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偏振态和有效数值孔径对共聚焦全内反射显微术分
辨率的影响
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摘要 为了研究入射光偏振态和入射光瞳有效数值孔径对共聚焦全内反射显微术(CTIRM)的分辨率，即焦点横向半

峰全宽和纵向倏逝场透射深度的影响，根据 Richard-Wolf矢量衍射理论，计算并讨论了线偏振、圆偏振、径向偏振和

切向偏振入射光在界面处的光强分布情况；同时计算了在三种不同的有效数值孔径（1.33~1.45,1~1.45和 1~1.12）时，

焦点半峰全宽和倏逝场透射深度的数值结果。计算结果表明，当有效数值孔径为 1.33~1.45，入射波长为 532 nm时，

径向偏振光在横向上可达 144 nm的半峰全宽，优于线偏振的 330 nm和圆偏振的 360 nm，超过了衍射极限。薄且大

的有效数值孔径能够获得更小的半峰全宽，其上下限的平方差越大，透射深度越小。三种数值孔径中，1~1.45时的透

射深度最小 ,为 140 nm。相比较其他偏振光，径向偏振光更适合作为共聚焦全内反射显微术的入射激发光，并能够通

过优化有效数值孔径，获得样品近表面处的高横向分辨率和低轴向荧光噪声。
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Abstract In order to study the effects of polarization state and effective numerical aperture on the focal full-
width at half- maximum （FWHM） and evanescent depth in confocal total internal reflection Microscopy
(CTIRM), according to the Richard- Wolf theory, the intensity distribution in the interface is calculated and
discussed with linearly, circularly, radially and azimuthally polarized beams, respectively. Meanwhile, the
numerical calculations of FWHM and depth are researched for three different effective numerical apertures
(1.33~1.45, 1~1.45 and 1~1.12, respectively). The results indicate that the FWHM of radially polarized beam is
144 nm, breaking through the limitation of diffraction, which is also better than 330 nm of linearly and 360 nm of
circularly polarized ones, by using 532 nm incident wave and 1.33~1.45 aperture. The sharper focuscan be got
with the larger and thinner aperture. Also the smaller depth of transmission can be got with the larger difference
of squares of upper and lower limits, for which 140 nm is the shallowest depth with 1~1.45 aperture. Compared
to other polarizations, radially polarized beam is the most suitable choice for CTIRM. And by optimizing the
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effective numerical aperture, high horizontal resolutions and low axial fluorescent noise near the sample
surfacecan be obtained simultaneously.
Key words imaging sustems；microscopy; polarization; diffraction theory; confocal microscopy; total internal
reflection
OCIS Codes 110.0180; 260.5430; 260.1960; 180.1790; 260.6970

1 引 言
激光扫描共聚焦荧光显微术（LSCM）与传统荧光显微术相比，能够实现样品的三维扫描成像以及提供

更高的分辨率，在生物和医学领域已经成为重要的技术手段，在材料领域同样也有广泛的应用 [1-3]。在共聚

焦光路中，设置空间针孔滤波器，滤除掉由离焦光线所激发的干扰荧光，提高了信噪比，从而在横向和轴向

两个方向上的分辨率都有所提高。但共聚焦技术在轴向抑制干扰荧光的能力存在极限，典型的轴向分辨能

力在 500~600 nm[4]。

对于样品表面荧光分子的探测，需要一种在轴向范围内很薄层区域激发荧光、而又不受内部影响的技

术，应用倏逝场激发荧光物质的全内反射荧光显微术(TIRF)很好地满足了要求 [5- 6]。倏逝场形成于介质界面

处，其振幅随深度成 e指数衰减分布，使得受激发的荧光物质被限制于界面以下很小的厚度内，相比较共聚

焦成像来说，大大提高了轴向上对于干扰噪声的抑制，在轴向方面的分辨能力突破了衍射极限的限制，可用

于亚细胞和单分子成像 [7-9]。

近期研究表明，应用共聚焦与全内反射（TIR）相结合的技术，能够减小受激发荧光的体积 [10]。在共聚焦

系统的基础上，采用大数值孔径的显微物镜成像，在激发光路中心加入振幅调制装置，使入射光成圆环形状

入射。圆环范围内的入射激光在两种不同折射率介质的界面处发生全反射，形成光传播常数 k为虚数的倏

逝场激发样品近表面的荧光。两种技术结合的优点在于同时具备了共聚焦横向的高分辨率和全内反射对

样品近表面处轴向低噪声干扰的成像特点，激发荧光区域的体积小于 10-18L，可实现对于单分子的检测，而

且实验装置简单易行，适合用于对样品表面荧光物质的高分辨率观测 [11-12]。

本文根据 Richards-Wolf矢量衍射理论，对共聚焦全内反射显微术（CTIRM）进行理论分析，计算了线

偏振、圆偏振、径向偏振和切向偏振光入射时在两层介质界面附近的电场分布，并研究讨论了入射光的偏振

特性和有效数值孔径对于电场分布的影响。

2 理论原理
考虑当一束平面光波从光密介质（折射率 n1）入射到光疏介质(折射率 n2 )的界面处时，满足折射定律：

n1 sin θ1 = n2 sin θ2 , θ1 和 θ2 分别为光的入射角和折射角，临界角 θc = arcsin(n2 /n1) ，当入射角度大于临界角时，将

发生全反射，同时在界面处近场内产生沿光轴方向衰减的倏逝场。应用倏逝场激发荧光，则需要入射激光全

部在全反射范围内，即入射激光的角度范围从临界角到最大，即 θc ≤ θ ≤ θmax ,其中 θmax = arcsin(NA/n1) ，NA为显

微透射物镜的数值孔径。为了满足这一角度范围要求，在入射光路光轴中心处加入一个圆形振幅调制光阑，

图 1 共聚焦全内反射显微术原理示意图

Fig.1 Principle of CTIRM
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设置光阑半径使其遮挡住入射角度小于临界角的入射光线，透过光线以光轴为轴心形成圆环形状入射，在

界面近场倏逝场所激发的荧光再通过显微物镜成像。结构示意图如图 1所示。

为了研究共聚焦全内反射显微术在焦平面（即两种介质界面）附近的电场分布情况，使用 Richards-
Wolf矢量衍射理论。电磁场为矢量场，该矢量衍射理论更严格地描述了其特性，根据该理论可推导出，平面

光波经大数值孔径的物镜聚焦，在像方空间任意点 P 处，与时间无关的电场矢量 E 空间分布可表示为 [13]

E(r2 ,ϕ2 , z2) = - iA
π ∫

θc

θmax ∫
0

2π
ε2 cos θ1 exp[ik0Φ(θ1)]exp[ik1r2 sin θ1 cos(ϕ - ϕ2)]exp[ik2 z2 cos θ2]sin θ1dϕdθ1, (1)

式中 E ( )r2,ϕ2, z2 为矢量，含有 Ex,Ey ,Ez 三个分量；r2 ,ϕ2 , z2 为观察点的柱坐标；A为归一化常量；Φ 为像差校

正函数，Φ(θ1) = -d(n1 cos θ1 - n2 cos θ2) ，d是界面与物镜焦点间的距离，这里仅考虑理想状况下，焦平面与界面

重合，取 d=0；k0,k1和k2 分别对应真空、介质 1和介质 2中的波数。介质 2中电场强度矢量 ε2 可以表示为

ε2 = l0 (θ1)R-1
P

-1
(2) IP (1)L (1)Rε0 , (2)

式中 l0(θ1) 为切趾函数；矩阵 R 描述了沿 Z轴的坐标旋转变换，

R = é

ë

ê
ê

ù

û

ú
ú

cos ϕ sin ϕ 0
-sin ϕ cos ϕ 0

0 0 1
; (3)

矩阵 P (i) 描述了介质 i中的坐标系旋转产生 E s和E p 分量，

P (i) =
é

ë

ê
ê

ù

û

ú
ú

cos θ1 0 -sin θ10 1 0sin θ1 0 cos θ1

, (4)

矩阵 I 描述了介质界面处的影响，

I =
é

ë

ê
êê
ê

ù

û

ú
úú
ú

tp 0 0
0 ts 0
0 0 tp

, (5)

式中的 tp 和 ts 为 Fresnel系数；矩阵 L 描述了光透过物镜的电场变化，

L (1) =
é

ë

ê
ê

ù

û

ú
ú

cos θ1 0 sin θ10 1 0-sin θ1 0 cos θ1

; (6)

式中 ε0 为入射光电场强度矢量。光强度值为 E 的模的平方。

3 入射光偏振特性的影响
3.1 线偏振光和圆偏振光

入射光波长选为 532 nm，通过遮光光阑形成圆环入射到数值孔径 1.45 的物镜，聚焦在油介质 ( n1 =

1.518)和水介质( n2 =1.33)界面处。取积分范围 θc ≤ θ ≤ θmax ，积分步数选取 2000步；x和 y方向上计算的空

间分辨率选取为 4 nm。当入射光为沿 x轴线偏振光时，矩阵 ε0 可表示为 [1,0,0]T 。x-y平面的光强 ||E 2
的

分布，以及三个分量光强 ||Ex

2
, ||Ey

2
和 ||Ez

2
的分布情况的计算结果如图 2（a）~(d)所示，可以看出三个分量

分别分离成一瓣、四瓣和两瓣， ||E 2
沿线偏振光偏振的方向（即 x轴方向），焦点有所分离，这主要受 ||Ez

2
分

离的影响。 ||Ez

2
的分离主要由于平面波入射，在入瞳处相对于光轴对称位置上的光波干涉，导致了分量上

的相干相消 [15]。线偏振光入射焦点处光强的极大值分离距离为 192 nm，中心凹陷处光强为极大值光强的

58.6%。

当入射光为沿 y轴线偏振光时，矩阵 ε0 可表示为 [0,1,0]T 。计算结果如图 2(e)所示。可以看出与 x偏振

光类似，焦点沿偏振方向分离为两瓣，而在垂直偏振方向上并无分离现象。如图 2（f）所示，为圆偏振光入射

时，矩阵 ε0 可表示为 1
2 [1, i,0]T 。与线偏振光入射情况不同，圆偏振光界面处光强分布仅有一个峰值，且是

相对于 x轴、y轴均对称的圆形，但其强度极大值小于线偏振情况。计算 x、y线偏振以及圆偏振光形成的半
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峰全宽（FWHM）分别为 330 nm、116 nm和 360 nm，如图 2（g）所示。

作为与共聚焦全内反射的对比，图 3结出了不加入振幅调制光阑，即单独的共聚焦系统照明时的光强情

况。线偏振光焦点在偏振方向有所延长，但并没有分离成两个焦点，中心处的光强仍为最大值，且由于入射

面积的增大，其光强也大于共聚焦全内反射的情况。x、y线偏振以及圆偏振光形成的半峰全宽为分别为

312 nm、168 nm和 232 nm。

图 2 入射光光强分布。(a) x偏振；(b) x分量；(c) y分量；(d) z分量；(e) y偏振；(f)圆偏振；(g)切面图

Fig.2 Intensity distribution. (a) Linear polarization along x direction; (b) x-component; (c) y-component; (d) z-

component; (e) linear polarization along y direction; (f) circular; (g) cross section

图 3 共聚焦中光强分布。(a) x偏振；(b) y偏振；(c)圆偏振

Fig.3 Intensity distribution in confocal scheme. (a) Linear polarization along x direction; (b) Linear polarization along y;

(c) circular polarizatiom

总体来看，在共聚焦全内反射中，线偏振光使得界面处的焦点沿偏振方向分离为两个焦点，会导致双重

图像，这并不适合于微小物体的观测，而且半峰全宽略微增加，比较单独共聚焦系统的照明，实际上是模糊

了焦点。圆偏振光虽然没有形成两个分离的焦点，但其半峰全宽要大于线偏振光的情况，同时也大于单独

共聚焦系统的照明，焦点半峰全宽有所发散，整体横向分辨率下降。

3.2 径向偏振光和切向偏振光

径向偏振光是沿轴对称矢量偏振光的一种，由于其在空间分布的特性，越来越受到人们的关注。特别

是在大全数值孔径聚焦方面的特性，它能够形成具有很小半峰宽的光斑，可应用于超高分辨技术 [16-20]。所谓

径向偏振光，即在柱坐标下，偏振方向只沿径向方向。图 4（a）所示为共聚焦全内反射系统内的径向偏振光

示意图，加入振幅调制光阑后，在入瞳处形成圆环形径向偏振入射光。径向偏振光矩阵 ε0 可表示为

[cos ϕ, sin ϕ, 0]T ,计算结果仅含有沿径向和轴向的两个电场分量 Er 和 Ez 。

4
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图 4 共聚焦全内反射入射光示意图。(a)径向；(b)切向

Fig.4 Schematic of incident wave in CTIRM. (a) Radial; (b) azimuthal

如图 5(a)~(c)所示为径向偏振光在界面处 x-y平面内的光强及其分量的分布情况。可以看出，径向偏

振光在界面处其轴向的分量很强，远超出径向分量。总体光强分布主要受轴向分量的影响，从而只形成了

一个峰值，其半峰全宽为 144 nm，超过了衍射极限。而且研究表明它可以进一步减小 [21~22]。图 5(d)虚线所示

单独的共聚焦照明时径向偏振光界面处的光强分布，其半峰全宽为 216 nm。

图 5 径向偏振光。(a) 总体分布；(b) Er 分量；(c) Ez 分量；(d) 切面图

Fig.5 Radial polarization. (a) Total distribution; (b) Er component; (c) Ez component; (d) cross section

当入射光为线偏振时，焦点没有形成一个主峰值而是分离成两个，这是由于入射时在入瞳处相对于光

轴对称位置上的光波产生干涉，导致了 Ez 分量的相干相消。而径向偏振光恰恰相反，在光轴上使得 Ez 分量

相干增强，从而形成了单独一个峰值，而且其半峰全宽也要小于线偏振光入射时。特别值得注意的是，它同

时也小于单独共聚焦照明时的半峰全宽。因此，用径向偏振光作为入射光，非常适合共聚焦全内反射系统，

能够大大提高横向分辨能力。

图 6 切向偏振光。(a) 光强分布；(b) 切面图

Fig.6 Azimuthal polarization. (a) Intensity distribution; (b) cross section
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切向偏振光是另外一种沿轴对称矢量偏振光，如图 6所示 ,与径向偏振光相比很明显的不同在于，它沿

横截面内切向方向上偏振，如图 4（b）所示 ,其矩阵 ε0 可表示为 [-sin ϕ, cos ϕ, 0]T 。由计算可以看出，切向偏振

光在界面处产生一个中心强度为零的环形光斑，而且没有沿光轴的电场分量，考虑到共聚焦全内反射成像

技术的实际需要，这种偏振光作为入射光并不适合，这里不再做过多赘述。

4 有效数值孔径的影响
显微物镜的数值孔径是物镜的重要参数，决定和影响着成像系统多方面的因素。在共聚焦全内反射成

像系统中，由 (1)式可以看出，在入射介质折射率一定时（即油介质 n1 =1.518），NA主要决定着积分的上限

θmax = arcsin(NA/n1) ，NA越大则入射光的入射角度范围越大。但特别的是在共聚焦全内反射系统中，为了满

足 入 射 光 线 的 全 内 反 射 条 件 ，加 入 了 振 幅 调 制 光 阑 ，使 得 入 射 光 的 最 小 范 围 为 全 内 反 射 临 界 角

θc = arcsin(n2 /n1) ，其对应的数值孔径等于介质 2的折射率。因此，此时共聚焦全内反射系统入瞳处对应的入

射光有效数值孔径范围为 1.33~1.45，不同于单独的共聚焦成像系统，如图 7所示。

图 7 共聚焦全内反射系统中有效数值孔径示意图

Fig.7 Schematic of effective numerical aperture in CTIRM

而且在倏逝场方向，有效数值孔径也直接影响着穿透深度的大小。以下主要研究不同的有效数值孔径

对于有代表性的线偏振和径向偏振光所产生的半峰全宽以及倏逝场的影响。

图 8（a）为在线偏振光入射情况下，界面处相对光强沿偏振方向的分布，三条曲线的有效数值孔径分别

为 1.33~1.45,1~1.45和 1~1.12，分别对应水介质-1.45物镜，空气-1.45物镜和空气-1.12物镜。计算结果可以

看出，由于 1~1.45取的有效数值孔径范围最大，其相对的光强值也是最大的。1~1.45与 1.33~1.45比较，其

有效数值孔径下限变小，半峰全宽有所增大，从 328 nm增加到 376 nm；中心光强相对最大值的比例由 58.6%
增大到 80.3%；但两个极大值点的间距均为 192 nm，保持不变。1~1.12与 1~1.45比较可以看出，其有效数值

孔径上限减小，半峰宽全进一步增大为 440 nm，同时极大值间距变大到 264 nm，中心光强越为极大值的

55.5%。比较 1.33~1.45 与 1~1.12 可看出薄而且大的有效数值孔径整体效果要更优，分辨能力也更佳。

图 8 不同有效数值孔径时的切面图。(a)线偏振；(b) 径向偏振；（c) 倏逝场

Fig.8 Cross sections with different effective NA. (a) Linear polarization;(b) radial polarization; (c) evanescent field

考虑径向偏振光入射情况，同样地，取有效数值孔径分别为 1.33~1.45,1~1.45和 1~1.12。图 8（b）所示，

计算得到的径向偏振光在界面处的 x-y平面光强分布，最大值点始终保持在中心位置且仅为一个，它们的

半峰全宽分别为 144 nm、172 nm和 272 nm，薄且大的有效数值孔径能够获得更小的半峰全宽，变化趋势与

线偏振光相同。

由此可看出，对于两种偏振光，当如图 7所示的入瞳处圆环形的有效数值孔径相对薄而且大时，能够获

得比较窄的半峰全宽，但同时也会损失一些入射光强度，理论上可以通过提高入射光强度的方法来补偿由

6
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于光阑造成的光强损失；减小有效数值孔径的上下限都会使得半峰全宽变宽，意味着降低了横向上的分辨

能力。对于线偏振而言，两峰分离距离与有效数值孔径上限有关，有效数值孔径上限越大则分离距离越小；

中心光强与峰值的比例随有效数值孔径下限的增大而减小，同时随上限的减小而减小。

定义光强降到最大值的 1 e2 时，距离界面的距离为倏逝场的透射深度。图 8(c)为倏逝场光波相对强度

沿 z轴的衰减变化情况，明显看出整体都是呈现 e指数形式衰减。1.33~1.45、1~1.45和 1~1.12三种不同的有

效数值孔径对应的倏逝场透射深度也不同，分别为 245 nm、140 nm和 275 nm。其透射深度与有效数值孔径

上限与下限的平方差有关，三者的平方差分别为 0.3336、1.1025和 0.2544，平方差越大，透射深度越浅，轴向

方面去除深处荧光噪声的能力也就越强。但应注意到三种不同的有效数值孔径，均不能同时满足最大的半

峰全宽和最小的透射深度。

5 结 论
共聚焦全内反射显微技术在普通共聚焦照明系统的入射光路中加入了振幅调制光阑，使得入射光在物

镜入瞳处形成圆形光环，入射角全部在大于全内反射临界角的情况下入射，实施起来简单易行，特别适合对

样品近表面荧光物质的探测。对入射光不同偏振态的数值计算结果表明，当入射波长为 532 nm，有效数值

孔径为 1.33~1.45时，线偏振光经过共聚焦全内反射中的物镜会聚，在两层介质界面处形成了沿偏振方向相

互分离 192 nm的两个焦点，这不利于对微小物体的观测；而且线偏振或圆偏振光在共聚焦全内反射中形成

的焦点，与仅在共聚焦中形成的焦点相比较，前者光强的半峰全宽有所增加，这意味着它一定程度上模糊了

焦点，降低了横向分辨率。但是同样的条件对于径向偏振光来说，其焦点半峰全宽可达 144 nm，在横向上实

现了超过衍射极限的超高分辨能力，特别适合共聚焦全内反射显微术，同时可以获得仅为 245 nm的轴向透

射深度。切向偏振光由于在界面处产生一个中心强度为零的环形光斑，而且没有沿光轴的电场分量，所以

并不适用于共聚焦全内反射显微术。从对入射光有效数值孔径的数值计算可以看出，其对于焦点的半峰全

宽和倏逝场的透射深度都有影响，薄且大的有效数值孔径能获得更小的半峰全宽；有效数值孔径上下限平

方差越大，透射深度越浅。共聚焦全内反射显微术很好地结合了共聚焦显微与全内反射显微两种技术的优

点，尤其是当使用径向偏振光作为入射光时，通过优化有效数值孔径，可获得样品近表面处的高横向分辨率

和低轴向荧光噪声。
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