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荧光波长对共焦显微镜成像特性的影响!
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摘要： 导出了共焦显微镜中不同荧光波长情况下的荧光功率传输函数、三维脉冲响应函数（$*%+,-）和三维光学

传递函数（$*%./-）。结果表明，不同的荧光波长对共焦显微镜的空间截止频率、分辨率、光学传递函数存在明显的

影响。当激发波长与荧光波长的比值下降到一定程度时，可以看到明显的失锥现象。
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’ 引 言
共焦扫描显微镜一经提出，就受到人们的关注2

近十多年来，其理论研究和应用研究都取得了很大

进展［’!(］。共焦显微镜与普通光学显微镜相比具有

极其明显的优点：能对物体的不同层面进行逐层扫

描，从而获得大量的物体断层图像；可以利用计算机

进行图像处理；具有较高的横向分辨率和纵向分辨

率；对于透明和半透明物体，可以得到其内部的结构

图像。在理论研究方面，绝大多数文献都只是讨论

了荧光波长等于激发波长这一特殊情况［1!’)］，很少

讨论不同荧光波长对共焦显微镜成像特性的影响。

由于荧光波长范围很宽，不同的荧光波长对成像特

性存在明显的影响。因此选取合适的荧光波长进行

成像，一方面可以提高成像质量，另一方面可以获得

物体在不同荧光波长时的图像，为研究生物学细胞

的生命过程提供影像学手段［’#，’(］。本文讨论了不

同荧光波长对共焦显微镜成像特性的影响。

" 共焦显微镜中的不同波长的荧光功

率传输函数
共焦显微镜的原理图如图’所示，从这个系统

出发导出不同荧光波长的功率传输函数。
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对于点源、点探测器的共焦成像系统，!A、!8分别

为描述光源和探测器函数的光学坐标矢量，!7 和!=
分别为以激发波长!7 和荧光波长!=为单位的光学

坐标矢量，由于单光子荧光正比于入射光振幅的二次

方，因此物面上产生的单光子荧光强度分布为［’)］：
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式中，$（!7D!A）为激发光经过物镜L的三维脉冲响应函数，!" 为扫描点的位置矢量。

从物面上的单光子荧光经物镜L和分束镜M,聚焦到探测器平面的成像过程属于非相干光成像过程，

因此可以写出探测器平面上的单光子荧光强度分布为：
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考虑到探测器有一定的大小&（!8），最后可写

出图’所示的光学系统的单光子荧光功率传输函数

为：
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考虑!)"（!&!!)）!&，交换’!&和’!’的积分次序后得：
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根据成像理论，成像系统中像的光强分布是物的光强

分布函数与系统的脉冲响应函数的卷积，因此，由（+）

式得到图,所示的成像系统的三维脉冲响应函数为：

’（!）"
｛#（!&）"#!$&（!&）(［ $)（!)）("#!&（!)）］｝*（-）

式中"#! 为三维卷积。

! 不同荧光波长对分辨率的影响

对于点源、点探测器的共焦显微镜成像系统，

有#（!%）""（!%），&（!’）""（!’），则由（-）式可得

单光子荧光共焦显微镜的三维脉冲响应函数为：

’（!）" $&（!&）( $)（!)）(， （.）

式中，$&（!&）为激发光经过物镜/的三维振幅脉冲

响应函数［,!］，
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式中，$)（!)）为荧光经过物镜/的三维振幅脉冲响

应函数［,+］，
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(（"，#）为光学系统的光瞳函数，而""+!-，#"
,!-为归一化直角坐标，-为光瞳半径。

为了研究不同荧光波长对共焦显微镜分辨率的

影响，下面分别从横向和纵向进行讨论。

!*, 荧光波长对横向分辨率的影响

在（5）式中，令离焦参数)&"7，即可得到激发

光经过物镜/在焦面上的二维脉冲响应函数：
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在（6）式中，令离焦参数))"7，即可得到荧光经过物镜/在焦面上的二维脉冲响应函数：
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=, 为一阶贝塞尔函数。把（,7）式、（,,）式代入（.）

式，得单光子荧光显微镜中焦斑的横向分布：
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当荧光波长等于激发波长时，单光子共焦显微镜焦

斑的横向分布是［,+］
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对（,(）式进行计算，得到不同荧光波长情况下，单光
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子荧光的横向分布如图!所示。可以看出，在单光

子共焦显微镜中，激发波长与荧光波长的比值越大，

焦斑的横向分布越窄，对应的横向分辨率越高。

"#! 荧光波长对纵向分辨率的影响

在（$）式、（%）式中，令!&"’!&#’!("’!(#’
)，即横向坐标为零，则可分别得到激发光和荧光经

过物镜*的三维脉冲响应函数在光轴上的分布：

$&（)，)；%&）’!
+,

&（!，"）&-.+/
%&
!

（!
!0"

!［ ］）1!1"’
234（%&!5）

%&!5
， （65）

$(（)，)；%(）’!
+,

&（!，"）&-.+/
（#&!#(）%&

!
（!

!0"
!［ ］）1!1"’

234［%&#&!（5#(）］

%&#&!（!#(） # （67）

把（65）式、（67）式分别代入（8）式得：
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当荧光波长等于激发波长时，单光子共焦显微镜焦

斑的纵向分布为［6)］：
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对（68）式进行数值分析，结果如图"所示，可以得到

类似横向分辨率的结论：在单光子共焦显微镜中，

93:#" ;<&=-3=>(>?@A&2B&4B&.@34C2.A&=1(?4BC3@4（DE9）

激发波长与荧光波长的比值越大，焦斑的纵向分布

越窄，纵向分辨率越高。

5 不同荧光波长对三维光学传递函数

的影响

为讨论方便，我们引入归一化空间频率：
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，

式中，("、(#、() 为空间频率。

以荧光波长#(为单位的空间频率和以激发波

长#&为单位的空间频率存在下列关系：

$(’
#(
#&$&#

引用下列关系［6)］：
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对（8）式作三维傅里叶变换，即可得到不同荧光波长时的单光子共焦显微镜的三维光学传递函数：
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式中，$为横向归一化空间频率，&为纵向归一化空

间频率。由（6G）式可以推出不同荧光波长条件下，

单光子共焦显微镜的纵向截止频率与横向截止频率

满足：

& "
（60#&!#(）

!
， $ "!60

#&
#（ ）
(
#（!)）

6!!66)期 裴红津等： 荧光波长对共焦显微镜成像特性的影响



当荧光波长等于激发波长时，!!!!"#$，

" !$， # !%，

与文献［$&］结果一致。

对（$’）式进行数值计算，可以得到在不同激发

波长时，光学传递函数的的三维曲线图。由图%可

以得到以下结论：当荧光波长大于激发波长时，随着

激发波长与荧光波长比值的增大，曲线越来越饱满，

系统的成像效果越好。当激发波长与荧光波长的比

值等于&($时，可以看到明显的失锥现象。

)*+(% ,-.""/0*1"23*42567*"834!9-"24.156*:"0;/<=,)

> 实验结果

实验上，我们设计出实用的共焦显微镜的光路

图［$?］，在此基础上，成功研制了一台偏振共焦扫描显

微镜。可以对不同的样品进行透射式或反射式成像，

先后得到了集成电路［$］、生物组织［$?］等样品的成像

图片。图>是我们得到的不同层面的花粉图像。

)*+(>@15+"34!5A466"2

结论 讨论了不同荧光波长对共焦显微镜的荧光功

率传递函数、三维脉冲响应函数、焦斑的空间分布和

三维光学传递函数的影响，得到了它们在不同激发

波长与荧光波长比值时具体的表达式，并且通过数

值计算，得到了它们的曲线图，结果表明，随着激发

波长与荧光波长比值的增加，焦斑的横向分布和纵

向分布变窄，横向分辨率和纵向分辨率提高，系统的

成像效果变好。当激发波长与荧光波长的比值下降

到一定程度时，可以看到明显的失锥现象，严重地影

响了成像效果。
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C--**E期 裴红津等： 荧光波长对共焦显微镜成像特性的影响


