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相衬显微镜中的部分相于光成像
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庄松林
〈上海光学仪器研究所)

提要

本立根据部分相干光成像自白理论，分析了光惊的空间相干性及时间帽干性对相衬显微镜戒像质量的

影响，并对相衬环同光哥的形状及大小的匹配问题进行了讨论.结果表明，部分相干光照明将引起位相物

体像的对比度下降.由于相忖环在-22在堕上改变了非零棋谱的特性，因此像面上的光强分布亦有所改

变.如果耐用明条件及植技方式进行一些改进，相衬显微镜的哎像质量将会得到改善.

一、关于光源空间相干性的讨论
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Fig. 1 Schematic of a phase-咽ntrast micros∞F 

J-l(的 -:7i~， 执一的〉

「 2J1 (wb) a2 2J1 (W(j ) V' __ r _2ni_I_2 _2 I _..2 I _.2'\ 10 .1 1 
=7唱 dy[ 问 v 如~VJ(j/ J 呵[丁(:7i~ -zi+yÎ +~)/2fl J，但)

飞 b2 / 

式中 J1(~) 为一阶贝塞尔函数，而

2豆、I (~-X2)且十(的十的)2 ttyz2旦 ..j (:7il 一句):1十 (Yl-Y9) :I 0 11 ~ \.""J. ~;，I J I \.!I~ I [1 21 , "".λh 

当满足物面上两点〈吧，仇)、(:1i!l，的)到光源平面原点的距离之差很小时，相位因子可忽略，

设物之透射函数为 f(~， 剖，从物面透射后的互强度为

J (:lil , !h , :1i!l1 的) =J-l(同←句，的 -Y2)f(z1Jll)f.C :7i2Jh) ， (3) 
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其频谱则为

/(Ul 1 V1 , U2 'L'2) =/-1 (U1Vl , U2V2~⑧ [ff(U1吨)ST气 -U!l， -vs)]o (4) 

如果考虑等晕成像p 通过系统后的互强度就是

J' ('I~， Y1) !li~， Y2) 

=斗= Jf川ffJ J(怡笃缸1 ， Y1 , Xs勾3 铀町川〉炬T(←Xl， 的一hω川〉声)T*υ(归Z4←;-g2岛， 'lI的;-仇ω州)伽ω仇

其中 T(忡X， y)为系统的透射函数y 根据卷积定理，得到像的频谱为

f'(Ul , 'li1, U2， 句) = /C Ul , Vl , U!l, 'V2) μ(吨， Vl , U!l，吵，

μ 为系统透射函数谱p 它与光睡函数 G(tl ， t;ì具有简单的关系

μ(U1 ， '1，'1 ， 出， 1'2) = G ~ U1 , Vl) G篝〈 -1iBJ-b) 。

设滤波函数为 R(u， 川，于是滤波后的像谱为

(6) 

(7) 

/气U1， '/,'1, U2J 'V2) = f'(UIJ V1 , Il!l， ωR(U1 ， ωR*(u'J， 'li坞 (8)

再做一次变换，即得像面上的互强度

J气zLZ/1242yi〉

= ffff J"(U1 1 Vl ， 屿， 叫时

如果光睡足够大3 物谱能全部(或基本上全部)通过整个系统，并且认为是理想成像的条

件下，光睡函数 G(u， V~可作常数处理G 实际的相衬环是一个与光摞像相匹配(一般可能稍

大些〉的介质圆环3 其函数形式为 R(u， 1:: =臼Io(μp 川川表示相衬环的透射率。设相位物

体的相位变化很小3 这样可写出

f(尘 ， y) =exp [iφ ~x ， yJ 土 1 十 i中 ;zp 川， (10) 

其频谱则为

:F(吨。)=å(u) 'I.' ~+iφ ~u ， 川口 (11) 

若 f(x， y) 的频谱J 除零级以外均未受到相衬环的遮栏3 则可得出

J"LzizUL 凡的) = JJfJ t/-1恼，白，向3ψ阳吨，问)ff*(一均叫J}

X R(U1J 叫丁R‘ :U;J， V2)] e:xp [2π.i (x~Uj. 十町的+~x~+ψ2Y;)]

= JfJJf-l(U 

十白(-句， -V2丁] }e立P [2时 (lt!xi 十饨的十~x~十 1，'2Y~)] dUt dV1 du.." dVa 
10 r 2J1 (叫)α2 2J1 (叫) TJ 

叫 -v 叫 J {[t+φ怖的)]
1+~) ""'Il .....a 

× [t +cþ(吨， Y2)J}, (12) 

式中叫守在州i-ziY十咄咄且，叫=守步扩 (Zl-吨川的…的)2 1 于是
可求出像面上的光强分布为
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I (a;', 'Y') =J气zl，剖，功，的〕 |siftFEIo[t 十φ(x' ， ý) ] 1I, (13) 

忽略高阶小量，就有

1(a/, y') =lo(t<J 十 2tφ(尘" y')] 0 (14) 

可见，在准单色扩展光源的照明下，照明和系统的联合效应同物的作用是分开的。当均

匀照明，并且是理想成像的条件下，如果相材环未改变非零频谱，则像的光强分布与物的相

位分布成正比3 像的对比度亦与相干照明条件下推出的结果相一致。然而一般相位物体的

频谱是连续的，而相衬环卫具有一定的面积，它除了作用于零级频谱外，还使附近一些非零

频谱受到遮栏。这些频谱的光在像面上形成的光强分布将不再正比于物体之相位分布，而

是形成背景光强，使像的对比度下降，同时像的光强分布也因失掉了这些频谱成分而立生改

变。

设物谱被分为受到遮栏的岳f (u, 川和未受到遮栏的函"仙，叫两部分，即

ff(υJ v) =Ô忱的 +i[Ø' (u, 'l，)十旷:U， 州， (15) 

这时得到的像面上的光强分布为

盯，的 =lo~.U 日 fðl，:U，川画f (u, v) 十油11 (u ， 巾xp问(ux' +'vy')】叫 2

= Io{ [t 十 φ:'(tpUr) → tdt(z' ， U'〉]2 十[非kzpp 到F丁十 i中~(x' ， y')J2} 

= Io{t !2 +2t [cþ了〈49 旷') - t帚 :，'， x' ， y')J 十 tφ:(zppUP〉 -1￠LZFFν';12

十 [φ~Cx.', yl) 十 tφ;iz' ， ν') J2}, (16) 

式中 φe(grpgF〉及 φo(x' ， y') 分别表示岳阳， 的的偶部与奇部的傅氏变换。考虑 φ;但FPUF丁、

棋， (zYPUP丁、科(后'P YF〉和科l:2二宙')都是很小的量，并且 t 也很小(一般取为 0.1""0.01) ，忽

略高阶小量P 则

1 (x' ， 宙') =10 [t
2 斗 2tφ了寸:'缸')]0 (17) 

像的光强分布显然发生了改变，一般说来，这种改变主要表现为对比反转，因为相衬

环首先遮栏的将是零级附近的频谱c 此外，当含有大部分能量的低级频谱被遮栏而发生衰

减后p 即使不出现明显的对比反转y 也会因构成像的光强分布的有效频谱的能量太低，以至

于同背景干扰混在一起而无法辨清。下面通过一个具体的显微镜系统来考察相衬环的遮拦

所带来的影响。

仍取图 l 中的结构，取物镜 L'J、 Ls 的焦距分别为 6mm 和 150mm，相衬环与光源像的

大小一致，环内半径 Rl，为 lmm，外半径 R2 为 1. 5mm也设透射物体的相位呈正弦分布2 即

j(a:, y) =exp[icsin2xuoXJ, (18~ 

其频谱为

:T(u， 的= ~. J"， (c) δ (u-mUo)ð ，:的 (19)

式中 J".(均为例阶贝塞尔函数。由于 e 值很小，所以光能量主要集中在低频部分(见表白，

这时可把上述的傅氏变换对简化为

i州矿山iosi叫
归 (20)

F忡，心〕生 8忱的十二2' [15~u-l句，功十o (u+uo , v)] 。
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Tabre 1 

在环状扩展光源照明下p 谱面上的光强分布为光源像(忽略衍射效应)与 l ‘r(u， v) 户的

卷棋。如果相位光栅的空间频率较低，则被相衬环遮拦的那部分有效频谱的能量较多〈见图

刻，若被遮栏的能量占到总能量的 90% 以上，像的光强分布将会发生明显的改变。根据面

积积分3 可求出被遮拦的能量与总能量〈不包括零级及 2 级以上频谱的能量)的比值曲线2 如

困 3 所示。当空间频率低于 1∞Imm 时3 参加成像的有效频谱的能量已少于 10%0

E'jE 

0.8 
!1 

• 0.6 

0.4 

。.2 ← t

o~ 
1∞/mm u.， -iø/.λla 

Fig. 2 T\\""o first-order spectra Fig. 3 Ra tio of the energy of the e:ffectìva 

of a phase grating coveroo bya sp町traωvered by a pbase plate to energy of 

pbase plate the total e:ffecrive spectra 

对于非周期的相位分布s 亦有类似的结论。图 4 为根据电子计算机数值计算所得到的

不同边长的正方形相位韧体的像的光强分布曲线2 为了便于比较y 在强度坐标及位置坐标上

使用了相对值3 并且除去了背景光强。显然当边长 s 为 O.OO6mm 时p 像的中心光强下降了

90%，己出现了明显的对比反转口此时看到的已不是一于正方形的光斑p 而可视为一个光

环!这种放应在实际的相衬显微镜中可以容易地看到，对于较大的物体图形，其像的边缘会

变得更亮(亮相衬〉或更暗(暗相衬)，即出现轮廓突出的现象。

图 5 画出了相同的相位物体在相衬环取不同的环宽度时的像的光强分布。随着环宽度

n m 
ω
 

马
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Fig. 4 Image intensity curves of 罔uar回 with different siæs, Bl =1 mmJ R，=1.5皿皿
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的增加，遮栏作用变强，相位物体的像的对比反转越明显。可见3 减少相柑环的宽度是提高

相衬显微镜成像质量的一个有效办法。

二、关于光源时间相干性的讨论

在普通的相衬显微镜中，照明光的光谱宽度可通过滤色片限制到数百援。相衬环的镀

膜仅能对某一特定被长的光产生锣/2 的相位移动。而偏离此波长的光则不是 π/2 的相位移

动。所有这些波长的光的综合作用将使像的背景亮度增加，对比度下降，下降的幅度与照明

光的光谱宽度及其相位偏移量中值波长同特定波长的偏离程度有关。

设光源为复色点光源，即其光谱宽度为 2ßλ3 面积趋于霉，其中某一波长的光在像面上

的贡献为

M刷(旷2d， 3 归!币j刀j阳(闹id州叫d讪ω]$试$(仙u阳，卢川钉叫们) +i油φ(忡仰u叽叩3卢@叫巾)

= Ite阻xp(归〉十 4忡cþ (a/ , y') J
2dl). 

... [t2十到如 2φ (X' ， y') +扩(a;'， y')JdI ,., 

式中hα=号子lt忡n川Z
b:为为膜自的甘厚度 D 忽略高阶小量，得

(21) 

dI (Z' J y') = [fl 十 2t也呻(x'， y')Jdll.o (22) 

设照明光整个光谱宽度对应的相位移动范围为 2坝，则

2A俨2~b (旦旦一土-旦十-l-)' (23) 
飞 λmλ刑 ^M λJl/

h、 λ霄，分别表示光谱宽度的上限放长与下限波长。偏移量的中值相对于特定波长的相位移

动量的差值为

血2= :Æ b (旦旦~+旦旦一土}一旦。
飞 λmλ， λMλ，ILJ 2 <;1 

(24) 

如果在 2血1 内视光强为均匀分布，则

dl~ = _ ~o d.α 
2血耳 ' 

(25) 
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把 (25ì式代入(22)式进行相分，得到像面上总的光强分布为

T r~+æ，+.:ldl 
I(m' ， Y， ) ==J一 [f~+2tsin呻(z' ， 的]da

ι ...J(.Jol J :~-+.4a川 .Ja，

E忐~{2叫+2tφ(尘， I y') [ oos (号+~-叫一∞s(号十均十血:1)]}

=忡忡2t'.þ (W'I y') 与fL倒叫。

像的对比度则是

(26) 

jtl= 1 jp y')fIot9 主φ(z\ y')~坦坐.!-cos 血，
I ot :1 t r" - J ~ / Jαl 

(27) 

讨论:

2 
(1) 必.1- .1α2=OJ 则 Mz7φ:3'，仙。这是以单色光照明，并且照明光波长与镀膜时

取的特定波长相一致时的情况p 像的对比度最好:

2 
(2) L1α1=0，匈剖， ME7φ以，矶。ω~o 这是以单色光照明，但其波长与特定波

$ 
长不相一致时的情况。对比度随着岛，的增加而下降，当~=古时，对比度为零，相衬效

果完全消失(见图的;

:r 

Fig. 6 Con trast curτe when the W.3γelength 

of tbe illuminating lj g-ht is not eq l.ìat to the 

(3) Ja2 = 0 J L.1<l1 + 0 J jJ =干￠(z'，

y') 节阳明光町的波长
宽度，但其相位移动量中值恰为何/2，对

.Ja~ 比度随 4α1 增大而下降，但效果不及Ja:)

明显J Jα1=π 时，对比度下降至零(凡图

7); 
special wavelength (4) 血1 与 4的均不为零，对比度下

降最明显p 这亦正是普通相衬显微镜的工作状态。由此可知，要提高相衬显微镜的成像质量，

有效的措施就是减小照明光的光谱宽度p 并使相位移动量中值等于何12 0 一般说来，在 2血1

范围内光能量并非均匀分布，因为滤色片对偏离其中心波长的光的透射率是下降的，所以实

际像的对比度可能稍好些。

,,- -、
"‘· 

-;ç 
Jc.l 

Fig. 7 Contrast curve for Ja:.=O, Åll 争。

a 
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三、结束语

相衬显微镜中采用部分相干光照明将引起像的对比度下降，其中一个主要因素是由于

照明光具有一定的光谱宽度或者其相位移动量中值不是 π/20 因此从光源的时间相干性出

发，应该减小光谱宽度。从光源的空间相于性出发，由于谱面上的零级频谱并非是一个点脉

冲分布，而是一个由光匾尺寸所决定的衍射分布画数与光源像的卷积3 因此相衬环的形状及

大小应与这个卷积像相匹配o但是因相衬环有了一定的面积，就使一部分低级频谱受到遮拦

而衰减并发生 z/2 的相位移动，从而使像的光强分布发生了变化。这是影响像对比度的另

一主要因素，解决它的一个办法就是减小光源面积，从而使相衬环面积减小。

针对上述主要因素J 可采用一些切实可行的办法来消除它们对成像质量的影响D 如采

用单色光源或使用窄带滤色片，并在使用中尽可能使滤色片的中心波长与相衬环的特定波

长相一致(中心波长的光能量透射最多)。在不降低像面亮度的前提下，设法改变光源以及

与之相匹配的相衬环的形状p 如采晴多环形式以便减少每个环的宽度，或者采用许多点光源

构成的编码光源以及与之相匹配的滤波函数，均可以减少对低级频谱的遮栏3 从而使像对比

度得到提高。

总之，相衬显微镜中采用部分相干光照明，其像的对比度是低于由相干照明条件下推导

出的理论结果的，如果对照明条件及滤波方式加以适当改进，将会提高相衬显微镜的成像

质量，这些尚需要今后作进一步的研究。

参考文献

[ 1 ] 庄地林，钱拒邦编者;<光学传递函数>， (机械工业出版社， 1981) ， 156。
l. 2 J M. 玻思， E. 沃耳夫著只光学原理)O(上、下册)， (科学出版社， 1978--1981) ， 6韭80
[3] 麦伟斟著;也光学传递函数及其我理基耻::Þ， (国防工业出版社， 19(9) , 2440 

[4:] J. W. 颐í!门着;也傅里叶先学导论>， (科学出版社， 1976) ，但.



136 光 学 且且
千A 报

Imagillg of phase contrast microscopes under 

partially coherent i lIumÍnation 
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Abstract 

6 卷

Effects of either spatially or temporaUy partlal coherence On the image qnality of 

a mloroscOpe are oonsidered in this paper. Calcula tion resu1ts indicate that rrnder 

partially coheron七 illu皿ination 七he image con trasL w ill be lower than 出at under 

coherent illumina七ion ， but it can be improved by utilízing a carefully designed light 

source and Q, special spatial fil国r.


