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Thế hệ sau của kính hiển vi đồng tụ

kỹ thuật ghi ảnh ba chiều hiện đại

BMS 524 - “Giới thiệu kính hiển vi đồng tụ và phân tích ảnh”



Slide # 2

Tài liệu này được dịch sang tiếng việt bởi:
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Các phương pháp 3D dựa trên hiện tượng quang 

phi tuyến

• Trong quang học “cổ điển” tính chất quang học của vật liệu không

phụ thuộc cường độ chiếu sáng.

• Nếu cường độ chiếu sáng đủ mạnh, tính chất quang học phụ thuộc

vào đặc tính của ánh sáng!

– Một số kĩ thuật kính hiển vi 3D dựa vào các hiện tượng quang phi tuyến

– Kính hiển vi 2-p và đa photon 

– Kính hiển vi sóng hài bậc cao (SGH, TTH)

– Kính hiển vi tán xạ Raman phản Stokes kết hợp (CARS)

Các hiện tượng quang phi tuyến không giống 

với kinh nghiệm hàng ngày của chúng ta!
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Phân cực tuyến tính
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P – độ phân cực vĩ mô. Đặc trưng cho đáp

ứng của sự phân bố mật độ electron với

trường tĩnh điện.

Kéo căng cũng là lực
~Robert Hooke
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Nguồn gốc của sự phi tuyến quang học

• Khi kể đến các số hạng phi điều hòa, không còn nghiệm

chính xác của phương trình chuyển động.

• Chúng ta có thể tính gần đúng nghiệm bằng cách biểu diễn x

dưới dạng chuỗi lũy thừa của E. Tương tự chúng ta có thể

khai trển P:
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Một số ví dụ về các hiện tượng quang phi tuyến

• Quá trình bậc nhất (tuyến tính): hấp thụ và 

phản xạ

• Quá trình bậc hai: SHG, hiệu ứng Pockels 

• Quá trình bậc ba: hấp thụ 2 photon, hiệu ứng 

Kerr, CARS

• Bậc 2m-1: hấp thụ m photon
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(MPE)Kích thích đa photon (hai photon) là gì?

• Là một quá trình phi tuyến, xảy ra với tỷ lệ cường độ

quang học cao.

• Sự hấp thụ hai photon còn xảy ra khi năng lượng của một

photon nhỏ hơn năng lượng của vùng cấm nhưng các ion

vẫn có thể chuyển lên mức kích thích do hấp thụ hai

photon đồng thời.
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Lịch sử của kính hiển vi 2 photon

• Kỹ thuật quang phổ hai photon, được

phát triển vào năm „60 do W. Kaiser

và C.G.B. Garret dựa trên các khái

niệm cơ học lượng tử phổ biến được

trình diễn lần đầu bởi M. Göppert-

Mayer vào năm 1931 (Göppert-Mayer

M: Über Elementarakte mit zwei

Quantensprüngen. Ann Phys 1931,

9:273-295.)

• 1978: C.J.R. Sheppard và T. Wilson
đã khẳng định rằng hiện tượng hai
photon có thể được sử dụng trong
kính hiển vi quét

• 1990: W. Denk, J. Stricker và W.W.
Webb đã trình diễn kính hiển vi
huỳnh quang quét laser hai photon.
Kỹ thuật này được cấp bằng sáng chế
vào năm 1991 cho nhóm CornellDenk W, Strickler JH, Webb WW. Two-photon laser scanning fluorescence 

microscopy.  Science. 1990 Apr 6;248(4951):73-6. 
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Radiance 2100MP tại PUCL
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Kích thích 2 photon 

Kích thích Phát xạ Phát xạ

Kích thích

Kích thích

Kích thích một photon Kích thích hai photon

Trạng thái cơ bản

Trạng thái kích thích
• Kích thích hai photon xuất

hiện qua sự hấp phụ hai
photon năng lượng thấp qua
các trạng thái trung gian có
thời gian sống ngắn.

• Sau mỗi quá trình kích thích,
sự huỳnh quang phục hồi đến
mức năng lượng thấp nhất của
các trạng thái điện tử được
kích thích đầu tiên qua các quá
trình dao động.

• Các quá trình phát huỳnh
quang tiếp theo cho cả hai
mode phục hồi sẽ giống nhau..
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Từ 2 photon đến đa photon…
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Minh họa sự khác nhau giữa kích thích một và hai photon

Cuvette được đổ dung dịch thuốc nhuộm vào, safranin O,

đòi hỏi kích thích bằng ánh sáng màu xanh. Laser He-Ne

phát ánh sáng xanh liên tục (543 nm) được hội tụ vào

trong cuvette bởi thấu kính.Chúng cho ta thấy một hình

nón liên tục, sáng nhất ở gần tiêu cự và tắt dần về phía

bên trái. Thấu kính ở góc trái hội tụ chùm tia không nhìn

thấy ở vùng hồng ngoại (1046 nm) từ một laser yttrium

lanthanum fluoride pha tạp Nd vào cuvette. Do đó quá

trình hấp thụ hai photon xảy ra và quá trình này được

giam hãm trong một vết sáng nhỏ ở giữa của cuvette.

Image source: Current Protocols in Cytometry Online
Copyright © 1999 John Wiley & Sons, Inc. All rights 
reserved. 

Slide credit: Brad Amos, MRC Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, United Kingdom

2·hν excitation
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Trường rộng, sự đồng tiêu và hai photon

Drawing by P. 
D. Andrews, I. 
S. Harper and 
J. R. Swedlow



One and Two-photon absorption cross sections

Transition dipole moment moment

Estimation of 2 (WB)





Resolution of 2-photon microscopy

XY, Z, 

1/z4 excitation probability dependence

And 1/z2 dependence of total fluorescence

(WB)
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Probability of 2-photon excitation

• Với một laser có công

suất trung bình và tần số

tương tự, Xác suất kích

thích tăng khi tăng NA

của một thấu kính hội tụ

và giảm với độ rộng của

xung laser.

• Sự tăng NA phụ thuộc

công suất kích thích

được giam cầm trong

không gian trong một thể

tích tiêu cự nhỏ hơn.
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Độ phân giải của các hệ 2 photon

Sử dụng NA cao với pháp gần đúng gần trục để ước tính sự chiếu sáng, cường độ của

hệ 2 photon, độ rộng toàn phần của cạnh và trục tại nửa cực đại của vết kích thích hai

photon có thể tính toán:
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1) C. J. R. Sheppard and H. J. Matthews, “Imaging in a high-aperture optical systems,” J. Opt. Soc. Am. A 4, 1354- (1987)

2) W.R. Zipfel, R.M. Williams, and W.W. Webb “Nonlinear magic: multiphoton microscopy in the biosciences,” Nat. Biotech. 21(11), 1369-1377 (2003)

Sự kích thích hai photon là sự kích thích cục bộ, sự thuận lợi sẵn có

là do sự cải thiện độ phân giải của phương pháp này. Trong trường

hợp hấp thụ 2 photon, cường độ huỳnh quang cân bằng được quan

sát trong tất cả các mặt phẳng và không có sự khác biệt rõ. In the

two-photon case, cường độ tích hợp giảm khi ra Xa mặt phẳng tiêu.

0

2

0
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2 zrV h  



Even scattered fluorescence photons are usefull in 2-photon regime
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Độ phân giải thực tế

Hiệu quả của sự tăng công suất tới vào tín

hiệu phát ra. Các mẫu thận khỉ được nhuộm

acid fucsin được chụp ảnh ở độ sâu 60 µm

bên trong mẫu bằng kĩ thuật kính hiển vi

đồng tụ (ánh sáng 532 nm công suất

550 µW) và kính hiển vi đa photon (ánh

sáng 1047 nm 12 mW). Các cường độ laser

được điều chỉnh để tạo ra cùng một lượng

photon trung bình trên một pixel. Ảnh đồng

tụ cho thấy sự mở rộng cường độ pixel hẹp

hơn đáng kể so với ảnh đa photon hiển thị tỉ

số tín hiệu trên phông nhỏ hơn. Do đó kĩ

thuật ghi ảnh đa photon cung cấp độ tương

phản ảnh cao thậm chí ở tại các độ sâu đáng

kể trong mẫu tán xạ ánh sáng. Các ảnh được

thu với độ phân giải pixel 0.27 µm với bộ

lọc thu Kalman 3. Scale bar, 20 µm.

Centonze VE, White JG. Multiphoton excitation provides optical sections from 

deeper within scattering specimens than confocal imaging. Biophys J. 1998 

Oct;75(4):2015-24. 
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Độ xuyên sâu

So sánh độ xuyên sâu ảnh giữa kính hiển vi đồng

tụ và kính hiển vi đa photon. Tiết diện quang học

qua tiểu cầu từ một mẫu bệnh học thận khỉ được

nhuộm qua kính hiển vi đồng tụ với ánh sáng 532

nm, công suất 2 µW (bên trái, cột 1 và 2) và kính

hiển vi đa photon với ánh sáng 1047 nm, công suất

4.3 mW (được scan lại; bên phải, cột 3 và 4) được

so sánh. Tại bề mặt, chất lượng ảnh và cường độ

tín hiệu tương tự nhau; tuy nhiên, khi càng đi sâu

vào mẫu, cường độ tín hiệu và chất lượng ảnh

đồng tụ giảm nhanh hơn so với ảnh đa photon. Các

ảnh được thu với độ phân giải pixel 0.27 µm với

bộ lọc thu Kalman 3. Scale bar, 20 µm.

Centonze VE, White JG. Multiphoton excitation provides optical sections from 

deeper within scattering specimens than confocal imaging. Biophys J. 1998 

Oct;75(4):2015-24. 
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Chúng ta cần một xung laser cho MPE

• Công suất trung bình của laser
100 mW được hội tụ tại mẫu vật
trên một vết giới hạn nhiễu xạ có
đường kính 0.5 µm . Diện tích
của vết là 2 10−9 cm2

• Công suất laser tại vết là 0.1 W
1/(2 10−9 cm2)
= 5 107 W cm−2

• A “femtosecond” laser is on for
~100 femtoseconds every 10
nanoseconds. Tỉ số độ rộng xung
và độ rộng khe là (The pulse
duration to gap duration ratio)
10−5

• Công suất tức thời khi laser cân
bằng là 5 1012 W cm−2

Slide credit: William Guilford <guilford@virginia.edu>
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Vật liệu Laser Công ti; Mô đun Bước 

sóng

Độ rộng xung Tần số Công suất

Ti:Sapphire Coherent; Mira 700–980 <200 fs 76 MHz 0.7 W,1.3 

W

Spectra Physics; 

Tsunami

700–1000 <100 fs (or 2ps 

as option)

80 MHz 0.8 W, 1.4 

W

Coherent; Chameleon 

– XR

705–980 <140 fs 90 MHz 1.7 W

Spectra Physics; Mai 

Tai

710–990 120 fs 80 MHz 1.5 W

Time Bandwidth; 

Pallas

780–860 <100 fs 75 MHz 500 mW

Time Bandwidth; Tiger 780–860 <100 fs 100 MHz 400 mW

Femtosource 750–850 <12 fs 75 MHz 400 mW 

600 mW

Nd:YLF MicroLase/Coherent 

Scotland; BioLite

1047 200 fs 120 MHz 500 mW

Nd:Glass Time Bandwidth; 

GLX200

1058 <250 fs 100 MHz >400 mW

Ytterbium Amplitude Systems 1030 <200 fs 50 MHz 1 W

Cr:LiSAF Highqlasers 850 100 fs 50 MHz >1mW

OPO Coherent and Spectra 

Physics

350–1200 100 fs ~200 mW
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Ưu điểm của kính hiển vi 2-p

• Mô bên trên và dưới mặt phẳng tiêu hiếm khi chịu tác dụng của ánh

sáng hồng ngoại và kích thích đa photon bị giới hạn ở một thể tích

hội tụ nhỏ (bởi vì huỳnh quang từ hiệu ứng hai photon phụ thuộc

vào bình phương cường độ ánh sáng tới, mà cường độ ánh sáng tới

lại giảm theo bình phương khoảng cách từ tiêu cự.

• Kính hiển vi 2 photon có thể ghi ảnh các mẫu mờ đục với độ phân

giải dưới micro mét đến độ sâu vài trăm micro mét.

• Kính hiển vi 2 photon tách ánh sáng kích thích và ánh sáng phát xạ

một cách hiệu quả

• Tất cả các photon được phát ra từ kích thích đa photon có thể được

sử dụng để ghi ảnh (về nguyên tắc) do đó không cần dùng các khe

khóa đồng tụ.
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Sự phát sóng hài bậc hai

• Trường laser cường độ cao cảm ứng độ phân cực phi tuyến trong phân tử hoặc

tập hợp các phân tử, dẫn đến sự tạo ra sóng kết hợp với tần số đúng bằng hai

lần tần số tới.

• Biên độ của sóng hài bậc hai có thể được tăng cường cộng hưởng khi năng

lượng của tín hiệu hài bậc hai bao phủ vùng hấp thụ điện tử

• Để có sóng hài bậc hai thì đòi hỏi phải có môi trường không đối xứng tâm. Tại

sao?
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In an isotropic medium, reversal of the electric field will produce the same 

electric polarisation but in the opposite direction. 



Third harmonic generation image,

No dye staining was applied
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SHG và 2 photon kết hợp

Ảnh 2 photon của mô gan của chuột trưởng

thành. Các tế bào gan được nhìn qua sự tự

huỳnh quang xanh (greyscale) từ NAD(P)H

và các vitamin có thể hòa tan lipid, chẳng hạn

như retinol. Màng collagen (xanh) được nhìn

qua SHG.

image from Watt Webb lab at Cornell University

Ảnh đa photon của tuyến vú chuột. Sự tự

phát huỳnh quang xanh (màu gần xanh)

phác họa cấu trúc tế bào và các giọt lipid.

Collagen có thể được thấy qua SHG.

image from Watt Webb lab at Cornell University. It was 

acquired in collaboration with Alexander Nikitin, Dept. of 

Biomedical Sciences, Cornell.
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Kính hiển vi hài bậc cao

Từ “Kính hiển vi hài bậc cao cho sinh học phát triển” theo Chi-Kuang Sun 

và các cộng sự., Tạp chí sinh học cấu trúc , 147(1), 2004, Trang 19-30

Chuỗi thời gian cho thấy quá trình phân bào có tơ bên trong phôi cá ngựa

được nhìn qua SHG, và THG. Chiều sâu ảnh là 400-μm tính từ bề mặt lớp

đệm. THG (tím) ghi ảnh tất cả các bề mặt phân cách kể cả các lớp hợp bào

noãn hoàng bên ngoài, màng tế bào, và các màng nhân trong khi đó SHG

(xanh lá cây) ghi ảnh các mảng hai chóp thẳng được hình thành vi ống.

(A)-(G) Chuỗi ảnh mặt cắt của ấu trùng cá ngựa 5 ngày sau

khi thụ tinh trong ống nghiệm. (H) Ảnh phóng đại bên trong

đốt cho thấy phân bố của các sợi cơ. (I) Tiết diện quang học

tại tâm của ấu trùng cho thấy các đoạn bên trong dây sống

không bào và phân bố của đốt dọc theo cạnh bên của dây

sống. Kích thướt ảnh: (A)–(G) và (I): 235 × 235-μm2; (H):

40 × 40-μm2.


