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三层介质中激光扫描共聚焦显微镜的模型
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摘要 建立了一种激光扫描共聚焦显微镜三层介质中点扩展函数的计算模型。在 Hammoum 分式的基础上得到三

层介质中的理论公式，对比分析探测光路中的偶极子振动方向对点扩展函数的影响以及各种点扩展函数，讨论针孔

对点扩展函数、收集的能量和信噪比的影响。计算表明，振动方向平均化的偶极子的探测点扩展函数优于沿 x轴、z

轴振动的偶极子的探测点扩展函数；综合点扩展函数小于照明和探测点扩展函数，且针孔越小，经过针孔过滤后的综

合点扩展函数更小；方形针孔和圆形针孔的收集能量曲线类似，但方形针孔的曲线靠右，圆形针孔的信噪比曲线总体

上优于方形针孔的信噪比曲线。
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Abstract A model for laser scanning confocal microscopy with three media is given to calculate the point
spread functions. (PSFs) According to Hammoum’s representations, we obtain the representations for three
media. The effect of the dipole orientation on the PSFs is discussed. Several PSFs are compared. Then we
analyze the effects of the pinhole on the PSFs, the energy collected and the signal to noise ratio. Calculations
show that the detection PSF for the dipole averaged over all orientations is better than those for the dipoles
along the x axis and the z axis. The total is smaller than the illumination PSF and the detection PSF. The total
PSF after the pinhole diminishes as the pinhole decreases. The curves of the energy collected for the circular
pinhole and the square pinhole are similar, but the signal to noise ratio for the circular pinhole is better than that
for the square pinhole.
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1 引 言
激光扫描共聚焦显微镜（LSCM）是研究微细结构的有效技术手段，在生物医学 [1-4]和工业检测 [5-6]领域得
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到了广泛应用。LSCM 采用激光作光源，并在组织样品处形成一个很小的光斑，即照明点扩展函数（PSF）；

组织中的点光源经过探测光路在探测面上形成一个光斑，即探测 PSF；激光照射在组织上，组织中的荧光物

质被激发出荧光，荧光经过探测光路在探测面上形成一个光斑，即总 PSF。总 PSF是照明 PSF和探测 PSF
的乘积，再经过探测透镜后焦面上的针孔滤波，由探测器件收集，最后对数据进行图像处理，得到二维或三

维共聚焦图像。探测器得到的最终信号是一个复杂的函数，它包括了激光波长、激光偏振态、物镜的数值孔

径、光路的放大倍数、非相干探测的针孔半径、折射率不匹配以及焦点到样品表面的距离等参数。

有关共聚焦显微镜探测 PSF的研究工作已有很多。1999年，Higdon等 [7]给出了大孔径多光子荧光扫描

光学显微镜的成像性质；2000年，Török[8]提出了偶极子波在介质界面的传播；2003年，Haeberle等 [9]描述了

穿过半无限层介质的光学显微镜探测 PSF；2008年，Török等 [10]描述了相干光学显微镜中的高数值孔径矢量

成像。这些研究工作有的是假设介质中的偶极子到第一层界面的距离远远大于光波长，忽略了偶极子的倏

逝波影响，有的是通过近似来描述 PSF，它们仅对一些特殊的情形有效。除此之外，还有人用几何光学来描

述 PSF[11]，但这种方法缺少一些重要参数对 PSF的影响。Hammoum 等 [12]利用角谱理论来描述偶极子的散

射光在两层介质中的传播，包含了偶极子的倏逝波影响，也不存在 PSF近似。

本文在 Hammoum成果的基础上给出了三种介质中散射光的探测 PSF模型，并考虑了共聚焦显微镜中

所有的重要参数。首先给出了三种介质中的照明和探测 PSF的理论计算，然后对不同振动方向偶极子的探

测 PSF 进行比较分析，接着给出了针孔对共聚焦显微镜中 PSF 的影响以及针孔对收集的能量、信噪比

（SNR）的影响，最后得出研究的结论。

2 理 论
2.1 照明 PSF

建立坐标系O-xyz，z轴正方向垂于直纸面向外，如图 1(a)所示。一个点光源位于 z轴负方向无穷远处，

经过物镜聚焦。当物镜处于自由空间时，点光源的焦点位于坐标原点 O处，称为高斯焦点。当光线经过三

种介质会聚时，由于三种介质折射率不匹配会导致实际焦点偏离高斯焦点，如图 1(a)中，实际焦点为点 D。

那么实际焦点附近的点 Q的电场可表示为 [13-14]
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e ill,x = - iK [A+ I
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， （1）

式中 K = k1 f1l0
2 = πn1 f1l0

λ
，f1为物镜在真空中的焦距，l0为振幅因子，l为入射光波长，A

+ 和 B 为巴比涅-索累

补偿器的广义高斯矩阵 [14]，I
(0)
ill 、I

(1)
ill 、I

(2)
ill 分别为 [14]

图 1 共聚焦显微镜的简单示意图。（a）第三种介质中 D处偶极子的散射波被物镜收集的示意图 ; (b)带有针孔和探测器的共聚

焦成像光路示意图

Fig. 1 Simplified schematic of the confocal microscope. (a) Labeling scheme for the scattered waves of a dipole near the

point D in the third medium; (b) schematic of the imaging geometry of the pinhole and the detector
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A ill J0 (k1 sin θ1rQ sin θQ)(T s, ill + Tp, ill cos θ3)exp[ik0 (Φ -Φ*)]exp(ik3 zQ cos θ3)sin θ1dθ1

I
(1)
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A ill J1(k1 sin θ1rQ sin θQ)Tp, ill sin θ3 exp[ik0 (Φ -Φ*)]exp(ik3 zQ cos θ3)sin θ1dθ1
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(2)
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A ill J2 (k1 sin θ1rQ sin θQ)(T s, ill - Tp, ill cos θ3)exp[ik0 (Φ -Φ*)]exp(ik3 zQ cos θ3)sin θ1dθ1

， （2）

式中 A ill = exp(-2 sin2θ1 NA2)cos1 2
θ1 为切趾函数，NA为物镜的数值孔径，θi 为介质 i中光线与 z轴的夹角，Jn

为 n阶贝塞尔函数，rQ为点 Q的位置向量，θQ 为 rQ与 z轴的夹角，rQ在 x-y平面内与 x轴的夹角为 ϕQ，zQ为点

Q的 z轴位置，Φ 为初始像差函数，Φ* 为与物镜有关的初始像差函数，T为三层介质的透射系数。

2.2 探测 PSF
在显微镜的成像光路中，Török[8]利用偶极子波描述了光在介质中的传播，但他的假设前提是偶极子与

第一层界面的距离远远大于光波长，忽略了倏逝波的影响。而近期的近场光学研究表明倏逝波的作用很重

要。Hammoum等 [12]把偶极子波分解成角谱形式，包含了近场光学的影响，给出了偶极子波穿过一层界面的

传播表达式。在此基础上，我们采用柱坐标系（r，-s，z）表示偶极子波穿过界面前和穿过界面后的电场强

度，在偶极子波穿过界面时，采用光的 p分量和 s分量描述光传播。那么偶极子波穿过两层界面后的电场强

度可表示为 [12]：
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t21,s t32,s p∙e s

t21,p t32,p (sin θ1 cos θ3 p∙e ρ + sin θ1 sin θ3 p∙e z)
， （3）

式中 p 为偶极子极距，ep 、e s 为光 p分量、s分量的单位向量，e ρ 、e z 分别为柱坐标中 r方向、z方向的单位向量。

利用广义高斯矩阵，光经过物镜 L1和探测透镜 L2的电场强度可以表示为 [12]

E
(x,y, z)
det,0 = C∙R∙L2∙L1∙E (ρ, s, z)

det,1 ， （4）

式中 C为成像光路中的切趾函数，表示为 C = æ

è
ç

ö

ø
÷

cos θ0
cos θ1

1 2
，L1 和 L2 分别为光束在物镜 L1 和探测透镜 L2 中的

传播矩阵，R 为坐标系（r，-s，z）转换成坐标系（x，y，z）的转换矩阵。根据 Richards-Wolf积分公式 [15]，成像

光路中的探测电场可表示为

edet = ik0
2π ∫
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α0 ∫
0
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E

(x,y, z)
det,0 sin θ0exp[ik0(Φ -Φ*)]exp{ik0[rd sin θ0 cos(ϕ - ϕd) - zd cos θ0]}dϕdθ0， （5）

式中 α0 为探测透镜后像方孔径角，像面焦点附近的点 Qd 的（x，y，z）坐标为（ rd sin θd cos ϕd ，rd sin θd sin ϕd ，

rd cos θd = zd ) 。对 ϕ 积分，并把电场表达式写成 xyz分量形式：
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式中 px 、py 、pz 分别为偶极子极距 p 在 x轴、y轴、z轴的分量，I
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当加入针孔后，最后探测到的光强为

Idet = ∫
D

|| edet
2
SDdD = ∫

0

R ∫
0

2π
|| edet
2
f (ρd)ρddρddϕd， (8)

式中 SD和 f (ρd ) 为探测器的灵敏度函数，D为探测器的接收面积，R为探测器半径，ρd 为探测平面径向坐标。

3 计算分析及讨论
3.1 探测 PSF

采用的物镜放大倍率为 100倍、NA为 1.3，三种介质的折射率分别为 n1 = 1.518、n2 = 1.515、n3 = 1.33，偶
极子发射波长为 520 nm。图 2为位于 d=0处（即焦面和介质 n3、n2间的界面重合）的偶极子散射发出的信号

穿过三层介质后的探测 PSF。这些偶极子的振动方向都是固定的，并被沿 x轴振动的入射光激发。图 2给

出了沿 y轴振动和沿 z轴振动的偶极子所形成的探测 PSF。从图中可以看出，两种偶极子的探测 PSF的 Ez

分量小于 Ex和 Ey，影响较小，以至于沿 z轴振动的偶极子的探测 PSF 中间暗，沿 y轴振动的偶极子的探测

PSF中间亮；沿 z轴振动的偶极子的探测 PSF大于沿 y轴振动的偶极子的探测 PSF。从图 3中也可以看出沿

z轴振动的偶极子的探测 PSF在 x轴和 y轴方向上都大于沿 y轴振动的偶极子探测 PSF；振动平均化的偶极

子的探测 PSF大于沿 y轴振动的偶极子探测 PSF，小于沿 z轴振动的偶极子的探测 PSF；沿 z轴振动的偶极

子和振动平均化的偶极子的探测 PSF在 x轴和 y轴宽度相同，而沿 y轴振动的偶极子探测 PSF的 x轴宽度小

于 y轴宽度。因此振动平均化的偶极子有较好的成像质量，以下的探测 PSF都采用这种偶极子。

图 2 探测 PSF。（a）~（d）沿 z 轴振动的偶极子探测 PSF的 ||Ex

2
、 ||Ey

2
、 ||Ez

2
分量和 ||E 2

；（e）~（h）沿 y 轴振动的偶极子探测 PSF

的 ||Ex

2
、 ||Ey

2
、 ||Ez

2
分量和 ||E 2

Fig.2 Detection PSF. (a)~(d) Detection PSF components ||Ex

2
， ||Ey

2
， ||Ez

2 and ||E 2 for dipoles oriented along the z axis;

(e)~(h) detection PSF components ||Ex

2
， ||Ey

2
， ||Ez

2 and ||E 2 , for dipoles oriented along the y axis
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图 3 横向探测 PSF的光强分布。(a) x轴的光强分布 ; (b) y轴的光强分布。曲线 a~c分别表示偶极子沿 y轴振动、偶极子振动

平均化和偶极子沿 z轴振动

Fig.3 Intensity for the lateral detection PSF. (a) Intensity along the x axis; (b) intensity along the y axis. a~c refer to the

dipoles oriented along the y axis, averaged, and along the z axis

3.2 针孔的影响

3.2.1 针孔与 PSF
采用的激发光波长为 488 nm，发射光波长为 520 nm,三种介质的折射率分别为 n1 = 1、n2 = 1.515、n3 =

1.33。为了更直观地比较各种 PSF，在探测 PSF的计算分析中，采用的物镜放大倍率为 1倍、NA为 0.9。图 4
给出了共聚焦显微镜光路中的照明 PSF、探测 PSF、综合 PSF和加入针孔后的综合 PSF。照明 PSF[图 4(a)]
光斑小于探测 PSF[图 4(b)]光斑，这是因为照明 PSF的波长小于探测 PSF的波长，能形成更小的光斑；综合

PSF[图 4(c)]为照明 PSF和探测 PSF的乘积，其光斑小于照明 PSF和探测 PSF的光斑；加入针孔的综合 PSF
[图 4(d)]光斑更小，其光斑大小由加入的针孔大小决定，针孔越小，光斑越小。还可以从 PSF沿 x轴的光强

分布曲线图（图 5）得到这种结论。由于针孔的存在，在焦点处只有针孔以内的区域有光通过。

图 4 各种 PSF。(a)照明 PSF; (b)探测 PSF; (c)综合 PSF;(d)加入针孔后的综合 PSF

Fig.4 PSFs. (a) Illumination PSF; (b) detection PSF; (c) total PSF; (d) total PSF with the pinhole

图 5 PSF在 x轴的光强分布。曲线 a为照明 PSF，曲线 b为探测 PSF，曲线 c为综合 PSF，曲线 d为加入针孔后的综合 PSF

Fig.5 Intensity along the x axis. Curves a, b, c, d refer to illumination PSF, detection PSF, total PSF and total PSF with the

pinhole, respectively

5
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3.2.2 针孔与收集能量、信噪比

分析探测光路中针孔对收集的能量和信噪比的影响时，采用的物镜放大倍率为 100倍、NA为 1.3，三种

介质的折射率分别为 n1 =1.518、n2 =1.515、n3 =1.33，偶极子发射波长为 520 nm。将方形针孔的半径定义为其

宽度的一半。从图 6可以看出，当两种针孔较小时，收集的能量增加较快；当针孔尺寸增加到某一值时，收集

能量出现拐点，增加变慢，最终不再增加。当针孔半径相同时，方形针孔收集的能量大于圆形针孔收集的能

量；方形针孔收集能量的拐点比圆形针孔收集能量的拐点出现的早。

在共聚焦显微镜中，针孔越大，收集的有效能量越多，同时噪声也会增加，影响成像质量。确定针孔大

小，必须考虑针孔对信噪比的影响。信噪比可以表示为 [16]

RSN = I

I + B
，
B = πar 2

d ;方形针孔

B = 4ar 2
d ;圆形针孔

(9)

式中 I为有效光强，B为背景噪声，和针孔的面积成比例，对于方形针孔，B = πar 2
d，rd为针孔宽度的一半，对于

方形针孔，B = 4ar 2
d，rd为针孔的半径，a为常数。图 7给出了方形针孔和圆形针孔对信噪比的影响。随着针

孔尺寸的增大，信噪比先增加，达到最大值后再减小；a越大，信噪比越大。在信噪比达到最大值前，针孔较

小时，圆形针孔信噪比小于方形针孔信噪比；当针孔增加到某一值时，二者相等；此后随着针孔尺寸继续增

加，圆形针孔信噪比一直大于方形针孔信噪比。当 a=1时，圆形针孔信噪比最大值的位置为 x=16 mm，方形

针孔信噪比最大值的位置为 x=12 mm，为了保证信噪比大于 50%，圆形针孔半径范围应为 6~46 mm，方形针

孔半径范围为 2~38 mm。

4 结 论
在 Hammoum探测光路 PSF模型的基础上，给出了三层介质中的探测 PSF模型和不同振动方向偶极子

的探测 PSF，比较了照明 PSF、探测 PSF、综合 PSF和针孔滤波后的 PSF，并分析了不同针孔对收集能量和信

噪比的影响。通过计算分析，发现振动方向平均化的偶极子的探测 PSF优于沿 x轴、z轴振动的偶极子的探

测 PSF；对于收集能量曲线，方形针孔和圆形针孔类似，但方形针孔的曲线靠右；圆形针孔信噪比曲线总体

上优于方形针孔信噪比曲线。本文给出了三层介质中包含各种参数的共聚焦显微镜模型，可以计算分析出

共聚焦显微镜的最佳分辨率。
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