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1. Введение

Большинство фундаментальных биологических про-
цессов в живых тканях, включая развитие раковых за-
болеваний, начинаются с изменений в структуре на мас-
штабе в несколько нанометров (наномасштабе). В связи 
с этим большое внимание уделяется разработке методов, 
позволяющих улучшить разрешение и чувствительность 
современных приборов для получения изображений. Фун-
даментальный предел разрешения был недавно преодо-
лен, и несколько методов для получения суперразрешения 
реализованы на практике [1 – 6]. Однако почти все эти 
методы требуют применения специальных маркеров, по-
зволяют формировать только двумерные изображения и 
не приспособлены для исследования живых тканей in vivo. 
В то же время становится все более очевидным, что дву-
мерное исследование биологических структур зачастую 
не отражает реальную ситуацию в трехмерных объектах. 
Оптический когерентный томограф, оптический аналог 
ультразвуковой аппаратуры, дает возможность бескон-
тактного формирования трехмерного изображения вну-
тренней структуры объекта [7] и находит все большее 
применение для получения изображений медико-биоло-
гических объектов и их диагностики [8 – 10], но разре-
шение и чувствительность к изменениям структуры для 
большинства томографов не превышает 10 мкм; лишь 
для некоторых систем разрешение достигает 1 мкм.

Использовались различные подходы для повышения 
эффективности оптических методов получения изобра-
жений, включая оптическую томографию [11, 12], методы 
исследования микроструктур, размеры которых меньше 
дифракционного предела разрешения оптической систе-
мы [13 – 16], и новые методы оптической когерентной то-
мографии (ОКТ) [17]. Оптическая спектроскопия, осно-

ванная на анализе рассеивающихся световых полей, при-
менялась в ОКТ для изучения трехмерной морфологии 
ядер клеток [17, 18]. Спектральные характеристики объек-
тов были получены из данных ОКТ [19], проводились ис-
следования молекул [20]. Корреляционный метод визуа-
лизации системы кровеносных сосудов был недавно раз-
работан в нашей лаборатории [21]. Интерференционный 
микроскоп с синтезированной апертурой предложен для 
улучшения разрешения участков изображения вне фокаль-
ной плоскости [22, 23]. Продемонстрировано примене-
ние фазочувствительной ОКТ для измерения вибраций в 
слуховых органах [24, 25] и для исследования роговицы 
глаза [26] с чувствительностью на наномасштабе. Обсуж-
далась также возможность использования ОКТ для реги-
страции наноструктурных изменений в слабо рассеиваю-
щих средах [27].

Новый подход для исследования внутренней структу-
ры объектов, основанный на спектральном кодировании 
пространственной частоты (СКПЧ), продемонстрировал 
возможность получения информации о внутренней струк-
туре рассеивающих объектов для любой интересующей 
нас области двумерного изображения с чувствительно-
стью к структурным изменениям на наномасштабе [28 – 30]. 
Проведен теоретический анализ возможности применения 
этого подхода для трехмерных изображений [31]. Однако, 
несмотря на значительный прогресс в развитии методов 
изучения структуры объектов на микро- и наноуровнях, 
исследование структуры трехмерных сильно рассеивающих 
объектов на наноуровне представляет серьезную проблему. 

Недавно мы продемонстрировали один из возможных 
путей решения проблемы – использование варианта ОКТ, 
чувствительной к пространственным и временным струк-
турным изменениям внутри трехмерных рассеивающих 
объектов на наномасштабе [32]. В настоящей работе мы 
представляем расширенную теорию метода, приводим ре-
зультаты исследований, подтверждающие чувствитель-
ность на наномасштабе и показывающие возможность при-
менения ОКТ для изучения структурных изменений в пе-
редней части глаза крысы, включая роговицу и ирисовую 
дифрагму. 
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2. Формирование изображения в ОКТ

Как известно, структура объекта может быть описана 
трехмерной функцией (которую обычно называют рассе-
ивающим потенциалом)

( )
4

[ ( ) ]U k nr r1 10
2 2

p= -  (1)

или преобразованием Фурье от рассеивающего потен-
циала

( ) ( ) ,exp i dF U rr Kr 3
= -K( ) y  (2)

где k0 = 2p/l0; n – показатель преломления; K – вектор 
рассеяния [33]. В дальней зоне при больших значениях 
вектора r имеем

2 ( ),nK s s
0

0
p
l

= -  (3)

где s и s0 – единичные векторы освещающей и рассеян-
ной волн (рис.1,a). В декартовых координатах вектор K 
можно представить в виде

K = 2p (nx i + ny  j + nz k), (4)

где nx, ny и nz – пространственные частоты вдоль соот-
ветствующих декартовых осей.

В соответствии с приближением Борна скалярной тео-
рии рассеяния, если объект освещен плоской монохрома-
тической волной, то комплексная амплитуда рассеянной 
волны в заданном направлении в дальней зоне и при фик-
сированной длине волны содержит информацию только 
об одной фурье-компоненте рассеивающего потенциала 
(одной пространственной частоте), соответствующей век-
тору K. При фиксированном угле освещения конец каж-
дого вектора отвечает точке на сфере с радиусом R = n/l0, 
которую называют сферой Эвальда. Если для освещения 
используется широкополосное излучение, то при фикси-
рованном угле освещения (рис.1,а) распределение про-
странственных частот в дальней зоне может быть пред-
ставлено в виде набора сфер Эвальда с различными диа-
метрами. Пример таких сфер при освещении объекта 
вдоль оси z для n = 1 и различных длин волн показан на 
рис.1,б. Связь пространственных частот и длин волн мож-
но представить в виде

nx = n (sin a – sin q) cos j/l,  ny = n (sin a – sin q) sin j/l, (5)

nz = n (cos q + cos a)/l, (6)

где q – угол падения; a – угол рассеяния; j – азимуталь-
ный угол (рис.1). 

Если измерить комплексные амплитуды всех фурье-
компонент для всех возможных длин волн и различных 
направлений освещения и рассеяния, то можно сформи-
ровать трехмерное фурье-преобразование рассеивающего 
потенциала. После этого рассеивающий потенциал мо-
жет быть восстановлен с помощью трехмерного обрат-
ного преобразования Фурье:

F K( )
( )

) ( ) .exp i dU Kr Kr
2
1

3
3

p
= -(y  (7)

Однако даже в том случае, если комплексные амплиту-
ды пространственных частот будут измерены для всех 
возможных направлений освещения и рассеяния, диапа-
зон пространственных частот будет ограничен, рассеи-
вающий потенциал восстановлен в приближении низко-
частотной фильтрации и предельное разрешение, кото-
рое можно получить, составит около половины длины 
волны [33]. 

Из рис.1 и формулы (6) видно, что в пределах неболь-
шого угла рассеяния a имеет место взаимно однозначное 
соответствие между пространственной частотой nz и дли-
ной волны. В СКПЧ-подходе это соответствие использу-
ется для спектрального кодирования частот nz и передачи 
их из фурье-области в каждый пиксель плоскости изобра-
жения без потери информации [28 – 31, 34].

Возможное решение проблемы обратного рассеяния 
было рассмотрено Вольфом [33, 35, 36]. В ОКТ предлага-
ется одномерное решение этой проблемы, когда фурье-
компоненты зарегистрированы только вдоль оси z (вер-
тикальная штриховая линия на рис.1,б). Процесс форми-
рования изображения в фурье-ОКТ основан на адаптации 
оригинального трехмерного формализма для одномерно-
го случая [37]. Каждая длина волны в зарегистрирован-
ном комплексном спектре соответствует одной простран-
ственной частоте nz. Другими словами, длина волны в 
данном случае служит «транспортным средством» для пе-
редачи пространственной информации через оптическую 
систему. Зарегистрированный ОКТ-сигнал представляет 
собой распределение комплексных амплитуд частот nz и 
поэтому соответствующий z-профиль трехмерного рас-

Рис.1. Схема освещения объекта и рассеяния на нем (а) и представ-
ление пространственных частот в K-пространстве в зависимости 
от длины волны (б).
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сеивающего потенциала (профиль по глубине) может быть 
восстановлен c помощью одномерного обратного пре-
образования Фурье.

В ОКТ диапазон регистрируемых пространственных 
частот может быть вычислен по формуле

,n2
z

1 2
T Tn

l l
l

=  (8)

где D l = l2 – l1 – спектральный диапазон. В процессе вы-
полнения обратного фурье-преобразования для восста-
новления исходного объекта пространственная инфор-
мация интегрируется, и в результате разрешение метода 
и его чувствительность к структурным изменениям зна-
чительно ухудшаются. Разрешающая способность по глу-
бине может быть определена с использованием известно-
го выражения [38]:

.lnR
n
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c

z

2

Tp l
l

=  (9)

Таким образом, разрешающая способность ОКТ и ее чув-
ствительность к структурным изменениям внутри объекта 
ограничены масштабом около микрометра, и необходи-
мо искать принципиально новые подходы для улучшения 
чувствительности до наномасштаба.

3. Чувствительная на наномасштабе ОКТ

Традиционный путь для увеличения разрешения и чув-
ствительности состоит, согласно формуле (9), в увеличе-
нии спектрального диапазона, но при этом достичь чув-
ствительности на наномасштабе невозможно. Вместо этого 
мы предложили принципиально новое решение [32]. Как 
известно, фурье-спектр пространственных частот являет-
ся информативным и чувствительным к структурным из-
менениям на наномасштабе [29, 30]. Из СКПЧ-подхода 
следует, что, имея информацию о K-пространстве и про-
странстве изображений, можно исследовать малые струк-
турные изменения в объекте путем построения распре-
деления частот nz или пространственных периодов Hz 
для любой интересующей нас области двумерного изо-
бражения. Для ОКТ формула (6) может быть переписана 
в виде

, .n H2 1
z z

z
n

l n= =   (10)

Поскольку длина волны пространственно инвариант-
на, т. е. не изменяется при преобразовании из K-про стран-
ства в пространство изображений, то, кодируя каждую 
пространственную частоту (или период) соответствую-
щей длиной волны согласно (10), можно передать про-
странственную информацию в пространство изображе-
ний без потерь, сохраняя чувствительность к структур-
ным изменениям на наномасштабе. 

Для практической реализации предложенного метода 
преобразуем комплексный зарегистрированный спектр в 
комплексный спектр пространственных частот, исполь-
зуя формулу (10). После этого разобьем полученный ком-
плексный спектр пространственных частот на поддиапа-
зоны, а пространство изображений – на множество объе-
мов, структуру внутри которых мы хотим исследовать. 
Затем вычислим энергетический вклад Im от ℓ-го поддиа-

пазона в распределение пространственных периодов Hzℓ 
для m-го объема:

( ) | ( )| ,dI H U r rm zl ml
V

2

m

= y  (11)

где Vm – объем интегрирования; Umℓ (r) – обратное фурье-
преобразование: 

K| ( )|
(2 )

) ( 2 ) ;exp i dU Fr Kr K1
ml m

k
3

lp
p= (y  (12)

rm показывает, что вклад ℓ-го поддиапазона простран-
ственных частот рассматривается только для m-го объе-
ма в пространстве изображений. Вычисляя вклад Im(Hzℓ) 
от всех пространственных периодов Hzℓ , мы восстанав-
ливаем z-профиль пространственных периодов для m-го 
объема внутри объекта. Таким образом, информация о 
внутренней локальной структуре может быть визуализи-
рована для каждого малого объема внутри трехмерного 
изображения с чувствительностью к структурным изме-
нениям на наносаштабе. 

Согласно соотношениям, связывающим K-простран-
ство с пространством изображений, размер выборки в 
K-про странстве определяет размер восстанавливаемого 
изображения по глубине. Поэтому ширина каждого под-
диапазона пространственных частот определяет размер 
объема по глубине, а количество поддиапазонов – чис-
ло точек, используемых для восстановления z-профилей 
про странственных периодов. Следовательно, здесь име-
ет место компромисс между пространственным разреше-
нием и точностью восстановления структурной информа-
ции, причем оптимальный выбор зависит от конкретной 
за дачи. Наименьший размер восстановленного объема 
по глубине для заданного диапазона пространственных 
частот Dvzℓ может быть найден по формуле

.z
v2
1
zl

T
T

=  (13)

Наименьший продольный размер рассматриваемого объе-
ма определяется разрешением объектива. Под чувстви-
тельностью мы понимаем наименьшие изменения в z-про-
филе пространственного периода, которые можно заре-
гистрировать. Теоретический предел чувствительности 
к структурным изменениям может быть рассчитан по 
формуле

,H
n2zd dl

=  (14)

где d l – точность определения длины волны. Таким обра-
зом, если мы знаем длину волны с точностью до 1 нм, то 
чувствительность к структурным изменениям в воздухе 
составит ~0.5 нм.

Различные параметры, характеризующие структуру и 
зависящие от применения, могут быть вычислены из вос-
становленных z-профилей пространственных периодов и 
представлены как цветные изображения. Напри мер, од-
ним из таких параметров может быть доминантный про-
странственный период, который соответствует макси-
мальной величине сигнала и непосредственно характери-
зует размер доминантной локальной структуры. 
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4. Эксперименты и обсуждение результатов 

Для экспериментальной демонстрации возможностей 
рассматриваемого метода мы использовали обычную спек-
тральную ОКТ (рис.2). Источником света служил широ-
кополосный суперлюминесцентный диод с центральной 
длиной волны 1300 нм и спектральным диапазоном 83 нм 
(DenseLight, Сингапур). Спектрометр включал в себя диф-
ракционную решетку (1145 лин./мм) и линейно скани-
рующую InGaAs-камеру (частота 91 кГц, 1024 пикселя; 
SU1024LDH2, Goodrich Ltd., США). Гелий-неоновый ла-
зер использовался для настройки системы. Частота кад ров 
при регистрации двумерного ОКТ-изображения (В-моды) 
была равна 50 Гц. Измеренное разрешение по глубине в 
воздухе составляло около 12 мкм, а поперечное разреше-
ние – примерно 30 мкм. 

Изображения формировались как цветные распределе-
ния доминантных пространственных периодов. В большин-
стве экспериментов размер вокселя был равен 30 ́  30 ́  50 мкм. 

Для экспериментальной проверки чувствительности ме-
тода к структурным изменениям мы использовали обра-

зец, который состоял из двух слоев агрегированных нано-
сфер, изготовленных из полистирола (рис.3). Каждый слой 
представлял собой сильно рассеивающую многослойную 
трехмерную структуру, пространственные периоды кото-
рой зависят от размера сфер, показателей преломления 
окружающей среды и сфер и порядка их расположения. 
Иными словами, такой образец представлял собой ком-
плексную трехмерную пространственную структуру и мог 
служить моделью биоткани. Образец был исследован с 
помощью электронной микроскопии, изображения сфер 
в двух слоях приведены на рис.3. Измеренные диаметры 
сфер составляли 614±18 нм и 644±20 нм, поэтому суще-
ствовала вероятность того, что сферы из раличных слоев 
могли иметь одинаковый диаметр. 

На ОКТ-изображении (рис.4,а), представляющем со-
бой сечение образца по глубине, верхний слой содержит 
сферы со средним размером 614 нм, а нижний слой – со 
средним размером 644 нм. Размеры сфер значительно мень-
ше предела разрешения используемой ОКТ, поэтому не-
возможно увидеть их и тем более зарегистрировать раз-
личие в структуре слоев. Однако восстановив с помощью 
развитого нами метода z-профили пространственных пе-
риодов структуры для различных областей внутри образ-
ца, можно увидеть, что доминантные пространственные 
периоды для областей в нижнем слое больше, чем для об-
ластей внутри верхнего слоя [32]. Вертикальными штри-
ховыми линиями на рис.4,а указаны пространственные пе-
риоды, при которых величина сигнала максимальна (до-
минантные периоды). Увеличение доминантных периодов 
внутри нижнего слоя говорит о том, что размер доми-
нантной структуры в нем больше, чем внутри верхнего 
слоя, в соответствии с измеренными с помощью электрон-
ной микроскопии распределениями сфер в слоях по раз-
мерам. На рис.4,б представлено полученное нами цветное 
распределение доминантных пространственных перио-
дов структуры образца. Видно, что в большинстве ло-
кальных областей в нижней части изображения (нижний 
слой) цвета смещены в красный диапазон, что отвечает 
большему размеру доминантной структуры в данных об-
ластях, по сравнению с верхней частью изображения 
(верхний слой). При этом различие размеров доминант-

Рис.2. Схема спектрального оптического когерентного томографа 
для реализации ОКТ, чувствительной на наномасштабе: 
СЛД – суперлюминесцентный диод; ДР – дифракционная решет-
ка; ОЦ – оптический циркулятор; КП – контроллер поляризации; 
ОВР – оптический волоконный разветвитель; Л1 – Л6 – линзы.

Рис.3. Схема образца с соответствующими фотографиями структуры в двух слоях (а) и распределения сфер в этих слоях по размерам d (б). 
Изображения и распределения получены с помощью электронной микроскопии.
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Рис.4. Изображения двухслойного образца: обычное ОКТ-изо бра жение с z-профилями пространственных периодов для двух локальных об-
ластей (а) и изображение доминантной структуры c измеренными с помощью электронного микроскопа распределениями сфер в слоях по 
размерам, полученные с помощью ОКТ, чувствительной на наномасштабе (б). Цветной рис.4 (а также рис.5 и 6) помещен на сайте наше-
го журнала http://www.quantum-electron.ru.

Рис.5. Изображения передней части глаза крысы: ОКТ-изобра же ния с z-профилями пространственных периодов для двух локальных об-
ластей (а, б) и  ОКТ-изображения, полученные нашим методом (в, г). Временной интервал между регистрацией изображений на рис.5,a, в 
и рис.5,б, г составлял 20 мс.
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ных структур в слоях регистрируется вне зависимости от 
того, какой слой находится сверху [32]. Значит, с помощью 
развиваемого нами подхода можно зарегистрировать струк-
турные изменения в 30 нм внутри образца, используя толь-
ко одно изображение (однократное сканирование). 

Эта возможность делает очень привлекательным при-
менение данного подхода для исследования структурных 
изменений во времени. Нами было показано, что струк-
турные изменения в различных областях объекта во вре-
мени, меньшие 30 нм, могут быть зарегистрированы с по-
мощью рассматриваемого метода [32]. В настоящей работе 
мы исследуем возможность его применения для изучения 
структурных изменений в основных областях передней 
части глаза крысы, включая роговицу и ирисовую дифраг-
му. По скольку роговица является слабо рассеивающим 
объектом, то возможность получения изображения не 
была очевидной. Для демонстрации такой возможности 
была использована крыса Sprague-Dawley (CD, Harlan 
Laboratories, Великобритания), возраст которой был 
8 – 12 недель. Все процедуры, выполняемые на животных, 
одобрены Комитетом этики животных (the Animal Ethics 
Committee) Национального университета Ирландии в Га-
луей и проводились в соответствии с лицензией Депар та-
мента здоровья Ирландии и со Стандартом по оператив-
ным процедурам национального центра биомедицинских 
инженерных наук (Галуей, Ирландия) (Standard Operating 
Procedures of the Animal Facility at the National Centre for 
Biomedical Engineering Science, Galway, Ireland). После эв-
таназии крысы с по мощью ингаляции углекислого газа ее 
глаза были удалены и помещены в пластиковый контей-
нер, заполненный биологическим раствором (PBS). 

Структурные изменения внутри глаза происходили в 
результате его естественного высыхания и обезвоживания. 
Временной интервал между регистрацией изображений 
на рис.5,а, в и рис.5,б, г был равен 20 мс. Сравнивая обыч-
ные ОКТ-изображения (рис.5,а и б), невозможно увидеть 
какие-то изменения в структуре в течение этого времен-
ного интервала. Однако, применив разрабатываемый под-
ход и построив z-профили пространственных периодов 
внутренней структуры для различных локальных областей 
внутри роговицы и диафрагмы, становится возможным ви-
зуализировать структурные изменения. Сравнивая z-про-
фили пространственных периодов можно сделать вывод, 
что изменения в структуре внутри диафрагмы (область 3) 
незначительны, в то время как структура роговицы (об-
ласти 1 и 2) претерпевает существенные изменения. Такие 
структурные изменения ясно видны на рис.5,в, г и на увели-
ченных изображениях участков 2 и 3 на рис.6. Все цветные 
области на рис.6,а и б имеют примерно одинаковые раз-
мер и форму, в то время как цветные области на рис.6,в и г 
существенно различаются по форме и размеру. Например, 
темно-красная область в центре изображения на рис.6,а 
остается и на рис.6,б, только слегка увеличившись в разме-
ре. При этом голубая область в центре рис.6,в существен-
но изменяет размер и форму на рис.6,г. Даже усредненные 
по трем цветовым каналам (R, G, B) коэффициенты кор-
реляции между изображениями на рис.6,а, б и рис.6,в, г 
существенно различаются и соответственно равны 0.8 и 
0.6. Из полученных данных следует, что процесс обезво-
живания в первую очередь вызывает изменения в струк-
туре роговицы.

Результаты проведенных экспериментов показали, что 
развиваемый нами подход может успешно применяться 

для исследования малых структурных изменений внутри 
передней части глаза крысы. Это открывает хорошие пер-
спективы для его применения при исследовании струк-
турных изменений в результате различных воздействий, 
например введения стволовых клеток в роговицу.

5. Заключение

Нами развит новый подход, который позволяет зна-
чительно улучшить чувствительность ОКТ к структурным 
изменениям внутри сильно рассеивающих сред. Пред став-
лена расширенная теория и показано, что, применяя спек-
тральное кодирование пространственной частоты по глу-
бине объекта и транслируя пространственную информа-
цию непосредственно из фурье-области в пространство 
изображений без потери чувствительности, можно реги-
стрировать наноструктурные изменения. Возможность 
применения подхода для изучения медико-биологических 
объектов продемострирована на примере исследования 
структурных изменений внутри передней части глаза кры-
сы в процессе его обезвоживания. Проведенные экспери-
менты показали, что данный подход может быть исполь-
зован для исследования слабо рассеивающих объектов 
(роговицы). Это открывает хорошие перспективы для даль-
нейшего его применения при изучении процессов, связан-
ных со структурными изменениями внутри глаза, напри-
мер процессов регенерации в результате введения стволо-
вых клеток. 
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