
第３６卷　第５期 光　学　学　报 Vol．３６,No．５
２０１６年５月 ACTAOPTICASINICA May,２０１６

基于可编程LED阵列照明的透射体视显微镜

孔富城１,２　张玉珍２　孙佳嵩１,２　陈　钱２　左　超１,２
１南京理工大学电子工程与光电技术学院智能计算成像实验室,江苏 南京２１００９４

２南京理工大学电子工程与光电技术学院江苏省光谱成像与智能感知重点实验室,江苏 南京２１００９４

摘要　为了实现对待测样品高质量的体视显微成像,提出了基于可编程发光二极管(LED)阵列照明的透射体视显

微镜.该显微镜光学系统使用可编程LED阵列作为照明双光源,照明孔径、角度以及波长均可自由选择,通过改

变可编程LED阵列上红蓝圆形光源的半径r和圆心间距d 分别实现对体视显微镜焦深和体视角的灵活可控.实

验结果表明,该显微镜系统简便,观察者根据自身需要选择合适的焦深和体视角可有效解决因人眼瞳距个体差异

大引起单一体视角出现的双像不能重合等问题,实现对待测样品的直接体视显微观看.使用数值孔径 NA＝０．１
(４×)的显微物镜,在最佳参数r＝２,d ＝３时可清晰观测到待测样品的层次关系以及相对位置等三维信息.
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１　引　　言
显微镜是一种借助于物理方法产生物体放大影像的仪器[１],自１６世纪问世以来,作为一种通用的观察、
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计量工具,其应用渗透到生活中的各行各业[２Ｇ４].普通显微镜只能提供待测样品的二维信息,不能传达其层

次、相对位置等信息.体视显微镜又称解剖显微镜、立体显微镜,由于可真实反映待测样品的三维形态信息,
因而在生物医学、工业检测、材料检测等领域中得到广泛应用.

人眼获得立体视觉效果[５Ｇ７]有三个必备条件:１)提供给左眼和右眼两路独立图像;２)所提供的两路图像

具有视差,包含一定的深度信息;３)两路图像可完全分离被左眼和右眼独立接收.在国内,体视显微镜的发

展初期,王良诚等[８]提出了“连续变倍体视显微镜”,指出传统体视显微镜是从两个略有差别的角度观看待测

样品,用双通道光路组成体视角为１２°~１５°的目镜组对同一场景下的物体同时采集两个通道的立体图像对

获取物体的景深信息,模拟人眼双目视差形成三维空间的立体视觉图像.传统体视显微镜成像原理简单但

双通道光路的使用不仅使系统笨重复杂,而且焦深和体视角不可自由调节,难以获得理想的观察效果.在国

外,基于空间光调制器的新型体视显微镜近年很受关注,２０１２年 HaslerM等[９Ｇ１０]将空间光调制器置于显微

物镜的后焦面,对待测样品经物镜成像后的光谱进行调制,使其成像在相机电荷耦合器件(CCD)的不同位

置,经后期复杂图像处理实现待测样品立体显微观看;２０１３年LeeMP等[１１Ｇ１２]提出将空间光调制器置于照

明光源处,通过对同一场景在不同角度照明实现体视显微成像的方法.新型体视显微镜克服了传统体视显

微镜系统笨重复杂的缺点,但是空间光调制器价格昂贵,本身的色散效应无法获得理想的彩色体视显微成像

效果,而且焦深和体视角不可自由调节以及不能实现对待测样品直接观看阻碍了新型体视显微镜的推广使

用.无论国内传统体视显微镜还是国外基于空间光调制器的新型体视显微镜,系统笨重复杂,成像效果不理

想,显微镜焦深和体视角不可自由调节都是无法解决的难题.近年来,很多学者采用可编程发光二极管

(LED)阵列或可编程液晶显示屏(LCD)面板作为显微镜照明光源[１３Ｇ１５],由于其能提供不同角度、不同波长、
不同图案的照明方式,有效地解决了现有显微镜依赖通过改变显微镜光学结构转换成像模式的弊端,不仅简

化了系统设计而且使显微镜系统的灵活性大大提升.
本文提出了基于可编程LED阵列照明的透射体视显微镜,不同于现有体视显微镜,使用可编程LED

阵列作为照明双光源实现单通道体视显微成像,通过控制可编程LED阵列红蓝圆形光源的半径r和圆心间

距d 分别实现对焦深和体视角的灵活可调.克服了传统体视显微镜系统笨重复杂、成像效果不理想的缺

点,而且不需要使用空间光调制器和复杂的后期图像处理技术;用可编程LED阵列作为照明双光源,通过改

变半径r和圆心间距d 调整合适的焦深和体视角,实现对待测样品高质量的直接体视显微观看.

２　基于可编程LED阵列照明的透射体视显微镜
２．１　系统原理

基于可编程LED阵列照明的透射体视显微镜光学系统原理如图１所示,由可编程LED阵列、显微物

镜、镜筒透镜、彩色相机组成,按光学系统原理图搭建实验装置如图２所示.其中显微镜的主体框架使用奥

林巴斯cx２２,本显微镜用可编程LED阵列取代了原有的固定科勒照明结构,可编程LED阵列选用市面通

用的P４系列全彩色LED阵列,具体物理参数如表１所示;将彩色相机置于镜筒透镜的后焦面处,彩色相机

型号为TheImagingSourceDMK２３U４４５,主要技术参数如表２所示.可编程LED阵列作为显微镜光学系

统的照明双光源,可提供不同角度、不同孔径、不同波长的照明光源如图３所示.它被安置在距待测样品

h＝８０mm的位置,LED阵列的中心灯位于显微系统光轴上(实验开始前,只点亮LED阵列的中心灯,通过

观察镜筒透镜调整LED阵列位置使中心灯正好位于视野中央,这时将LED阵列固定),l表示LED灯间距

为４mm,本实验选用的显微物镜数值孔径NA＝n􀅰sinα＝０．１,放大倍数是４(其中n 为空气折射率近似为

１,α为显微物镜孔径角２α的半数).若βmax表示光源最大照明角度那么sinα＝sinβmax,由于明场成像主要靠

近轴区的直透光束通过显微物镜光阑成像,形成亮背景下的暗图像,所以要求照明孔径在显微物镜数值孔径

之内,经计算可知在某一特定方向显微物镜最多可透过５个LED灯,即图３中黄色虚线圆区域的光可透过

显微物镜.显微物镜和镜筒透镜组成无穷远校正光学显微系统,待测样品透过显微物镜的光线作为无限远

的平行光束进入镜筒透镜,由镜筒透镜进行成像.彩色相机CCD的成像面与显微物镜的相对位置满足齐焦

的要求,拍摄透过无穷远校正光学显微系统后的待测样品图像.它的成像过程为:将待测样品置于载物台,
控制可编程LED阵列使其显示半径为r、圆心间距为d 的两个圆形图案,其中一个为红色,一个为蓝色(针
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对红蓝立体眼镜),当r＝n 时,直径方向上有(２n－１)个LED灯亮(当n＝１,只有一个LED灯亮;当n≥２
时,光源便显示圆形光源).可编程LED阵列的红蓝两束照明光透过待测样品后,经无穷远校正光学显微系

统成像,两束含有样品图像信息的光束同时入射到彩色相机CCD上,将彩色相机拍摄的图像输入计算机进

行显示,观察者佩戴红蓝立体眼镜观看计算机显示器即可实现直接体视显微观看待测样品立体图像.观察

者通过改变半径r和圆心间距d 获取合适的焦深和体视角,从而得到最佳的观察效果.

图１　光学系统原理图

Fig．１　Schematicdiagramofopticalsystem

图２　实验装置图

Fig．２　Experimentalinstallation

表１　可编程LED阵列的参数

Table１　ParametersofprogrammableLEDarray

Parameter Value
Wavelength/nm Red６３５,green５２０,blue４７５
LEDnumbers ３２×３２
Distance/mm ４
Sizeofluminoussurface/μm １５０
BrightnessperLED/(cd/m２) ２０００
Size/(mm×mm×mm) １２８×１２８×１７
WeightofLEDarray/g １７０
ConeangleperLED/(°) １５０
Powersupply/V ５

表２　彩色相机CCD的参数

Table２　ParametersofcolorcameraCCD

Parameter Value
Resolution/(pixel×pixel) １２８０×９６０

Sensitivity/lx ０．００１５
Assembly SonyICX４４５ALA
Interface USB
Gain/dB ０~３６
Volume/mm Height:２９,width:２９,length:４３
Weight/g ６５

Physicalpicture

２．２　成像机理

基于可编程LED照明的透射体视显微镜成像机理是利用人眼立体视觉原理,彩色相机拍摄同一场景的

物体在红蓝两束不同角度光同时照明的图像,彩色相机拍摄的图像经红蓝镜片过滤,将同一场景有“视差”的
“两”幅图像分别送入人的左右眼,经大脑综合处理可区分物体的相对位置、深度层次关系.具体过程为:从
两个角度分别用频率、波长不同的红蓝光作为显微镜的照明光源对待测样品照明成像,两个圆形光源的半径

为r、圆心间距为d,这种光源设置的目的是模拟形成人眼视差立体视觉,两个角度的照明光源相当于在显

微物镜傅里叶平面的两个位置成像.彩色相机拍摄的经显微物镜和镜筒透镜共同作用后待测样品的图像,

０５１１００５Ｇ３
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图３　可编程LED阵列照明示意图

Fig．３　SchematicdiagramofprogrammableLEDarrayillumination

相当于将红蓝光源单独作用下有“视差”的两幅图像经过综合处理后形成一幅图像,即彩色相机拍摄的图像

实际是含有深度及“视差”信息的“两”幅图像.佩戴红蓝立体眼镜后,红色光源下彩色相机拍摄记录的图像

信息可以进入左眼,蓝色光源下彩色相机拍摄记录的图像信息可以进入右眼,相当于左右眼分别接收到有

“视差”的两幅图像,根据人眼立体视觉的形成原理,两幅含“视差”的图像经过大脑综合形成具有三维效果的

待测样品图像.

２．３　焦深和体视角的控制原理

基于可编程LED阵列照明的透射体视显微镜对焦深和体视角的控制原理如图３所示,通过控制可编程

LED阵列产生红蓝两个圆形照明光源,假设红色圆的半径为r,圆心位于A 点处;蓝色圆的半径为r,圆心位

于B 点处;AB 的长度即为圆心之间的距离d,O 点为AB 的中点也是显微系统光轴与可编程LED阵列中心

灯的交点;OC 为可编程LED阵列与待测样品的距离即h,其中r控制焦深和光强、d 控制体视角.通过改

变两个圆的半径r实现对照明数值孔径角β的控制:

β≈β′＝arctanr/h． (１)
照明数值孔径角β反比于焦深,通过控制β实现对焦深的控制.增大半径r,β变大,焦深变小;减小半径r,β
变小,焦深变大.通过改变红蓝圆心间距d 可实现对体视角的控制:

φ＝arctand/(２h)． (２)
增大水平间隔d,体视角变大;减小水平间距d,体视角变小.

３　实验结果
３．１　使用数值孔径NA＝０．１(４×)的显微物镜的实验结果

用果蝇翅膀和蚊子头部作为待测样品,在双光源不同半径r、不同圆心间距d 下的实验结果如图４、图５
所示.r控制焦深和光强,当r＝１时,焦深最大,但是由于照明光源比较弱,透过待测样品的光强极为有限,
待测样品中的一些“杂质”在相机成像时形成很大的衍射环,对成像质量影响很大.适当调整相机的曝光时

间,拍摄到的实验结果(a)~(c)均较暗,效果不理想,人眼无法观看到清晰的图像细节信息.当r＝３或者更

大时,由于透过样品的光强较大,调整红蓝光源的间距后,透过样品的光束变化不大,拍摄到的图像所含待测

样品的景深信息很少,尽管图像清晰但佩戴红蓝立体眼镜后,图像层次感不强.d 控制体视角即视差的大

小,d 的变化应满足前述人眼获得立体视觉效果的条件,d 太小立体效果不理想;d 太大人眼无法形成立体

视觉.实验在r＝２,d＝３所获得的样品图像立体效果最佳,可清晰看到图４(e)中标号为１的果蝇翅膀明显

叠放于标号为２的翅膀下方,准确观察到两个翅膀的相对位置、层次信息;图５(e)中标号为２的蚊子触角叠

放层次明显不同于其他触角,位于其他触角的上层,仔细观察会发现靠近观察者的蚊子头部在上层.
经上述实验讨论,使用数值孔径NA＝０．１(４×)的显微物镜,在最佳参数r＝２,d＝３时用不同待测样品

拍摄到的理想实验结果如图６所示.
图６(a)用两个光学分辨力测试板叠放在一起作为待测样品,佩戴红蓝立体眼镜明显看到写有字母的光

学分辨力测试板位于写有数字的光学分辨力测试板的上层,层次分布非常清楚,立体感很强;图６(b)~(d)

０５１１００５Ｇ４
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图４　果蝇翅膀在不同半径r和不同圆心间距d 下的实验结果.(a)r＝１,d＝２;(b)r＝１,d＝３;
(c)r＝１,d＝４;(d)r＝２,d＝２;(e)r＝２,d＝３;(f)r＝２,d＝４;(g)r＝３,d＝２;(h)r＝３,d＝３;(i)r＝３,d＝４
Fig．４　Resultsofwingsofdrosophilawithdifferentrandd．(a)r＝１,d＝２;(b)r＝１,d＝３;(c)r＝１,d＝４;

(d)r＝２,d＝２;(e)r＝２,d＝３;(f)r＝２,d＝４;(g)r＝３,d＝２;(h)r＝３,d＝３;(i)r＝３,d＝４

图５　蚊子头部在不同半径r和不同圆心间距d 下的实验结果.(a)r＝１,d＝２;(b)r＝１,d＝３;
(c)r＝１,d＝４;(d)r＝２,d＝２;(e)r＝２,d＝３;(f)r＝２,d＝４;(g)r＝３,d＝２;(h)r＝３,d＝３;(i)r＝３,d＝４

Fig．５　Resultsofheadofmosquitowithdifferentrandd．(a)r＝１,d＝２;(b)r＝１,d＝３;(c)r＝１,d＝４;
(d)r＝２,d＝２;(e)r＝２,d＝３;(f)r＝２,d＝４;(g)r＝３,d＝２;(h)r＝３,d＝３;(i)r＝３,d＝４

图６　不同样品在最佳参数r＝２和d＝３下的实验结果.(a)光学分辨力测试板;(b)苍蝇口器;(c)蚂蚁头部;(d)南瓜厚茎切片

Fig．６　Resultsofdifferentsampleswithoptimalparametersr＝２andd＝３．
(a)Opticalresolutiontestboard;(b)mouthofflies;(c)headofants;(d)stemofpumpkin

分别用苍蝇口器、蚂蚁头部、南瓜厚茎切片作为待测样品,佩戴红蓝立体眼镜可清晰观看到待测样品的各个

结构层次分布及相对位置等三维信息,立体效果很明显.

３．２　使用数值孔径NA＝０．２５(１０×)的显微物镜的实验结果

当换用数值孔径NA＝０．２５(１０×)的显微物镜实验结果如图７所示,佩戴红蓝立体眼镜观察发现对于

相对位置和层次关系等三维信息,(a)图可以清晰反映出编号１的翅膀位于编号２翅膀的上层,(b)、(c)图像

质量太差,无法观看;(d)~ (i)虽然图像清晰,但是样品的三维效果不明显.物镜数值孔径越大(放大倍数

越大),焦深越小,为了增大焦深,由(２)式可知应尽量缩小半径r,当圆形光源半径太小时,透过物镜的光有

限,成像受外界干扰较大,成像质量太差;当圆形光源半径太大时,虽然图像相对清晰,但是高倍镜焦深本身

小,大半径光源的使用又减小了焦深,使得成像的三维效果很不明显.
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图７　果蝇翅膀在不同半径r和不同圆心间距d 下的实验结果.(a)r＝１,d＝２;(b)r＝１,d＝３;(c)r＝１,d＝４;
(d)r＝２,d＝２;(e)r＝２,d＝３;(f)r＝２,d＝４;(g)r＝３,d＝２;(h)r＝３,d＝３;(i)r＝３,d＝４

Fig．７　Resultsofdrosophilawingswithdifferentrandd．(a)r＝１,d＝２;(b)r＝１,d＝３;(c)r＝１,d＝４;(d)r＝２,d＝２;
(e)r＝２,d＝３;(f)r＝２,d＝４;(g)r＝３,d＝２;(h)r＝３,d＝３;(i)r＝３,d＝４

４　结　　论
实验结果表明,选用数值孔径NA＝０．１(４×)的显微物镜,用不同观测物体作为待测样品做多组实验,r

控制焦深和光强、d 控制体视角,当r＝２,d＝３时观看待测样品的立体效果最理想,观察者可清晰看到待测

样品各部分的叠放次序、层次信息以及相对位置等三维形态信息.随着显微物镜数值孔径、放大倍数的增

大,由于受到显微物镜焦深以及透光减少等因素的影响,三维成像质量会变差.本显微镜与现有体视显微镜

相比,其显著优点在于使用可编程LED阵列作为照明双光源,简化了系统设计,不需要复杂的后期图像处理算

法,可实现对待测样品的直接观看;更重要的是赋予了显微镜照明孔径、照明角度以及不同波长照明光的灵活

选择,通过改变半径r和圆心间距d 调整适合的焦深和体视角获得最佳的观察效果.如果想更加细致地调节

焦深和体视角,可选择数值孔径更大的显微物镜、增大待测样品与可编程LED阵列的距离h以及选用LED灯

更小或者灯间距更小的可编程LED阵列进行改进.基于可编程LED阵列照明的透射体视显微镜有望实现新

一代结构简单、成本低廉、成像质量高、可对待测样品直接观看、焦深和体视角灵活可调更人性化的体视显微

镜,在未来的细胞生物学、材料学、纳米技术、医学诊断、生命科学等各领域应用上将展现巨大潜力.
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