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偏振激光照明对多层薄膜
结构成像对比度影响
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摘要：光学多层干涉断层扫描技术 (Optical multilayer interference tomography，OMLIT) 应用于光电关联显微镜中以

实现清晰的光学大视场成像，为高分辨率电镜图像提供目标区域标定。为了进一步提升成像对比度和定位精度，将偏

振照明和 OMLIT 成像技术相结合，提出一种多层薄膜偏振照明的理论模型，使用矩阵传输方法对不同入射角的偏振

光在不同材质、厚度的多层薄膜介质间的传播及干涉成像进行了仿真。结果表明，当照明光的电场振荡方向平行于入

射面时，能够获得比非偏振光更高的图像对比度。当照明光以 62°入射角照射金属银镀层样品表面，成像对比度提升

高达 138 倍。这项工作为偏振照明 OMLIT 提供了理论基础，为光电融合显微成像技术的发展提供了全新的技术

方案。

关键词：偏振成像；矩阵算法；多层薄膜；光学多层干涉断层扫描技术
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Abstract: Optical multilayer interference tomography (OMLIT) is used in correlated light and electron microscopy to
image  a  large  field  through  an  optical  microscope,  providing  the  navigation  of  the  region  of  interest  for  later
nanometer-resolution electron microscope imaging. In order to further improve the imaging contrast and positioning
accuracy of thin film samples, a theoretical model combining polarization illumination and OMLIT is proposed. This
model is written in the matrix formalism and the propagation of polarized light through different layers with various
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incident  angles  is  simulated.  The  simulation  results  show  that  using  the  polarized  light  with  an  electric  field
oscillating  parallel  to  the  incidence  plane  (p-polarization)  exhibits  a  much  higher  imaging  contrast  than  the
unpolarized light. Especially when the p-polarized light illuminates on an OMLIT sample, of which the first coating
layer  is  Ag,  with  an  incidence  angle  of  62°,  the  imaging  contrast  can  be  vastly  enhanced  by  138  times.  The
presented model provides a theoretical basis for polarization illumination OMLIT, pathing a new technical way for
the development of the correlated light and electron microscopy technique.
Keywords: polarimetric imaging; matrix algorithm; multilayer thin film; optical multilayer interference tomography

 
 1   引　言

脑科学是当前生物学的重点研究领域，它帮助我

们了解意识建立的生物学基础。人类脑部大约包含千

亿个神经元，每个神经元产生约 1 万个突触连接，绘

制脑部神经网络图谱能够更好地了解脑部信息传递，

揭示大脑工作原理[1-2]。光电关联显微镜 (Correlated
light and electron microscopy，CLEM) 因其能兼顾毫

米尺度成像和纳米级别分辨的能力，在脑科学的研究

中受到广泛应用[3-4]。CLEM 首先通过光学显微镜实现

毫米尺度的成像，然后在选定区域使用电子显微镜观

测纳米级结构。为了高精度的电镜成像定位，提升光

学成像的分辨率和对比度至关重要。

目前光学成像主要分为荧光标记和无标记两类方

法。荧光标记[5-7] 对特定生物组织进行标记，成像对

比度高。然而，荧光标记是稀疏标记，无法观测细胞

中所有神经元形态，并且荧光样本制作流程与电子显

微镜样本制作流程不完全兼容，荧光标记中的靶向免

疫荧光基团和基因编码的探针会损伤细胞中的微小结

构[8-9]。无标记光学成像如功能光声显微镜[10-11]、光学

相干断层扫描[12]、光学相干层析成像[13-14] 等，虽然可

以观察到视野中的所有神经元形态，但是轴向分辨率

低、成像对比度低，不容易与电子显微镜相关联。

为了进一步发展光电关联成像技术，Schalek 等

人 研 制 了 自 动 卷 带 超 微 切 片机 (automated  tape
ultramicrotome，ATUM)[15]，可以将生物样本切成 29
nm 的超薄切片，提升轴向分辨率；使用卷带自动收

集掉入水船中的超薄生物样本切片，能够对收集到的

样本切片进行光学和电镜观察。2021 年张若冰等人

在 ATUM 基础上首次提出了光学多层干涉断层扫描

(optical  multilayer  interference  tomography， OMLIT)
技术[16]，利用多层薄膜之间的反射光相互干涉以增强

光学图像对比度，提供高对比度光学图像。由于该技

术不使用荧光标记，避免了细胞超微结构的损伤。但

是目前 OMLIT 使用白色 LED 作为光源，照明方式为

垂直落射式照明，没有对光源和照明条件进行进一步

优化。

由菲涅尔公式可知，光束在穿过两个介质的交界

面时，不同偏振态的光反射率不同。椭偏仪[17]、布儒

斯特角显微镜[18-19] 等就是根据这种现象，完成对薄膜

折射率、薄膜厚度等信息的探测。然而由于生物组织

大多是浑浊介质，光束在进入生物样本后会发生散射，

因此这种偏振性质较少用于生物组织成像。通过

ATUM 制备的生物样本切面平整，厚度一般为几十

纳米，生物散射影响微弱，可将其视为一层薄膜，使

得对其进行偏振成像成为可能。

基于此，本文结合 OMLIT 和偏振光照明的优势，

提出了一种使用线偏振光倾斜照明多层薄膜结构以提

升光学图像对比度的理论方法。该方法利用具有特定

电场振荡方向的线偏光在不同介质表面的反射光的相

干叠加，提供比 OMLIT 更高的光学图像对比度。本

文从理论仿真角度构建了采用偏振照明的多层薄膜干

涉成像模型，模拟偏振光与非偏振光对成像对比度的

影响，并对现象进行了解释。同时对不同金属镀层、

照明角度和卷带的影响都进行了理论仿真和分析，为

最佳实验参数的选择提供理论指导。

 2   理论与方法

定义入射平面为 y-z平面，其中 z为深度方向，

如图 1 所示。任何平面波都可以由 TE 波 (横电波，

电矢量垂直于入射面，也称为 s 偏振态 Es) 和 TM 波

(横磁波，磁矢量垂直于入射面，也称为 p 偏振态 Ep)
组成[20]，计算中假定所有介质层都是无源且非磁性的，

得到分层介质的特征矩阵M[21] 表达式如下：

M(z) =

 cos(k0nzcosθ) − i
q

sin(k0nzcosθ)

−iqsin(k0nzcosθ) cos(k0nzcosθ)

 , (1)

k0 =
2π
λ0

λ0 θ式中： 为波数， 为入射光波长， 表示入射
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n =
√
εµ

q

q =
√
ε

µ
cosθ

q =
√
µ

ε
cosθ

光线与 z轴的夹角， 为折射率，取决于材料

介质的介电常数 ε和磁导率 μ，其实部表示介质对光

场的散射，虚部表示介质对光场的吸收， 为与偏振

相关的物理量。TM 波和 TE 波在麦克斯韦方程中数

学形式相同，因此 TM 波的公式可以由 TE 波直接置

换得出，当为 TE 波时， ，为 TM 波时，

。特征矩阵能够确定单色平面波在分层

介质中的传播，并且将特定平面的电矢量同 z=0 时平

面的电矢量相关联。
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图 1　多层薄膜结构示意图
Fig. 1　Schematic of a multilayer thin film structure

 

当含有多个分层介质时，多层薄膜的特征矩阵可

以由单个介质的特征矩阵相乘得出，即可以将多层介

质等效为一个单层的介质，即

M = M1 M2 M3 · · ·Ml =

[ m11 m12

m21 m22

]
. (2)

M j

4×4

每一层的特征矩阵采用 表示，其中 j表示层数，

l表示最后一层，m为 矩阵中的对应元素。

由于电场和磁场在通过分层介质的边界时切向分

量连续，可以得到：

A+B = (m11+m12ql)T , (3)

q1(A−B) = (m21+m22ql)T , (4)

ql

q1

其中：A为入射波的电矢量振幅，B为反射波的电矢

量振幅，T为折射波的电矢量振幅。 为多层介质中

最后一层介质的 q值， 为第一层介质的 q值。推导

可得等效介质膜的反射系数 r和反射率 R：

r =
B
A
=

(m11+m12ql)q1− (m21+m22ql)
(m11+m12ql)q1+ (m21+m22ql)

, (5)

R = |r|2 . (6)

R1 R2

由于生物组织中不同部位处的折射率存在差异，

导致传输矩阵 M存在差异，进而影响反射率 R，不

同折射率部位处的反射率不同，成像对比度定义为细

胞中两处不同部位反射率 和 差值比[16]：

Ccom =
R2−R1

R1
. (7)

接着介绍多层薄膜结构模型，如图 1 所示，共分

为四层。第一层为超薄生物样本切片；第二层为金属

纳米镀层，在电子显微镜观察时能够传导样品表面的

电子，在激光照明时，能够将光部分反射回样品，增

强图像对比度；第三层为卷带层，常使用 kapton 卷

带，用来自动收集超薄样本切片[22]，其厚度为固定

值 50 μm；第四层为基底，常采用导电胶带以释放电

子显微镜观察时产生的电子，厚度为固定值 50 μm。

npos1

npos2 npos1

npos2

生物组织折射率有很多种[23]，为简化模型计算复

杂度，将模型简化为细胞两种不同部位的折射率，分

别为细胞内折射率 和重金属标记区域的折射率

。 由环氧树脂折射率[24-25] 和小鼠脑细胞质折

射率[26] 共同决定，为一个范围值，本文取中间值

1.426[16]。进行超薄切片时，通常用重金属 Os 进行染

色[27-28]，这些重金属离子会吸附在蛋白质表面，提高

成像对比度。 由树脂[24-25]、细胞质[26]、细胞膜[29]、

重金属离子[27-28] 的折射率共同决定，同样为范围值，

本文取中间值 2.183+0.9645i[16]。生物组织样品的折射

率在可见光范围内基本不随波长变化[30]，仿真时忽略

这部分影响。金属层与卷带层的折射率随入射光波长

改变而改变，仿真时，照明光波长设为 488 nm，金

属采用折射率如表 1 所列，卷带折射率为 1.8605+
0.00084i[31]。

npos1 npos2

λ0 n

θ

依据公式，对比度差异源于细胞中不同部位介质

折射率 与 不同而导致的反射率 R不同。当样

本为多层薄膜时，多层薄膜都会产生反射光，这些反

射光相互干涉，从而增强对比度。同时，成像对比度

与入射光波长 、各镀层折射率 与厚度 z、入射角

度 有关，当前 OMLIT 使用白色 LED 光源垂直落射

式照明，没有对偏振分量 q和入射角度 θ进行优化。

因此本文提出一种偏振照明的光学多层干涉模型，并

对上述关键数值进行模拟和仿真，以提供更好的光学

图像对比度。

 3   数据仿真与分析

首先以 Fe 材料金属镀层为例进行仿真，计算多

层薄膜样本在 p 偏振光、非偏振光和 s 偏振光照明下

的成像对比度，仿真结果如图 2 所示。由于非偏振自

然光中 p 偏振和 s 偏振的光功率相同 [21]，本文以相

同光功率的 p 偏振光和 s 偏振光叠加模拟非偏振光
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照明。

图 2 中，插图 (b)、(c) 和 (d) 分别是非偏振光、

p 偏振光和 s 偏振光在入射光角度为 65°时成像对比

度随金属镀层厚度与样品切片厚度变化的仿真图像，

其最大值对应图 2(a) 中标注的位置，此时生物样本厚

度分别为 50 nm、68 nm 和 40 nm，金属镀层厚度分

别为 34  nm、36  nm 和 36  nm，成像对比度分别为

1.01、22.81 和 0.39。接着对入射角度从 0°到 90°进行
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图 2　(a) Fe 金属镀层时不同偏振态及角度的影响；65°入射角时 (b) 非偏振光照明，

(c) p 偏振照明和 (d) s 偏振照明时的仿真图像

Fig. 2　(a) The effect of different polarization states; Simulation images for (b) unpolarized light,
(c) p-polarized light and (d) s-polarized light at 65° incidence angle

 

 

表 1　不同镀层金属下的最佳成像对比度

Table 1　Optimal imaging contrast under different coating metals

Metal
Refractive index

at 488 nm[31]

Optimum
incidence angle/°

Coating
thickness/nm

Slice
thickness/nm

Contrast using
p-polarized light

Contrast using
unpolarized light

Al 0.77+5.91i 64 130 68 153.5 3.5

Ag 0.05+3.02i 62 150 54 684.2 4.9

Au 1.13+1.84i 65 86 46 40.5 1.1

Co 1.86+3.51i 65 50 64 44.5 1.6

Cr 2.67+3.28i 65 36 68 28.7 1.2

Cu 1.23+2.54i 65 72 56 48.4 1.5

Fe 2.72+2.86i 65 36 68 22.81 1.0

Pt 0.53+4.28i 64 58 62 175.1 3.4

Ti 0.39+3.50i 63 78 58 226.4 3.7

张子建, 等. 光电工程, 2023, 50(7): 230089 https://doi.org/10.12086/oee.2023.230089

230089-4



仿真，将各角度下最大值绘入图 2(a) 中，得到非偏振

光 (三角形线条)、p 偏振光 (圆形线条) 和 s 偏振光

(矩形线条) 照明时的最佳成像对比度曲线。横坐标为

入射光角度，纵坐标为金属镀层和生物切片厚度最优

时的成像对比度，为无量纲单位。当用 s 偏振光或非

偏振光进行照明时，最佳成像对比度会从 1.48 开始

逐渐下降，直至变成 0。当用 p 偏振光进行照明时，

最佳成像对比度会逐渐上升，在 65°时达到峰值，为

22.81，之后随照明角度增加逐渐降低至 0。当垂直入

射时，p 偏振光与 s 偏振光的电场矢量振动方向都与

样品平面平行，因而成像对比度相同。随着照明入射

角度逐渐增大，电场矢量振动方向与样品平面产生夹

角，成像对比度产生差异。仿真结果表明，使用 p 偏

振光进行照明时，能够大大增强图像对比度，远大于

单独使用 s 偏振照明或非偏振照明时的图像对比度。

Rp Rs

Rpposl Rppos2

s Rsposl Rspos2

θB

这种现象可以通过 p 偏振光和 s 偏振光在不同角

度照明下反射率与折射率不同来定性分析。仅考虑空

气射向生物样品层时的光传播现象，忽略各层薄膜厚

度和反射光干涉的影响，对结果进行解释。当使用 p
偏振光和 s 偏振光分别在相同角度照明时，空气与生

物样品层的交界处会拥有不同反射率，记为 和 。

同时，生物切片被简化为细胞两个不同部位的折射率，

这两个部位反射率的解析解可使用菲涅尔方程表示[32]，

如图 3(a) 所示。p 偏振光照明两个部位时的反射率分

别为 与 ，用实心圆形和空心圆形线条表示；

偏振光照明时的反射率分别为 与 ，用实心

矩形和空心矩形线条表示。当偏振光从低折射率介质

进入高折射率介质时，p 偏振光的反射率会随着入射

角度的增加先减少至最低值而后增加至 1，反射率最

低时对应的角度称为布儒斯特角 。此角度下 p 偏振

光几乎全部折射进入下层样品，而 s 偏振光一部分折

射进入下层介质，一部分反射。

Rppos2 /Rppos1 −1

Rppos2 /Rppos1 Rs

Rp Rs

由式 (7) 可知， 取值越大，则成像

对比度越大。如图 3(b) 所示，图中实心圆形为 p 偏振

光照明时成像对比度，实心矩形为 s 偏振光照明时成

像对比度。使用 p 偏振光在空气与生物组织不同部位

处的布儒斯特角附近角度照明时，反射率的数值更低，

的值更大。而 s 偏振光照明时的反射率

则随着入射角度的增加从起始数值逐渐增加至 1[32]，

没有出现与 p 偏振光相似的趋势，因而根据式 (7) 计
算出的成像对比度始终在下降。这是 p 偏振光比 s 偏

振光照明成像对比度更高的原因。在接近 90°入射时，

细胞两个不同部位的 和 趋于 1，因而成像对比度

接近 0。这里我们从菲涅尔方程角度对空气入射到生

物表面时的情况进行了解释，说明了 p 偏振光比 s 偏

振光照明时对比度更强的原因，并且一般在布儒斯特

角附近。然而在实际的仿真过程中，这样的反射现象

在每层交界处都会产生，此外还需要考虑各膜层厚度

以及多层薄膜之间反射光相互干涉产生的影响，因此

定性分析的最佳成像对比度和最佳入射角度会与多层

薄膜仿真存在差异。在偏振照明多层薄膜干涉成像计

算中，能够充分考虑到这些因素，计算结果更准确。

为了探究不同金属镀层材料下的最佳入射角度、

金属镀层厚度以及生物切片厚度与成像对比度的关系，

我们对不同材料的金属镀层做了仿真模拟，发现其

在 p 偏振照明的情况下均能获得更好的成像对比度，

仿真结果如图 4 所示，其中横坐标为金属镀层厚度，

纵坐标为生物样本切片厚度。图中虚线交汇处为最大

成像对比度，其数值与图中轮廓线的峰值相同。横向

轮廓线表明在横向虚线指示生物样本厚度下成像对比
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Fig. 3　(a) Fresnel function of Rp and Rs; (b) Contrast of Rp and 和 Rs as a function of incidence angle
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度随金属镀层厚度的变化趋势；纵向轮廓线表明在纵

向虚线指示金属镀层厚度下成像对比度随生物样本切

片厚度的变化趋势。

图 4 表明，在生物样品切片厚度不变的情况下，

随着金属镀层厚度的增加，不同材质金属镀层对应的

成像对比度变化虽有细微差别，但变化趋势相同，即

成像对比度先上升，之后几乎保持恒定。这种现象和

金属折射率的虚部有关，当金属镀层厚度超过一定数

值后，光束在金属镀层中被完全损耗吸收，故成像对

比度不再随着金属镀层厚度增加而发生变化。表 1 列

举了不同材质金属镀层的最佳成像对比度及其对应的

镀层厚度和生物切片厚度，即图 4 中两条虚线交叉点

的横、纵坐标。最佳成像对比度同时依赖于生物样本

切片厚度，针对不同材质的金属镀层，生物样本最佳

切片厚度介于 45 nm 到 71 nm 之间。表 1 最后一栏为

非偏振光照明时的最佳成像对比度，用以与 p 偏振光

照明时的成像对比度做数值比较。需要注意其切片厚

度和镀层厚度与 p 偏振光照明时的参数不完全相同。

随着照明入射角度从 0°开始逐渐增大，所有金属

n = n0+ κi

n0 κ

n0

的最佳成像对比度变化趋势与图 2 趋势相同，即对比

度随照明入射角度增大而增大，入射角度达到 65°附
近时达到峰值，之后随照明角度增大而减小，越接

近 90°，成像对比度越低，最佳成像对比度始终在两

种生物介质的布儒斯特角之间。根据表 1 可以发现，

改变金属镀层的材质后，最佳成像对比度也会相应发

生变化，所有金属镀层的最佳入射角度均在 65°左右。

不同的金属镀层之间，使用 p 偏振光照明均能取得比

非偏振光更大的图像对比度，普遍能提升 20 倍以上，

Ag 镀层高达 138 倍。这种对比度的差异源于金属镀

层的复折射率 ，对模型中折射率进行模拟

后发现，实部 越小，虚部 越大，最佳成像对比度

越大。例如表 1 中，金属 Al、Ag、Pt 和 Ti，其折射

率实部 均小于 1，其最佳成像对比度值均大于 150。
这也为金属镀层的选择提供了理论指导意义。

上文探讨了金属镀层对成像对比度影响，我们对

卷带与基底对成像对比度影响也做了模拟仿真，以

Fe 为例，结果如图 5 所示，图中实心矩形线条为带

有卷带与基底的四层结构模型，空心矩形为只有生物
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(c) Au, (d) Co, (e) Cr, (f) Cu, (g) Fe, (h) Pt and (i) Ti at the best polarization incidence angle
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样品与银镀层两层薄膜结构的模型。图 5(a) 为不同入

射角度下的最佳成像对比度，图中两条仿真曲线几乎

重叠，说明卷带与基底在偏振 OMLIT 模型中对成像

对比度增强影响较小。图 5(b) 为 Fe 镀层不同厚度时

65°入射角下的成像对比度，此时生物样品厚度为 68
nm。可以发现，当金属镀层厚度小于 50 nm 时，光

束依旧能穿过金属镀层，这时卷带能够提供一部分反

射光，因而成像对比度略大于没有卷带和基底时的情

况。而当镀层厚度大于 50 nm 后，光束无法穿过金属

镀层，因而有无卷带与基底成像对比度都表现一致。

 4   结　论

为进一步提升 CLEM 中光学成像对比度，本文

利用分层介质的特征矩阵建立了偏振照明多层薄膜干

涉理论模型，并进行了数值仿真。仿真结果表明，使

用 p 偏振激光照明多层薄膜样本时能够获得比非偏振

光更大的图像对比度；采用多种金属材料进行仿真模

拟，发现 p 偏振光的最佳入射角度都在 65°附近，这

两种现象可以用菲涅尔方程和布儒斯特角定性解释。

同时，不同材质金属镀层的厚度在超过一定数值后成

像对比度几乎保持不变，这是由于绝大部分光在金属

镀层中被损耗吸收。金属镀层折射率的实部越小，虚

部越大，处于最佳入射角度和最佳生物样本厚度时，

成像对比度越大。卷带能够自动收集超薄切片，基底

用于传导电子，这两层结构使得该技术更容易在光电

关联成像中应用，但对成像对比度影响较小。

本文在 OMLIT 与偏振照明的基础上，提出了一

种使用 p 偏振光倾斜照明生物样品-金属镀层-卷带-基
底多层薄膜结构以提升成像对比度的方法，能够将多

层薄膜干涉成像技术与偏振照明的优势结合起来。

与 OMLIT 理论模型相比，采用偏振激光倾斜照明的

方式能获得更大的图像对比度，但是采用激光进行宽

场照明会不可避免地产生散斑，影响成像质量，因而

需要借助其他技术消除散斑的影响，例如通过多角度

照明[33] 或者图像重建算法[34] 进行散斑消除。本方法

为多层薄膜样本提供了一种新型的高对比度成像方式，

有助于增加光学照明成像下的生物信息含量，从而更

好地进行光学图像与电镜图像的配准。
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Effect of polarized laser illumination on imaging
contrast of multilayer thin film structure

Zhang Zijian1,2, Wang Tianyi1,2, Xu Xin1,2, Wang Jixiang1,2, Zhang Xin2,
Zhang Ruobing2, Shi Guohua2*, Ye Hong2*

Overview: Optical  multilayer  interference  tomography (OMLIT)  is  an  optical  image  technique  that  has  an  ultrathin
sample film affixed on a multilayer structure to enhance the image contrast through light interference. This method is
used in correlated light and electron microscopy to first image a large field through an optical microscope providing the
navigation of the region of interest for later nanometer-resolution electron microscope imaging. Polarization imaging is
widely used in biology to improve system resolution. In order to further improve the imaging contrast and positioning
accuracy,  a  theoretical  model  of  multilayer  film  polarization  imaging  is  proposed  by  combining  polarization
illumination and OMLIT.

At  first,  taking  the  metal  coating  of  Fe  material  as  an  example,  the  matrix  formalism  theoretical  model  is  used  to
calculate  the  imaging  contrast  of  multilayer  film  samples  under  the  illumination  of  polarized  light  in  two  orthogonal
directions  and  unpolarized  light.  The  simulation  results  show  that  using  the  polarized  light  with  an  electric  field
oscillating parallel to the incidence plane (p-polarization) exhibits a much higher imaging contrast than the unpolarized
light.  This  phenomenon  can  be  qualitatively  explained  by  the  Fresnel  function,  which  describes  the  difference  in
reflectivity  and  refractivity  of  two  orthogonally  polarized  lights  illumination  under  different  angles.  The  matrix
formalism theoretical model can accurately calculate the effects of the thickness of each film layer and the interference of
reflected light between multilayer films. Subsequently, the model is used to simulate nine different metal coatings. The
results show that, with the slices of biological samples being unchanged, the imaging contrast increases initially and then
remains stable. This phenomenon is related to the imaginary part of the metal refractive index. After the thickness of the
metal exceeds 50 nm, the light beam is completely absorbed within the metal coating, hence increasing the thickness no
longer causes a change in imaging contrast. Among the nine types of coatings, the Ag coating provided the best imaging
contrast. With an incidence angle of 62°, the imaging contrast is vastly enhanced by 138 times. Finally, the effects of tape
and  substrate  are  simulated,  and  the  results  showed  that  the  imaging  contrast  in  the  multilayer  films  remained
unchanged  regardless  of  whether  tape  and  substrate  are  present  or  not  when  the  metal  coating  material  is  Fe.  This
indicates that  the enhancement effect  of  tape and substrate on the imaging contrast  in the polarized OMLIT model is
relatively small.

The presented model provides a theoretical basis for polarization illumination OMLIT, pathing a new technical way
for the development of the correlated light and electron microscopy technique.
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