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折射率不匹配引入的像差对共聚焦显微成像的影响
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摘要 为了研究折射率不匹配引入的像差对共聚焦显微镜成像的影响，根据 Richards和 Wolf矢量衍射积分建立计

算模型，分析共聚焦显微镜常用的两种情况中存在折射率不匹配时的点扩散函数(PSF)，并通过实验进行验证。光

束经过折射率不匹配的油-盖玻片-水聚焦时，探测深度从 0.5 μm 增至 10 μm ，其 PSF的 z轴半峰全宽(FWHM)从

0.4391 μm 变为 0.931 μm ，其光强最大值从 1.161降为 0.4119。当探测深度为 10 μm 时，折射率匹配的空气-空气-

空气的 PSF的 z轴 FWHM 为 1.059 μm ，光强最大值为 1；而折射率不匹配的空气-玻璃-水的 PSF的 z轴 FWHM 为

7.5 μm ，光强最大值为 0.04632。当探测深度较大时，折射率不匹配引入的像差会导致光斑变大和不对称，能量分

散，影响成像质量。
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Abstract According to Wolf and Richard′s vectorial diffraction integral, a model is established, and the point
spread function (PSF) in the two common conditions of confocal microscopy with a refractive index mismatch
to study the effect of aberration induced by refractive index mismatch on imaging in confocal microscopy. The
model is tested by experiment. When the beams focus into a spot through oil, coverslip and water, the full width
at half maximum (FWHM) of the PSF along the z axis is broadened from 0.4391 μm to 0.931 μm with the
detective depth from 0.5 μm to 10 μm . And the maximum intensity of the PSF is reduced from 1.161 to 0.4119.
When the detective depth is 10 μm , the FWHM of the PSF with the refractive index match along the z axis is
1.059 μm , and its maximum intensity is 1. But the FWHM of the PSF with refractive index mismatch along the z

axis is 7.5 μm , and its maximum intensity is 0.04632. When the detective depth is large, the aberration induced
by refractive index mismatch can make light spot bigger, dispersive energy and influent the imaging quality.
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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和必备的大型科学仪器，在生物和工业

检测领域得到了广泛应用。该系统采用精密针孔滤波技术，使得只有处于焦平面位置上的信息能够被探

测，最大限度地抑制了非聚焦平面的杂散光，具有很高的成像分辨率和信噪比 [1]；同时系统沿 z轴方向可以实

现无损光学断层扫描，从而实现对较厚样本的三维成像 [2]。用于生物学研究的 SCM，在组织生物学、细胞生

物学、分子生物学、基因学、胚胎学、神经学、病理学、免疫学、流行病学、肿瘤学、细菌学、病毒学等领域具有

广阔的应用 [3]。

共聚焦显微技术的概念最早由 Minsky在 20世纪 50年代提出，第一台商业化的共聚焦显微镜直到 1987
年才问世。此后共聚焦显微技术引起了人们的高度重视，在理论和实践上不断出现新的进展，在理论上，更

加全面地研究了系统的各种特性，提出了许多改进成像质量、提高成像分辨率的方案 [4-5]；在实践方面，具备

各种新功能的共聚焦显微镜不断进入市场。

共聚焦显微镜能提供很高成像质量的生物组织图片，但在实际使用时很多因素会降低最终的成像质

量，常见的因素有激光功率大小的设置、探测器如光电倍增管阈值和增益的设置、荧光发射波长范围的选

取、折射率不匹配引入的像差等，这其中折射率不匹配引入的像差直接使得系统成像的点扩散函数(PSF)变
差，使得系统成像的分辨率和信噪比同时受到影响，在实际使用中经常存在而又不被使用者觉察 。早在

1993年，Hell等 [6]根据 Fresnel-Kirchhoff积分讨论了入射光聚焦中折射率不匹配的问题，并分析了折射率

不匹配引入的像差对共聚焦显微镜焦点位置、z轴峰值和 PSF的半峰全宽(FWHM)等的影响。但是此积分

公式由格林定量推导，这要求电场和其展开式的前两项在积分区域内和边界处具有连续性。而这和电场垂

直分量、磁场的切向分量不符，因此最后的积分公式不够严谨。1994年，Hell等 [7]以相同的理论为基础，分析

了双光子共聚焦显微镜中折射率不匹配的问题。2001年，Booth等 [8]根据 Gibson等 [9]的像差公式研究了单

光子和双光子显微镜中折射率不匹配引入的像差和像差校正的应用。2002年，Alberto等 [10]通过实验分析了

折射率不匹配对高分辨共聚焦显微镜的影响。而 Török等 [11]根据 Richards和 Wolf矢量衍射积分给出了电

场经过介质界面聚焦的积分表达式。为了精确分析折射率不匹配对共聚焦显微镜的分析，本文在 Török等

的基础上结合理论和实验研究了折射率不匹配对系统成像质量的影响。

2 多种介质下物镜焦点处光波场模型
共聚焦显微镜在使用时，常见的情况是对生物组织切片进行观察，如图 1所示，组织切片置于盖玻片和

载玻片之间的组织溶液中，盖玻片和物镜之间充盈着填充介质，对于干性物镜该填充介质为空气，对于浸油

物镜为浸油。从物镜出来的汇聚球面波前将经过填充介质、盖玻片、组织溶液，最终在组织溶液中汇聚成一

个照明光点，假定填充介质、盖玻片、组织溶液的折射率分别为 n1、n2、n3，忽略组织溶液和组织之间折射率的

差异，盖玻片 n2的折射率约为 1.515，组织培养液的折射率 n3约为 1.33。如果填充介质为浸油，则折射率 n1为

1.518；如果填充介质为空气，则折射率 n1为 1.00。从物镜出射的汇聚球面波经过这三种介质时，由于介质的

折射率不相同，从而产生像差，导致实际会聚焦点偏离高斯焦点，使得照明 PSF能量分散，降低系统最终的

成像分辨率和信噪比。图 1中 p0为高斯焦点，p1为实际焦点，高斯焦点到盖玻片的距离为探测深度，记为 d0，

实际焦点 p1到高斯焦点 p0之间的距离记为 d1。

图 1 对组织切片进行观察时的光传播情况

Fig.1 Light propagation observing the tissue section
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在共聚焦显微镜中，入射照明光在物镜焦点处形成一个点状照明区域，它定义了被观察组织的照明位

置和光强度分布，同时在成像探测方设置有一个针孔只允许被观察组织中一定区域内的光能够进入探测

器。从物理上来讲，共聚焦显微镜的有效点扩散函数 Pcf是照明 PSF和探测 PSF的乘积形成的 [12]

P cf = || e ill
2 × || edet

2 ≈ || e ill
4 . (1)

式中 e ill 代表激发照明光的电矢量，edet 代表发射荧光的电矢量，它和 e ill 比较相似，计算时采用荧光的波长， || e ill

2

代表激发照明光的强度分布，即照明 PSF，如果激发光和荧光波长之间的差异比较小，则 || e ill
2 ≈ || e ill

2
，在这种情

况下，有效 PSF就和激发光电场强度的四次方成正比，也即和激发光强度的二次方成正比。

从该式可以看出，照明光电场强度分布或 PSF分布基本决定了最终的有效 PSF分布，即决定了系统的

成像分辨率和信噪比。多层介质折射率不匹配引起的共聚焦显微镜成像质量下降可以通过研究照明 PSF
的分布进行定量分析。

以高斯焦点 p0为坐标原点，光轴为 z轴，建立起直角坐标系，如图 2所示，图中 S为聚焦光线，介质 n1与 n2

之间的界面位置为-h1，介质 n2与 n3之间的界面位置为-h2。把最后一层界面到原点的距离叫做探测深度

d。点 p为待求光强的点，其坐标为( xp , yp , zp )，其球坐标为( r , θ , ϕ )，其中，r > 0 , 0 ≤ θ < π , 0 ≤ ϕ < 2π ，θ

表示顶角，ϕ 表示方位角，则点 p在球坐标系中的坐标为( rp , ϕ p , zp )，r̂p 为点 p的位置向量，可表示为

r̂p = rp (sin θp cos ϕ p î + sin θp sin ϕ p j ̂ + cos θp k̂) , (2)

式中 î , j ̂ , k̂ 为坐标系(x，y，z)的基向量。

图 2 平行光经过物镜在三种介质中聚焦

Fig.2 Focusing light by objective through three mediums

用 e表示待求点 p的电场向量，ε 表示物镜出瞳处的电场强度向量，加粗的大写字母表示 3×3张量矩

阵，把最后一层界面到原点的距离叫做探测深度 d。那么穿过三种介质的会聚光焦点附近点 p处的电场 eill

为 [13-15]：

e ill( )rp ,ϕ p , zp = - ik1
2π ∫0

α ∫
0

2π
ε3 exp( )ik0Ψ exp[ik1rp sin θ1 cos (ϕ - ϕ p)sin θp] exp(ik3 zp cos θ3)sin θ1dϕdθ1 , (3)

式中 ki = 2π
λ ill /n i

为介质 i中的波数，k0为真空中的波数，ni为介质 i的折射率，λ ill 为入射光在真空中的波长，α

是物镜的半孔径角，由 NA和折射率 n1决定，θ i 是介质 i中的顶角，ϕ 是方位角。 Ψ 为折射率不匹配引入的

像差函数，其表达式为

Ψ = h2n3 cos θ3 - h1n1 cos θ1 . (4)

ε i 为光在介质 i中靠近界面处的电场强度向量，在介质 n1中物镜出瞳位置处的电场强度向量 ε1 为
[11]

ε1 = A illP ( )1 L ( )1 RBε0 . (5)

在第三层介质中，电场强度向量 ε3 为

ε3 = R-1P -1
( )3 I2ε1 , (6)

式中 P(i)为光在传播中的坐标转换矩阵，I2表示界面对电场的影响，其矩阵表达式 [4,16]分别为：
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T
(2)
s,p 为经过二层界面时垂直偏振光和平行偏振光的透射系数，其表达式为

T
(2)
m = t

(2)
m t

(1)
m exp (iβ2)
D

(2)
m

, (8)

式中 β2 = k2 (h1 - h2)cos θ2 ，m = p, s ，D
(2)
m = 1 + r

(1)
m r

(2)
m exp (2iβ2) , t

(l)
p ，t

(l)
s ，r

(l)
p ，r

(l)
s 分别是菲涅尔透射系数和菲涅尔

反射系数，其表达式为 [9]：

t
(l)
p = 2nl cos θl

nl + 1 cos θl + nl cos θl + 1
, t

(l)
s = 2nl cos θl

nl cos θl + nl + 1 cos θl + 1
,

r
(l)
p = nl + 1 cos θl - nl cos θl + 1

nl + 1 cos θl + nl cos θl + 1
, r (l)

s = nl cos θl - nl + 1 cos θl + 1
nl cos θl + nl + 1 cos θl + 1

. (9)

把(5)，(7)，(8)，(9)式代入(6)式中可以得出 ε3 ，将 ε3 代入(3)式中可以计算出点 p的电场强度，电场强度

取平方后可以得到 p点的光强，通过在高斯焦点附近计算大量点的光强值可以得出照明 PSF分布。

3 折射率不匹配时焦点光波场模型计算仿真
共聚焦显微镜主要有两大类型：1) 主要用在材料检测 [17-18]，常用材料的反射或散射光直接成像，在这种

情况下，被观察的物质和物镜之间往往只有一种介质，多层介质之间折射率不匹配对其影响相对较小；2) 主

要用于生物学研究中 [19-20]，被观测的生物组织往往被固定在盖玻片和载玻片之间，常用生物组织中的荧光染

料激发出的荧光进行成像，在这种情况下，物镜和被观测组织之间往往有三层介质，这三种介质之间折射率

如果不一致就会产生像差。

在采用共聚焦显微镜对生物组织进行观察时，有两种经常遇到的情况由于介质之间折射率差异较大将

对成像质量造成影响。一种情况是生物组织封装在盖玻片和载玻片之间的水样溶液中，溶液的折射率约为

1.33，采用浸油物镜进行观察，浸油和盖玻片的折射率接近相等，约为 1.515，此种情况下溶液和盖玻片之间

的折射率有较大的差异，显微成像时成像质量将会受到影响 ；另一种情况是采用非浸液油物镜对上述生物

组织进行观察，此时物镜和盖玻片之间是空气，折射率约为 1.00，这样一来空气的折射率、盖玻片的折射率和

溶液的折射率三者之间都相差较大，显微成像时成像质量也将会受到影响，下面根据上节的理论公式对这

两种情况进行计算仿真，由于照明 PSF直接决定和反映了系统的成像质量，下面计算仿真两种折射率不匹

配情况下的照明 PSF。
3.1 油-玻璃-溶液计算仿真

由于浸油和盖玻片采用的玻璃折射率接近相对，约为 1.515，为简便起见，忽略二者之间的差异，这种情

况下三种介质的折射率分别取为 1.515，1.515，1.33。为了分析此种情况下折射率不匹配对成像质量的影响，

将这种情况和折射率匹配介质情况进行比较，在折射率匹配介质情况下，三种介质的折射率均取为 1.515。
计算仿真时选取物镜的数值孔径为 1.3。

折射率匹配情况下的三种介质折射率相同，没有像差引入。当探测深度为 0.5 μm 时，照明 PSF比较对

称，其 x轴的 FWHM为 0.24 μm ，z轴的 FWHM为 0.5882 μm ；当探测深度为 10 μm 时，照明 PSF依旧对称，

其 x轴的 FWHM 为 0.24 μm ，其 z轴的 FWHM 为 0.588 μm 。因此，当没有像差引入时，随着探测深度的增

加，照明 PSF基本不变，如图 3(a)和(b)所示。

由于水溶液和盖玻片玻璃及浸油之间折射率差异较大，折射率不匹配，会有像差引入。当探测深度为 0.5 μm
时，照明 PSF沿 z轴不对称，其 x轴的 FWHM为 0.28 μm ，其 z轴的 FWHM为 0.4391 μm ；当探测深度为 10 μm
时，照明 PSF 依旧对称，其 x轴的 FWHM 为 0.28 μm ，其 z轴的 FWHM 为 0.931 μm 。因此，当有像差引入
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图 3 照明 PSF。(a) 为三种介质折射率为 1.515、探测深度为 0.5 μm 的 PSF; (b) 三种介质折射率为 1.515、探测深度为 10 μm
的 SPF; (c) 三种介质折射率分别为 1.515、1.515、1.33，探测深度为 0.5 μm 的 PSF; (d) 三种介质折射率分别为 1.515、1.515、

1.33，探测深度为 10 μm 的 PSF

Fig.3 Illumination point spread function. (a) PSF for refraction index match with d=0.5 μm ; (b) PSF for refraction index match

with d=10 μm ; (c) PSF for refraction index mismatch with d=0.5 μm ; (d) PSF for refraction index mismatch with d=10 μm
时，随着探测深度的增加，照明 PSF的 x轴宽度基本不变，z轴长度增加并且不对称，如图 3(c)和(d)所示。

折射率不匹配的照明 PSF 的 x轴宽度比折射率匹配的照明 PSF 的 x轴宽度大，并且不随探测深度变

化。当探测深度较小时，折射率不匹配的照明 PSF的 z轴长度小于折射率匹配的照明 PSF的 z轴长度，而当

探测深度较大时，折射率不匹配的照明 PSF的 z轴长度远大于折射率匹配的照明 PSF的 z轴长度。

当探测深度为 0.5 μm 时，折射率匹配的照明 PSF的光强分布归一化，其最大值为 1，而折射率不匹配的照

明 PSF的最大值为 1.161，由于其光斑较小，能量比较集中，其最大值大于折射率匹配的光斑最大值，如图 4(a)
和(b)所示。当探测深度从 0.5 μm 增至 10 μm 时，折射率匹配的照明 PSF基本不变，其光强最大值为 1，而折

射率不匹配的照明 PSF的光强最大值为 0.4119，由于其光斑变大，能量分散，最大值变小，如图 4(c)和(d)所示。

图 4 归一化光强分布曲线图。 (a) 探测深度为 0.5 μm 的 x轴强度分布，虚线对应三种介质折射率为 1.515，实线对应三种介质

折射率分别为 1.515、1.515、1.33; (b)探测深度为 0.5 μm 的 z轴强度分布 ; (c) 为探测深度为 10 μm 的 x轴强度分布 ; (d) 为探测

深度为 10 μm 的 z轴强度分布

Fig.4 Normalized intensity graph: The dashed represent refraction index match, and the solid line represents refraction

index mismatch. (a) Intensity distribution along x axis with d=0.5 μm ; (b) intensity distribution along z axis with

d=0.5 μm ; (c) intensity distribution along x axis with d=10 μm ; (d) intensity distribution along z axis with d=10 μm
因此，当探测深度较大时，折射率不匹配的照明 PSF的 z轴长度增加且不对称，并导致能量分散。照明

PSF变大且不对称会导致成像分辨率下降，降低成像质量；能量分散会减少样品的荧光信号，减小信噪比和

对比度，降低成像质量。

3.2 空气-玻璃-溶液计算仿真

由于空气的折射率为 1，选取常用的数值孔径为 0.8的物镜，分别对折射率匹配和空气-玻璃-水两种条
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件下的照明 PSF进行计算分析。折射率匹配情况下的折射率相同，都为 1；空气-玻璃-水组合的折射率分别

为 1、1.515和 1.33，此种情况下，折射率差异较大。

由于折射率匹配情况下折射率相同，没有像差引入，照明 PSF比较均匀，其 x轴 FWHM为 0.36 μm ，z轴

FWHM为 1.059 μm ；空气-玻璃-水介质组合折射率不匹配，有像差引入，照明 PSF比较大且不对称，其 x轴

FWHM 为 0.6 μm ，z轴 FWHM 为 7.5 μm 。折射率不匹配的空气-玻璃-水的照明 PSF的 x轴和 z轴长度都

大于折射率匹配情况的照明 PSF，并且照明 PSF明显不对称，一侧存在较大的次极大值，如图 5(a)、(b)所示。

图 5 探测深度为 10 μm 的 PSF。 (a) 折射率匹配情况的 PSF，折射率均为 1; (b) 空气-玻璃-水介质组合的 PSF，其折射率分别

为 1、1.515、1.33; (c) 折射率匹配介质的 PSF的 x轴强度分布 ; (d) 空气-玻璃-水介质组合的 PSF的 x轴强度分布 ; (e) 折射率匹

配介质的 PSF的 z轴强度分布 ; (f) 空气-玻璃-水介质组合的 PSF的 z轴强度分布

Fig.5 PSF with d=10 μm . (a) PSF for refraction index match; (b) PSF for refraction index mismatch; (c) intensity

distribution of the PSF along x axis for refraction index match; (d) intensity distribution of the PSF along x axis for

refraction index mismatch; (e) intensity distribution of the PSF along z axis for refraction index match; (f) intensity

distribution of the PSF along z axis for refraction index mismatch

对折射率匹配的照明 PSF的强度分布归一化，强度最大值为 1，而空气-玻璃-水介质组合的照明 PSF的

强度最大值为 0.04632，强度次极大值为 0.03316。这是由于折射率不匹配引入的像差导致光斑变大和不对

称，出现了一个接近最大值的次极大值，导致能量分散比较严重，如图 5(f)所示。

由于空气-玻璃-水中的三种介质折射率都不相同(折射率为 1，1.515，1.33)，与上节中介质折射率分别

为 1.515、1.515和 1.33的介质组合相比，折射率不匹配比较严重，从而导致光斑更大，不对称性更明显，能量

更分散。这种照明 PSF会急剧降低分辨率、信噪比和对比度，影响成像质量。因此，当入射介质为空气-玻

璃-水时，应该尽量观察靠近玻璃(即盖玻片)的样品。

4 折射率不匹配对成像影响的实验结果
在共聚焦显微镜实验系统中，采用数值孔径为 1.4的 100倍物镜，通过三维纳米位移台分别移动封片剂
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和水溶液中的 150 nm金粒子对照明 PSF进行 x-z平面扫描成像。封片剂中金粒子成像实验中，光经过的介

质分别为介质油、盖玻片和封片剂。它们的折射率分别为 1.518、1.515和 1.52。由于三种介质的折射率接

近，其成像结果应该与上文中三种介质折射率匹配情况(均取为 1.515)仿真的照明 PSF相似。水溶液中金粒

子成像实验中，光经过的介质分别为介质油、盖玻片和水。它们的折射率分别为 1.518、1.515和 1.33。由于

油和盖玻片的折射率与 1.515接近，其成像结果应该与上文中三种介质分别为 1.515、1.515和 1.33仿真的照

明 PSF相似。

封片剂金粒子成像中，三种介质的折射率接近，引入的像差较小，而水溶液金粒子成像中，水与其余两

种的折射率相差较大，引入的像差较大。因此，后者的 PSF的 x轴长度大于前者长度，如图 6所示。这是由

于折射率不匹配造成的，与上文的计算结果一致。由于金粒子所在的介质层(水或者封片剂)比较薄，所以两

种情况下的 PSF的 z轴长度差别不是很大，和上文中探测深度为 0.5 μm 的情形相似。

从图 6(a)和(b)中可以看出两种 PSF的上下两端不对称。这是由油、盖玻片和水（或者封片剂）之间的折

射率不匹配造成的。虽然油、盖玻片和封片剂之间的折射率很小，但也会造成 PSF的不对称。由于探测深

度较小，两种 PSF 不对称性相差不大。除此之外，图 6(a)的背景比较暗，而图 6(b)中的中间区域背景比较

亮。这也是由于盖玻片和水的折射率不匹配，增加了介质层之间的光反射，引入了杂散光，从而降低信噪比

和对比度。

图 6 实验结果。(a) 三种介质折射率分别为 1.518、1.515和 1.52的 x-z平面 PSF; (b) 三种介质折射率分别为 1.518、1.515和

1.33的 x-z平面 PSF; (c)为(a)的 x轴光强曲线图 ; (d)为(b)的 x轴光强曲线图

Fig.6 Experimental results. (a) PSF in x-z plane with refraction indexes 1.518,1.515 and 1.52; (b) PSF in x-z plane with

refraction indexes 1.518,1.515 and 1.33; (c) intensity graph along x axis of (a), (d) intensity graph along x axis of (b)

因此，通过实验表明折射率不匹配会导致 PSF变大，产生不对称性，降低信噪比和对比度。但和计算仿

真中不同的是实验结果中为共聚集 PSF，两次引入了折射率不匹配产生的像差，而计算仿真中为照明 PSF，
只引入了一次像差。虽然，二者不一致，但都能证明折射率不匹配会影响成像质量，且相同的条件下对成像

的影响是类似的。

5 讨 论
折射率不匹配引起的成像质量下降在实际共聚焦显微镜使用中经常遇到。例如，使用大数值孔径的浸油

物镜对水溶液中的组织样本观测时就会出现成像质量下降的情况。折射率不匹配影响成像质量具体表现为：

折射率不匹配时，PSF变得弥散，且随着离开盖玻片的距离越远弥散情况越严重，这种弥散主要是由于球差引

起的；当被观测组织离开玻片时，成像探测方探测到的荧光强度会显著下降，离开玻片的距离越远，荧光强度

7
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下降越严重，图像信噪比就会降低；PSF在轴向出现了严重的拖尾现象，轴向分辨率会下降；xy方向的分辨率

同样也会下降一些，这是由于球差的影响使得位于较高数值孔径区域的光线不能在焦点处聚焦；随着实际聚

焦面离开玻片的距离越远(探测深度越大)，实际聚焦面离开高斯焦面的距离越大，PSF越弥散。

在对折射率显著不匹配的组织样本进行观测时，离开玻片不同距离处的 PSF是不相同的，因此靠图像

解卷积的方法恢复图像只能对一层的图像有效，不存在对各层图像同时有效的 PSF用于恢复图像。

实际实验中减小折射率不匹配影响的方法为尽可能减小实验时的折射率匹配误差。主要措施有：使用

合适的物镜，大数值孔径物镜如数值孔径为 1.4的浸油物镜通常被设计用来观测靠近玻片的薄层组织，当穿

过培养皿的底部观测培养皿中的组织样本时，需要选择带校正环的物镜，利用校正环将球差校正到最小；厚

的组织样本只能用折射率匹配的系统进行观察，即组织所在的培养液和物镜所在的介质液折射率在各个波

长下均应接近相等，例如浸水物镜只能用于对水溶液中的组织样本进行观测，浸甘油物镜只能用于对甘油

溶液中的组织样本进行观察；避免出现所观察的生物组织远离盖玻片的情形，这种情况经常出现，例如物镜

紧贴在盖玻片时，聚焦面就离盖玻片的距离较远。

如果只能对折射率不匹配的组织样本进行观察，也有一些措施可以减小对成像的影响，主要措施有：随

着被观察的组织离开盖玻片的距离变远，探测通道中的针孔直径应将逐渐调大，这时虽然不能提高 PSF，但
可以提高成像的信噪比并且不会明显降低系统的分辨率；对靠近玻片表面的组织观察时，采用数值孔径较

大的浸油物镜，对远离盖玻片的组织样本进行观察时，采用数值孔径较小的浸油物镜；如果实验系统中的物

镜不提供校正球差的校正环，可以考虑在系统光路中增加球差校正的设备如变形镜或空间光调制器。

6 结 论
分析了油-玻璃-溶液和空气-玻璃-溶液两种常用情况下折射率不匹配对 PSF 的影响。通过分析发

现，当探测深度较大时，折射率不匹配引入的像差会导致 PSF变大、不对称，能量分散，降低成像质量。在实

际应用中，应该尽量观察靠近盖玻片的样本，并根据样本的特性，选择合适的物镜观察，尽量减小折射率不

匹配。
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