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摘要!共聚焦显微镜以其高对比度'高分辨率及可重建三维图像的独特优势!在生物医学研究'

微细加工'半导体和高分子材料的生产检测等领域获得广泛应用"常用的共聚焦技术方法有(

传统的激光扫描共聚焦显微镜%

,.*1

&!其特点是获得的图像对比度和分辨率高!但需要逐点扫

描!帧成像时间长!系统复杂!体积大!价格昂贵#碟片共聚焦显微镜%

.F*1

&是采用多光束扫描

的方法来获得共聚焦图像!速度可以大大提高!但牺牲了共聚焦图像的分辨率!系统更为复杂!

且不能调整轴向分辨率#结构光显微镜%

.)1

&具有方法简单!可模块化设计!成本低!成像质量接

近于激光扫描共聚焦显微镜!成像速度快!性价比较高"
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普通的显微镜在获得聚焦处信息的同时也获得离焦处的信息!该离焦信息会影响观察到的图像!其

效果犹如在聚焦处铺上了一层3薄纱4!大大降低了图像的对比度%所谓的共聚焦显微镜!可以尽量多地

抑制聚焦处之外的杂散光!以保证获得的图像仅仅来自样品聚焦处的信息!即像面和观察面是完全3共

轭4的!去除了3薄纱4的影响!对比度更高!且可分层获得样品的信息!也就是光学共聚焦图像!获得样品
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多幅连续的共聚焦图像!即在不破坏样品的情况下可用这些二维共聚焦图像重建出样品的三维图像!非

常适合于活体观察!并已成为生物医学'材料科学和半导体等领域的重要研究工具%目前除了传统的激

光扫描共聚焦显微镜#
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激光扫描共聚焦技术原理及其特点$

:

'

激光扫描共聚焦显微镜!是在普通显微镜的基础上增加了3共聚焦技术4和3激光扫描技术4%共聚焦

图
#

!

,.*1

的原理

7C

M

6#
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':CEKC

G

584J,.*1

技术!就是在共聚焦显微镜的光路中设置了两个共聚焦针孔!即照

明针孔和探测器针孔!并与样品上的聚焦点共轭%具体原理如图
#

所示!激光光源发出的激光束!通过照明针孔后成为点光源!经物镜

成像在样品上为一个聚焦点!从聚焦点发出#或反射$的光反方向经

物镜成像在探测器针孔处!也就是说!放置在探测器针孔后面的探

测器只能接收来自聚焦点的光!减少了非聚焦处杂散光的干扰!从

而提高获得图像的对比度%这就是一个点物体的共聚焦成像原理!

需要配合对样品的逐点扫描才能实现样品的二维共聚焦成像%一

般采用激光扫描技术实现对样品的二维扫描成像!即在光路中安装

两个检流镜!其转动角度可控制!分别用于控制光束对样品进行
A

和
V

方向的逐点扫描成像!以获得样品某个深度的共聚焦图像!改

变载物台的轴向#

(

方向$位置!并获得一系列样品不同深度的共聚

焦图像!即可在不破坏样品的情况下对样品进行三维重建!实现样

品的三维观察%

,.*1

的横向分辨率接近于普通显微镜的
$

倍!轴向分辨率可

达到几百纳米%虽然如此!但由于存在共聚焦针孔!抑制了绝大部

分的杂散光!使得探测器接收到信号很微弱!需要高灵敏度的光电

倍增管
'1(

作为探测器!但其量子效率低!获得的图像信噪比低&

另外!由于采用逐点扫描成像!成像时间长!结构也比较复杂!还需

要高成本的激光作为光源%

图
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的原理
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碟片共聚焦技术原理及其特点$

<

'

,.*1

是基于单光束扫描成像!效率低!成像速度过慢!不利于活体的观察%碟片共聚焦显微镜是基

于多光束扫描的方法!速度大大地提高!可以实时成像%其具体原理如图
$

所示!在样品聚焦平面的共轭

面上放置一个可以旋转的碟片!碟片上开有很多针孔阵列!光

源发出的光经过这些针孔后形成许多点光源!经过物镜成像在

样品的聚焦平面上!从样品聚焦点发出#或反射$的光反方向经

过物镜成像后又聚焦到原来的针孔上#即碟片上的针孔同时充

当照明针孔和探测器针孔$!通过
T"

4分光镜后成像在面阵探

测器上!这样可以同时多个点成像!再配合碟片的高速旋转!可

以实现快速的二维成像%用碟片上的微透镜阵列提高照明效

率!以进一步提高成像速度(

$

)

%

相对于
,.*1

!由于多点成像!探测器的积分时间可以比

较长!且采用面阵图像传感器如
**F

!其量子效率比较高!获

得的图像信噪比也会比较高!不需要激光作为光源&多点成像

也带来些不足!一是杂散光会通过邻近的针孔进入面阵探测

-
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器!降低图像的对比度!影响分辨率&二是碟片的针孔大小是固定的!不像
,.*1

的探测器针孔是可以调

节的!也就不能改变分辨率&三是系统更复杂'昂贵%

=

!

结构光显微技术原理及其特点

结构光显微镜
.)1

是将结构光测量方法应用到共聚焦测量中的一种显微镜%它是在落射显微镜基

础上增加照明调制功能!即在照明光路中插入一个空间光调制器#如光栅$!见图
!

所示!照明受到光栅调

制后经物镜投影在样品上!在样品的聚焦平面上将受到调制照明的照射!而在远离聚焦平面处则不被调

制!受调制的聚焦平面信息和不受调制的非聚焦平面信息将同时进入成像探测器!改变照明的调制相位

并成像!获得一组不同调制相位的图像!如图
T

#

<

$所示!采用相移算法可以算出聚焦层的图像即共聚焦图

像(

!>T

)

!如图
T
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$所示%
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图
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和
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获得切层图像比较
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该方法只需获得
!

帧调制图像即可重建出一幅共聚

焦图像!且采用的是面阵相机!速度可以大大地提高%实

现也简单"硬件上只需增加照明调制及相移功能!可以采

用空间光调制器如数字微镜阵列#

F1F

$来实现(

"

)

!再配

合软件上简单的相移算法!即可在普通的落射显微镜上

获得共聚焦图像%
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5<EL

大学的
+L<I';KN8

博士对

该技术与
,.*1

的性能进行了比较测试!见图
T

所示!表

明
.)1

获得的图像质量接近于
,.*1

(

T

)

&且该技术也不

需要采用激光作为光源!成本低!也被称为3穷人的共聚

焦显微镜4%

@

!

结
!

论

从上述的三种共聚焦显微镜的原理及其技术特点来

看!

,.*1

虽然具有分辨率最高!且轴向分辨率可调整的

优点!但是其成像速度慢'信噪比也不高'系统复杂且昂

贵!在一定程度上限制了其应用!特别是不能用于活体观

察&

.F*1

的成像速度快!可以实时成像!但其分辨率有所

降低!轴向分辨率不可调!系统复杂!价格昂贵&而
.)1

具

有实现简单!成本低廉!且成像质量接近于
,.*1

!速度较

,.*1

快!性价比较高%
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