTRASTU 
 

• V ohniskové rovině kondenzoru je prstencová fázová clonka 
• V obrazové ohniskové rovině objektivu  je prstencová fázová destička 

 
 
Seřízení – splynutí obrazu clonky s fázovou destičkou 

 
 
 
 
 
 
 

Průvodní jev fázového kontrastu: 
 
„aureola“ (haló efekt) –světlý obrys 
kolem objektu (ohyb paprsků na 
fázové destičce, lom světla ve velkém 
gradientu n. 
   

 

Fázové destičky 

 

Objektiv pro fázový        
kontrast 

 



4. ULTRAFIALOVÁ  MIKROSKOPIE 
 
zkracováním λ0 se zvyšuje rozlišovací schopnost 
Poznámka: pod 400 nm lidské oko není citlivé 
   pod  350 nm sklo nepropouští 
Požadavky na ultrafialovou mikroskopii: 
1. Zdroj: Lampa s emisí UV oblasti (Hg, Cd, D – výbojky) 
2. Optika: z UV propustného materiálu (křemen, kazivec aj.) nebo zrcadlová 

optika 
3. Detekce: fotografická nebo fluorescenční stínítko 
4. Preparáty: Složky buněk specificky absorbující UV (nukleové kyseliny 

s absorpčním pásem ≈ 260 nm, bílkoviny aj.) – lze je lokalizovat i 
cytofotometricky proměřovat) 

 

5. INFRAČERVENÁ  MIKROSKOPIE 
 

V oblasti λ ≈ 750 – 1100 nm (blízká IR) – oko není citlivé 
Požadavky na infračervenou mikroskopii: 
6. Zdroj: běžné žárovky, halogenky 
7. Optika: běžná skleněná nebo zrcadla 
8. Detekce: fotografický materiál (fotomateriál senzibilovaný pro IR – např. 

kryptocyanin) 
9. Preparáty: může být i silnější (IR penetruje snadněji než viditelné světlo), lze 

ho kontrastně barvit (kryptocyanin) 
Př.: schránky korálů,chitinové schránky hmyzu, … 

 

6. MIKROSPEKTROFOTOMETRIE (CYTOFOTOMETRIE) 
 

• kombinace mikroskopu a jednopaprskového absorpčního spektrofotometru 
(proměřuje se kvantitativně absorpce světla o různých λ v různých místech 
preparátu). 

 
• použití ke stanovení koncentrace určité látky v daném místě preparátu 
 
• vlnová délka je vymezována optickými filtry nebo monochromátorem 
 
• platí přibližně Lambert-Beerův zákon 
 

IB(λ) = I0(λ).10-ε(λ).c.h 



7. FLUORESCENČNÍ  MIKROSKOPIE 
 

Fluorescence – emise světla probíhající během absorpce energie excitačního 
světla (interval mezi absorpcí a emisí vyzářeného kvanta ≈≈≈≈ 10-6 s). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

(excitace – kratší λ, např. UV 
  emise – delší λ, např. 600nm) 
 
Studium materiálů vyvolávajících fluorescenci  
• v přirozeném stavu (autofluorescence) – chlorofyl a další přírodní složky 
• po dodání fluorescenční značky (fluorochromu) – sekundární fluorescence  

– využití v imunologii apod. 
 
Zdroj světla: 
nejčastěji vysokotlaké rtuťové (50–200 W) nebo xenonové výbojky (75–150 W) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Největší intenzita Hg lampy je v blízké UV (313, 334, 365 nm), 
406, 435, 546 a 578 nm. 

 
 
 
 
 



 

 
Tři typy filtrů vestavěných do jednoho kompletu 

 
♦ excitační filtr (propouští jen    

požadovanou λ přes preparát) 
♦ bariérový filtr (potlačení nebo absorpce 

excitační λ, propouští jen emisní λ na 
detektor) 

♦ dichroické zrcadlo (filtr odrážející 
excitační λ a propouštějící emisní λ) 

 
 
zpravidla jako interferenční 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

snímek 
 z fluorescenčního mikroskopu 
 
endoteliální buňky pulmonární 
artérie 
R – tubulin 
G – Aktin 
B – jádro buňky 

fluorescence v prošlém světle 

 

fluorescence v odraženém světle 

 



8. INTERFERENČNÍ  MIKROSKOPIE 
 
Kombinace mikroskopu a interferometru. Zpravidla se pozorují fázové 
předměty 
Interferometr bývá umísťován do oblasti C + P. 

Příklady uspořádání: 
     dvoupaprsková interference                 mnohapaprsková interference 

(Machův – Zehnderův interferometr)  (Fabry – Perotův interferometr) 
Režimy: 

a) homogenní pole                    b) proužky stejné tloušťky 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Použití při zjišťování vody v buňkách a tkáních,  
výhoda oproti FK – není „aureola“ 
 

9. ULTRAMIKROSKOPIE 
 

 

různá intenzita v monoch. světle 
různá barva v bílém světle 

 

mění se hustota a sklon proužků 
 

 



uspořádání polarizačního 
mikroskopu 

 

10. POLARIZAČNÍ  MIKROSKOPIE 
 

Kombinace světelného mikroskopu a polarimetru 
Vzorky: opticky aktivní oblasti nebo anizotropní oblasti. 
Doplňky: prvky, které se zasouvají do optické osy polarizačního mikroskopu 
oproti klasickému SM 

Amici-Bertrandova čočka 
spolu s  okulárem vytváří pomocný 
mikroskop, zaostřený na obrazovou 
rovinu objektivu 
 
Analyzátor (otočný, pracovní poloha = 
zkřížený s polarizátorem) 
 
Kompenzátor (například destička λ/4) 
 
Otočný stolek (přesně nastavitelný) 
 
Polarizátor 
 
 
 

PRACOVNÍ  REŽIMY  POLARIZAČNÍHO SM 
a) ortoskopické uspořádání 
vsunuty: Polarizátor a analyzátor (zkřížené) 
základní jev: v rovině preparátu je malý jednoosý krystal 
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b) konoskopické uspořádání 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Rozdíl optických drah po průchodu destičkou anizotropního materiálu pod 
úhlem α. Vznikají dva paprsky e(n1), o(n2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Závěr: rozdíl opt. drah  o a e závisí na αααα. Protože svazku rovnoběžných paprsků 
(α) přísluší v obrazové ohniskové rovině bod, je v různých bodech různé ∆∆∆∆. 

A.B.čočka

obrazová ohnisková rovina
(ohybový interferenční obraz)

krystalické oblasti (výbrusy minerálů)

pomocný mikroskop
zaostřen na obrazovou
ohniskovou rovinu
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konoskopické uspořádání 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ϕϕϕϕ je úhel mezi E0 a průmětem optické osy krystalu do roviny preparátu 
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Protože amplitudy Ee´, Eo´ jsou stejné, je rozhodující fázový rozdíl 
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I    ⇒Dva druhy tmavých míst 

1. inkolory  ϕϕϕϕ = k.ππππ/2            2. izochromáty ∆∆∆∆(λλλλ) = k.λλλλ/2  
 

Protože  je  n1(λ)   a  n2(λ) ⇒ barevný efekt 

 
                                         inkolory 
 
    izochromáty 
 
  Obr. dvojosý krystal 
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PŘÍPRAVA  PREPARÁTŮ  PRO  SVĚTELNÝ MIKROSKOP 
 

1. NATIVNÍ PREPARÁTY (bez zvláštní přípravy) 
 
♦ živé objekty ve vodě nebo fyziologickém roztoku (prvoci, řasy, 

buňky, listy mechu, pokožka, atd.) 

 
Pro objekty s nepatrně odlišným n od okolního prostředí – fázový kontrast, 
vitální barvení apod. 
Pozor! vzorek se zahřívá a může být nedostatek O2, odpařuje se medium 

 
Macerace – rozrušení buněčných stěn (rostlinný materiál) a 
uvolnění buněk; macerační činidla (kyseliny, čpavek) 
 

2. NÁTĚRY A ROZTLAKY 
Vzorek (měkká tkáň, suspenze částic) se rozetře nebo natře na 
podložním nebo krycím skle. 

 
Příklad: hematologické vyšetření krve (složení buněk). 

Postup:  
a) kapka na podložní 
sklíčko,druhé sklíčko 
šikmo 
b) spojit s kapkou krve 
c) rozetřít směrem od 
kapky 
d) po délce sklíčka 

 
 

jamka

nátěr roztlak



pokožkové buňky

podpůrné buňky

svěrací buňky průduchů

3. MIKRORELIÉFY A ADHEZIVNÍ PREPARÁTY 
studují se povrchy nebo povrchové vrstvy 
 
Princip: 
1. Nanesení tenké vrstvy rychle tuhnoucí průhledné hmoty (4 – 8% 

roztok celoidinu v acetonu, bezbarvý lak na nehty, lepidlo, 
kanagom,.) 

2. Otisk se sejme (sloupne) a přenese (přilepí) na podložní sklíčko, 
doporučuje se eventuálně lepící pásku zhomogenizovat namočením 
v benzenu a vysušením 

 
Příklad: pro studium pokožky listu (např. ječmene) 

Užití: 
♦ studium otevřenosti 

průduchů 
♦ počet průduchů na 

jednotku plochy 
♦ velikost průduchů 
♦ identifikace druhu 

 
Odlitek měkkých nebo vlhkých tkání se provádí pomocí metakrylátu 
 
Adhezivní metoda: (snímá se i svrchní vrstva buněk) 
 

povrch

tekutá hmota

průhledná lepící páska

podložní sklíčko

 



břit

 

4. ŘEZY 
Princip: z tkáně (pletiva se složitou procedurou připraví pevný, 
kontrastní tenký řez, který se prohlíží ve SM v procházejícím světle. 
 
nativní řez: v bločku mrkve, bezové dužiny 
apod.je umístěn objekt (např. zelený list) a 
řeže se žiletkou (skalpelem) – výhoda živý 
preparát.   
 
fixovaný a zalitý objekt se řeže mikrotomem. 
Procedura: 
♦ odběr tkáně nebo pletiva  
♦ fixace : rychlé usmrcení buněk, minimální změny struktury, zastaví 

se rozklad vzorku. 
a) fyzikální: teplo, vysušení, hluboké  zmrazení, mrazové vysoušení, 

mrazová substituce; 
b) chemická fixační činidla: 

1. Anorganické látky: Oxid osmičelý OsO4, oxid chromový CrO3, 
(obvykle ve směsi s dvojchromanem draselným K2Cr2O7), chlorid 
rtuťnatý – HgCl2; 

Pozor: tyto látky jsou jedovaté – dodržovat přísná hygienická opatření 
2. Organické kyseliny: kyselina octová ledová (tj. 100% CH3COOH), 

kyselina pikrová – C6H6(NO2)3  aj. 
3. Organická redukční činidla: ethanol, methanol, formaldehyd. 
Pozor: methanol je jed, formaldehyd nebezpečný, ethanol se eviduje 
4. Speciální fixační tekutiny (kombinace látek) – Buinova, Zenherova  
 
♦ Vypírání fixáže ze vzorku – pro každou fixáž je předepsán postup, 

nejčastěji alkoholem, nebo vodou, a pak alkoholem 
♦ Zalévání do bločků 
a) odvodnění vzorku – vzestupná alkoholová nebo acetonová řada 
 

 

70% 95%80% 100%

řádově hodiny (podle velikosti objektu)



b) Prosycení vzorku rozpouštědlem zalévací hmoty (pro parafín je to 
benzen nebo xylén). Postupně do několika lázní až se vzorek 
projasní. 

c) prosycení vzorku roztokem zalévací hmoty (např. parafín jako 
nasycený roztok v benzénu – 35 až 40 oC) 

d) prosycení zalévací hmotou  
Parafín zahřát na teplotu o 2oC vyšší, než je teplota tání (≤ 58 oC) 
Parafín:  měkký (45 – 50 oC) – pro měkké tkáně 
  střední (50 – 53 oC) 
  tvrdý    (53 – 58 oC) – pro tvrdé tkáně 
 
Běžný parafín se mnohokrát přehřívá (až vznikne světlehnědá barva) a 
přidá se cca 5 % včelího vosku. 
 
Celoidin – nitrát celulózy; rozpustný v éteru a alkohol/éter (1 : 1) 
  (pro tvrdé tkáně). 
Želatina  – pro řídké tkáně, které se jinak silně smrští; nebo tukové  

tkáně ( 10 až 20 % roztok v destilované vodě) 
e) Zalití vzorku do formy (krabička) – zalévá se čistým parafínem  
postup při zhotovování krabičky: 

  
Nalijeme rozehřátý parafín, nahřátou pinzetou vložíme objekt, 
krabičku ponoříme až po okraj do vody, posléze ji ponoříme celou. Po 
ztuhnutí odstraníme krabičku a parafín ořežeme, aby zbyly 3 – 4 mm 
parafinu kolem vzorku. 
 



nůž (břitva)

dřevěný špalíček posuv

parafínový bloček
(přilepen nahřátím
spodku)

♦ Krájení – přístroje zvané mikrotomy (řezy ∼ µm) 
 
Typy mikrotomů: 
a) sáňkový  

- změna sklonu a sto- 
čení nože  
- sáňe kloužou po 

kolejničkách 
- po dorazu se bloček  

posune o přesnou 
výšku 

 
b) rotační 

c) Zmrazovací 
tkáně nezalité nebo 
zalité v želatině. 
Zajištění přívodu 
tekutého CO2 ke 
vzorku a k noži      

(případně elektrické zmrazení) 
d) lepení řezů 

na čisté podložní sklíčko kápneme glycerin – bílek (1 : 1 + kafr) 
e) barvení 
barviva: 
� kyselá (eozin, erytrozin, oranž e, atd.) barví cytoplasmu; 
� zásaditá (hematoxyliny, toluidinová modř atd.) barví jádra; 
� neutrální 
Speciální kyvety na barvení (s drážkami na podložní skla 

Pozn: hematoxylin se zbarvuje až po oxidaci 
na hematein. Způsobí to modřidlo – 
kamenec 
� po obarvení se ještě odvodňují 

(alkoholovou řadou) 
� projasňují (xylén) 
� uzavírají kanadským balzámem + krycí 

sklíčko 
� vysuší se 

rotuje a posouvá se

parafínový bloček

pevný nůž

pás s řezy



NĚKTERÉ   HISTOCHEMICKÉ   METODY: 
 
Kvalitativní důkaz určitých složek v buňce, tkáni, pletivu. 
Jednoduché příklady: 
1. Asimilační škrob v buňkách rostlin. (Škrob se obarví tmavofialově 

Lugolovým činidlem (škrobová zrna v mechu) 
2. Monosacharidy – s fenylhydrazinem tvoří krystalické sloučeniny 

zvané osazony (směs fenylhydrazinu, octanu sodného a kyseliny 
octové) 

3. Celulóza – reakce s chlórzinkjódem (KI, I, ZnCl2 v H2O); modrá až 
fialová barva buněčných stěn. 

4. Lignin – floroglucinolová reakce (fluorglucinol v 96 % alkoholu + 
HCl ; pletiva s ligninem zčervenají. 

5. Tuky – červené barvivo Sudan III (v etanolu a glycerinu). Kapénky 
tuku se obarví červeně (např. některá semena). 

Podobně se barví látky příbuzné tukům: suberin (z buněčných stěn) a 
kutin (z kutikuly). 

6. Alkaloidy – u konkrétních rostlin pod vlivem kyselin (HCl, HNO3) 
vzniknou krystalky dusičnanů či chloridů alkaloidů (Př. dříšťál → 
berberidin – HNO3 – krystalky) 

7. Vápník – tvoří se krystaly šťavelanu vápenatého apod. 
 
STUDIUM   DYNAMICKÝCH   DĚJŮ   V ROSLINNÝCH   BUŇKÁCH 
Příklad: Pokles turgoru a plazmolýza 
             (cibule, měřík,…) 

vakuola

v hypertonickém roztoku hypotonický
roztok

pokles turgoru      hraniční            plazmolýza     deplazmolýza
                                plazmolýza



VYBRANÉ  ZÁSADY  PŘI  MIKROSKOPOVÁNÍ 
 

1. Mikroskop a jeho optiku udržujeme v čistotě, čištění – benzín. 
2. Preparát vždy pozorujeme nejdříve při menším zvětšení; 

revolverová výměna objektivů; doostřování. Sledujeme 
přibližování Ob a P ze strany, doostřujeme pohybem Ob a P od 
sebe. 

3. Při pozorování obrazu se doporučuje mít obě oči otevřené. 
4. Oči chráníme včasným seřízením jasu obrazu (clony, filtry) 
 
Měření délky: 

1, 2 – rozměry kolmé k optické ose 
3 – rozměry podél optické osy 
 
(přeostřováním, vysoké zvětšení, 
korekce na n ) 
 

Stanovení příčných rozměrů 

Větší objekty: vzdálenosti bodů – posuvy P s přesností 0,1 mm 
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Měření plochy S 
 

1 Po překreslení nebo vyfocení   a) planimetrem, b) vážkovou 
metodou 

2 Rastrové metody: v ohniskové rovině okuláru je rastr (např. body) 

3 Počítačovou analýzou obrazu 
Počítání mikroskopických objektů 

Pro zjišťování počtu mikroobjektů v jednotce objemu (koncentrace) se 
používají počítací komůrky. (Příklad: Bürkerova komůrka) 
Použití: např. v medicíně pro stanovení počtu červených a bílých 
krvinek 

Žlábky pro přebytečnou tekutinu 
2 sítě pro červené a bílé krvinky 

Červené krvinky – krev se ředí 200x v tzv. Hayemově roztoku 
(sublimát HgCl2, Na2SO4, NaCl – zabraňuje srážení krve) 
počítají se v obdélnících; norma: muži 5 miliónů v mm3 
      ženy 4,5 miliónů v mm3 
Bílé krvinky – krev se ředí 20x v tzv. Türkově roztoku  
(ledová kyselina octová 1%, 1% roztok gentianová violeť – 3%, H2O); 
hemolýza červených krvinek  obarvení jader bílých krvinek 

Norma: muži i ženy 4000 – 10000 v mm3; ve velkých čtvercích 
             (nad 10 tis. leukóza, nad 30 tis. leukémie) 
Bürkerovo pravidlo:   

STATISTIKA – POISSONOVA 
Používá se výrazu: chyba jednoho měření 

(relativní) = p

1
  

 p – počet napočítaných krvinek celkem 
příklad: 400 krvinek – 5 % chyba  



Bürker – Türkova komůrka (firma Marienfeld) 
 
Poznámka: při známé vrstvě roztoku – 0,1 mm, máme definované 
objemy pod příslušnými vrypy. 
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Záznam  obrazu 
1. Kreslení –  přímo (nebo Ok se síťkou a mm papír) 

– kreslící zařízení (obraz se promítne na papír) 
– Abbéův kreslící přístroj 

 
 
- díky kostce v nástavbě na okuláru 
vidíme současně: 
 
- mikroskopický obraz i kresbu 
  (obkresluje se viděný obraz) 
 
 
 

 
2. Mikrofotografie – fotografický záznam obrazu v mikroskopu. 

a) kombinace mikroskop – fotografický přístroj (obr. fólie) – 
Objektiv fotoaparátu nastaven na ∝, clona zcela otevřená, 
optimální sestavení – výstupní pupila splývá se vstupní pupilou 
fotoaparátu. 

b) propojení fotoaparátu (bez objektivu) s mikroskopem přes 
spojovací tubus. 

c) nasazovací kamera a projektiv. 
- kamera je bez objektivu 
- speciální projektiv promítá 

obraz na film; 
- pomocný systém 

(dalekohled) – umožňuje 
zaostřit mikroskop a 
vybrat osvětlené pole 

 
3. Mikrokinematografie 
Filmová kamera, v poslední 
době moderní CCD kamery 
(videokamery) 
Propojení na počítač 

pokoveno

mikroskop
kresba  

Ob

film

kamera

závěrka

magnetická závěrka

dalekohled(vytáčecí)

projektiv

fotonka (expoziční automat)

světlovod



POČÍTAČOVÁ  ANALÝZA  A  ÚPRAVA  OBRAZU 
 

V praxi existuje řada programů (softwarové produkty) pro analýzy 
mikroskopických snímků (např. Olympus „Micro Image“) 
Princip: 
1. Pořízení obrazu – přímo ze SM (digitální fotoaparát, CCD kamera), 

z fotografie přes scanner apod.  
    Digitalizované snímky i z jiných typů mikroskopů např. REM. 
 

 
obrazová matice: 800x600, 640x480, 1024x768 apod. 
 
2. Digitalizace obrazu 
matice obrazových bodů – pixelů (picture element) 
v každém pixelu je dán jas úrovní intenzity daného bodu. počet bitů 
v pixelu BPP (bit per pixel). 
 

Třídy obrazu:  

� dvouúrovňový (bílá – černá) 
� šedotónový (8, 12, 16 bitů) 
� plovoucí bod (32 bitů) 
� RGB (Red-Green-Blue) – skutečné barvy 
� pseudobarvy 
 
Příklad: 8 – bitové šedotónové vyjádření – 256 úrovní (28) úrovní šedi  
RGB – 224 (24 bitový RGB triplet) 
 
 
 
 

0,0            j           y

i

x

CCD převodník

digitalizační karta
(framme grabber)

počítač
program



Některé charakteristiky digitalizovaného obrazu 

Integrovaný obvod 
 
Histogram obrázku (rozložení 
jasu v obraze) 
 
- pomocí matematických funkcí 

lze omezit tvar histogramu 
(lineární, logaritmická, 
exponenciální apod.) 

          tzv. equalizace obrazu 
 
 
 

  černá – úrovně šedé – bílá 
 

Bitová mapa 
 0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 
0 98 81 33 103 11 11 98 30 90 104 6 
30 8 94 90 8 82 120 8 92 68 120 92 
60 88 12 94 110 8 116 88 8 100 78 72 
90 6 98 28 134 132 108 8 82 10 102 118 
120 54 108 102 76 125 10 124 26 106 100 10 
150 112 46 10 20 119 114 8 104 68 94 108 
180 84 112 124 100 88 116 116 12 110 92 90 
210 38 130 118 98 116 98 26 102 12 112 116 
240 118 90 10 8 10 118 122 12 126 14 12 
270 10 224 128 116 148 110 110 108 58 84 120 
 
Rozložení jasu v obraze vyjádřeno v úrovních (každý 30. pixel) 
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Liniový profil  

 

Stanovení frakcí DNA na denzitometrickém principu  
 

Další možnosti zpracování obrazu 

1. Aritmetické operace s obrazy 
� sčítání  
� odečítání – průměrování, odečítání pozadí apod. 
� násobení – např. korekce kontrastu 
� dělení 

2. Logické a pravděpodobnostní operace 
3. Měření a počítání objektů v obraze 

4. Filtrování – číslicové filtry 
Příklad: maticová konvoluce – hodnota pixelu se nahrazuje lineární 
kombinací pixelů v okolí (obnova ztracených údajů) 

Line P rofile

Distance (P ixel)
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� délka úsečky mezi dvěma 
pixely 

� úhel mezi dvěma 
úsečkami 

� plocha P (počet pixelů ve 
vyznačené ploše) 

� počet objektů v obraze 



5. Fourierova transformace  
Fourierova transformace, definovaná podle známého vztahu 

( )S f s t j f dt2 2π π= −
−∞

+∞

∫ ( ) exp( ) ,    

je pro počítačové zpracování probíhající v diskrétních bodech 
vyjádřena pro každou spektrální čáru součtem:  

( )S n s k jn
N

k
k

N

= −
=

−∑ ( ) exp( )
2

0

1 π
    

Díky separovatelnosti Fourierovy transformace je možné aplikovat 
postup FFT nejprve na řádky a poté i na sloupce (viz schéma) 
vstupního obrázku vztah je tedy upraven na: 
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Fourierova transformace a zpětná Fourierova transformace 

                 

Vliv uplatnění filtrů ve spektru na původní obrázek 

                 



Příklad vyhodnocení mikroskopické struktury 
dendritického typu pomocí vybraných metod analýzy obrazu 

                 
Typ I                       vstupní obrázky                            Typ II 

 
Fourierova transformace vstupních obrázků 

 
Operace globálního prahování 

 
          C = 2,45872                                                   C = 1,460504 
Stanovení „kompaktnosti objektu“  C  = L2 / 4π S ,  
                       kde    L je obvod  a S je obsah (pro kruh vychází C = 1) 



NOMARSKÉHO  DIFERENCIÁLNÍ  INTERFERENČNÍ  

KONTRAST 
Uspořádání optických prvků - Rozdíl oproti klasickému SM: 

vložení páru Wollastonových hranolů a 
páru zkřížených polarizátorů. 
Přednosti: 
� Kolem detailů předmětu není v obraze 

rušivá „aura“ jako u FK 
� Při malých hloubkách ostrosti lze rozlišit 

stupňovité vrstvy ∼ nm 
Chod paprsků:  
1. Lineární polarizace světla polarizátorem 
2. Chod paprsků dvojlomým děličem 

Wollastonova typu (směr polarizace 
svírá s optickými osami hranolu 450) 

3. Druhý Wollastonův hranol, shodně 
orientovaný s prvním je umístěn v zadní 
ohniskové rovině objektivu 

4. Druhý (zkřížený) polarizátor 
 
 
 

Popis funkce Wollastonova hranolu: 
 

 Hranol rozdělí původně lineárně polarizované zobrazující světlo na dvě 
vzájemně kolmo polarizované složky (řádný a mimořádný paprsek), které 
z děliče vystupují různým směrem. Úhlový rozdíl paprsků bývá 10-4 radiánu. 

Laterální posuv obrazů 
(bez horního W. hranolu) 
je velmi malý  
∼ 0,1 µm (pod rozlišovací 
mezí). V důsledku změny 
tloušťky preparátu je efekt 
Wollastonova hranolu 
různý (různé fázové rozdíly 
mezi o a e paprsky. 
  
Úkolem kompenzačního 

Wollastonova hranolu (horní) je učinit fázový rozdíl o a e stejný v celé ploše 
obrazu (Φ0). Tuto hodnotu lze měnit posouváním hranolů vůči sobě (vodorovně) 
 



HOFFMANŮV  MODULAČNÍ  KONTRAST (HMC) 
 

Výhody oproti Nomarského DIC: 
� podobné zobrazení při nižší ceně doplňkových komponent 
� možnost pozorovat objekty i na dvojlomných podložkách (např. 

buněčné kultury v plastových kultivačních kyvetách) 
 
HMC je dokonalou verzí šikmého osvětlení 
Virtuálním zdrojem světla, zajišťujícím šikmé osvětlení je při HMC 
obdélníková štěrbina umístěná v přední ohniskové rovině objektivu 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Modulátor = maska s TG = 15% (kryje se s obrazem štěrbiny),  
TD < 1 % ,  TB = 100%. 

V místech gradientu optických tlouštěk se paprsky odchylují a 
jednotlivé příspěvky vytvoří v zadní  ohniskové rovině dílčí obrazy 
štěrbiny. 

 



 
Úhlová odchylka je úměrná: 

� ( )
dx

dl
n .1−   při n = konst.    (n – index lomu) 

� 
dx

dn
n.          při l = konst.     (l – geometrická tloušťka) 

 

 
dx

dl
  ,  

dx

dn
 - gradienty (kolmé ke štěrbině) 

 
Obrazy štěrbiny jsou pak posunuty vůči šedé zóně modulátoru buď do 
tmavé nebo světlé oblasti modulátoru 

 
Výsledek:  dojem šikmo osvětleného reliéfu 

 
             vitamin C                           

 
 
 
 
 
 
 
 

 
vodní mikroorganismy 

 



Hoffmanův modulační kontrast – odvození vzorců: 
úhlová odchylka 

1. ( )
dx

dl
n .1−   při n = konst.    (n – index lomu) 

2. 
dx

dn
n.          při l = konst.     (l – geometrická tloušťka) 

ad 1) Model 1 
                                                            Platí:     n.sinα = sinβ         

odchylka: 
 δα = β  - α; β  - α  ≅ sinβ - sinα 
= n.sinα - sinα = (n – 1). sinα 
gradient tloušťky: 

,γtg
dx

dl
=   ale     αγ =       

dx

dl
tgtg =≅=⇒ ααγ sin  

dx

dl
nn ).1(sin).1( −=−=−=⇒ ααβδα               c.b.d. 

 
ad 2) Model 2                                        Platí:  
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KONFOKÁLNÍ  MIKROSKOPIE 
(Idea Marvina Minskyho z r. 1957-tzv.tandemová CM) 

Rozdělení:  
1. LSCM (Konfokální skanovací laserová mikroskopie) 
2. TSM    (Tandemová skanovací mikroskopie) 

 

Odlišnosti konfokálního způsobu od klasického SM 
� osvětlen je jen jeden bod, signály od okolních bodů (vedle, pod a 

nad) jsou omezeny otvorem 
� režim: epi (reflexní) nebo fluo – (fluorescenční) 
� konfokální: kondenzor = objektiv (méně odrazů) 
� skanování: rozmítání laserového svazku, příčné posouvání 

vzorku před objektivem, případně posouvání objektivu nad 
vzorkem 

� konfokální obrazy jsou vždy zaostřené a představují optické řezy 
vzorkem (pro λ = 488 nm   tloušťka = 0,4 µm) 

Počítačová rekonstrukce obrazu: 
� zvýšení hloubky ostrosti skládáním obrazů 
� skládání obrazů (otáčení obrazů), pronikání do hloubky vzorku 
� stereoskopické obrázky, korekce pozadí atd. 



KONKRÉTNÍ PROVEDENÍ LSCM 
 

 
� zrcadlový rozmítací systém (pomalý ∼1Hz) bývá  

nahrazován systémem umožňujícím pozorování v reálném 
čase. 

� do optické soustavy se zařazují polarizační prvky pro 
eliminaci odraženého světla 

� synchronizace el. paprsku v monitoru se skenováním 
světelného paprsku na vzorku 

� použitý laser, většinou Argonový (čáry 457, 488, 514 nm), 
filtry vždy monochromatické 

� u laserů je nutné zeslabování světla (photobleaching) nebo 
krátká doba osvětlení bodu 

� při slabé fluorescenci je možné zprůměrování mnoha 
obrázků 

 



TANDEMOVÁ  KONFOKÁLNÍ  MIKROSKOPIE 
vzorek se většinou pozoruje okem (nebo chlazenou CCD kamerou) 
v reálném čase (okulárem) 
 
Důležitý doplněk: Nipkowův kotouč 
 

desítky až stovky tisíc otvorů (200 tis)  
v Archimedových spirálách 
kotouč rotuje (desítky Hz) 
 
otvory konjugované (v dopadajícím a 
detekovaném světle-viz. Petráň)  
 
 

světlo může procházet také stejným souborem otvorů (Xiao: et al: 
Appl. Phys. lett. 53 (8), 716-718(1988) 
 
Uspořádání podle Petráně a Hadravského (1985) LF Plzeň 

vzorek

objektiv=kondenzor

polopropustné zrcátko

Nipkowův kotouč

okulár

oko

 
 



DETEKCE  STEREOOBRÁZKŮ V TSRLM 
 

vzorek se pohybuje nejprve 
podle jedné osy a postupně se 
zaznamená na film. Potom se 
pohybuje podle druhé osy. 

  
 
 
 
 

POUŽITÍ POLARIZAČNÍCH PRVKŮ KE ZKVALITNĚNÍ OBRAZU 
 
� dopadající světlo je lineárně polarizované 
� prochází λ/4 destičkou tj. vzniká kruhově polarizované světlo 
� odražené světlo od vzorku je také kruhově polarizované, po 

násleném průchodu λ/4 destičkou vzniká lineárně polarizované 
světlo otočené o 90 0 vůči dopadajícímu 

� světlo odražené od optických prvků je stejně polarizované jako 
světlo dopadající a polarizátor ho nepropustí 

 
Použití CM v biologii: nedestruktivní a neinvazivní způsob studia 
prostorové struktury buněk a tkání (neuronové sítě v mozkové tkáni, 
selektivní rozložení fluorescenčních molekul v buňkách atd.) 
 

λ/4 vzorek

polarizátor



VIDEO – MIKROSKOPIE (VIDEO – ENHANCED MICROSCOPY) 
 
Oko dokáže objekty s nízkým kontrastem identifikovat, ne však 
kvantitativně hodnotit. 
Mikrofotografie, dlouho používaná ve SM je nahrazována video–
mikroskopií rozvíjející se od 70. let s rozvojem CCD prvků a 
digitalizace obrazu. (CCD – Charge Coupling Devices, nábojově 
vázané prvky od počtu 512x512 do 2000x2000). 
 
� Kvalitní CCD kamery pracují s osvětlením od 0,1 lux  
� Spektrální citlivost je dána optickými vlastnostmi křemíku (400 – 

1100 nm). Speciální CCD detektory i od 200 nm. 
� Citlivost kamer se zvyšuje chlazením na teplotu – 100 0C (pokles 

tepelného šumu) 
 
Metody video–mikroskopie 
1. Videově umocněný kontrast (VEC – Video Enhanced Contrast) 
2. Zesílená fluorescenční mikroskopie (IFM – Intenzified 

Fluorescence Microscopy 
 
ad 1) 
VEC – Patří sem všechny metody, kdy zanikají detaily v jasu pozadí. 
Zesílení se provádí odečtením pozadí a vynásobení rozdílového 
signálu vhodným koeficientem.  
 Tak je možné pozorovat objekty až o řád menší než je mezní 
rozlišovací schopnost SM, např. tubuly v cytoplasmě (20 – 30 nm 
v průměru), nebo částečky koloidního zlata (20 – 40 nm) užívané 
v mikroskopii jako značky. 
 
ad 2) 
IFM – použití zesilovačů obrazu 
Při zesílené fluorescenční mikroskopii lze snižovat intenzitu buzení 
oproti intenzitě potřebné k vizuálnímu pozorování, čímž se potlačuje 
„vybělování“ fluorescence. 
IFM se často kombinuje s počítačovým zpracováním obrazu, které 
umožňuje zlepšit poměr signál/šum integrací několika postupně 
snímaných obrázků.  



 
MIKROSKOPIE BLÍZKÉHO POLE 

(NEAR–FIELD SCANNING OPTICAL MICROSCOPY) 
 

Oblast blízkého pole je definovaná jako oblast v okolí vzorku 
menším než je vlnová délka dopadajícího světla. V NSOM je tato 
vzdálenost v řádu několika nanometrů. 

Detekce světla z blízké oblasti se provádí za účelem dosažení 
optického rozlišení lepšího než je difrakční limit (cca 250 nm) 
 

Pokud se provádí detekce prostřednictvím malého otvoru (cca 10 
nm) hovoříme o reflexním módu (collection mode). V případě užití 
vlnovodu registrujícího evanescentní vlny z blízké oblasti potom 
mluvíme o  transmisním módu.  
 
Používaný zdroj světla: v hrotu průměr od 25  do 100 nm 
 

mezera mezi zdrojem a vzorkem od 5 do 50 nm 
 
rozlišení je dáno velikostí otvoru a 
nezávisí na vlnové délce použitého 
světla. 



DETEKCE SIGNÁLŮ  V MIKROSKOPII BLÍZKÉHO POLE 
 

piezoelektrický posun preparátu 
 

 
 
PŘÍBUZNÉ MIKROSKOPICKÉ TECHNIKY 
� EFOM (Evanescent – Field Optical Microscopy) Mikroskopie 

evanescentního pole 
� PSTM (Photon Scanning Tunneling Microscopy)  

 


