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摘要：荧光显微镜是常用的医用光学仪器之一，分布在各大医院科研、病理、检验等部门。光源

是荧光显微镜的主要组成部分，使用新型的ＬＥＤ光源替代传统的高压汞灯，以及把数码相机改

为ＣＣＤ摄像装置，使现有的荧光显微镜上了一个等级，达到现代荧光显微镜的水平。
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引　言

ＬＥＤ（ｌｉｇｈｔｅｍｉｔｔｉｎｇｄｉｏｄｅ）发光二极管是一种能将电能转化为可见光的固态半导体器件。由于ＬＥＤ

这种新型照明光源既节能又环保，被认为“白炽灯照亮２０世纪，ＬＥＤ将照亮２１世纪”，也因此发现蓝光

ＬＥＤ的３人获得２０１４年诺贝尔物理奖。国外很快把ＬＥＤ这种新型光源应用到新研制的荧光显微镜中，

但这种产品价格昂贵，极少有医院购买。目前大量使用的荧光显微镜都是采用老式的汞灯，为了克服汞

灯照明的缺点，本文根据医院工作的需要，通过反复实践和改进，把ＬＥＤ新型光源应用到现有的荧光显

微镜中，并取得了满意的结果。同时也将ＣＣＤ（ｃｈａｒｇｅｃｏｕｐｌｅｄｄｅｖｉｃｅ）摄像装置应用到现有的荧光显微

镜中，大大扩展了荧光显微镜的功能。
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在十二五期间，医院获得很多国家级课题和省部级课题。这些课题离不开显微镜的使用，而实际情

况是大多数显微镜功能老化，跟不上国外医用光学仪器的发展，同时存在着以下几个问题：（１）显微镜视

场不清晰；（２）显微镜照明功能障碍，照明不均匀；（３）观察细胞的光线太弱；（４）视场切割。因此，必须

对在用的仪器进行改造，使显微镜功能可靠和操作简化。经过显微镜性能测试，本文选择对正置荧光显

微镜进行改造。

１　荧光显微镜工作原理

荧光显微镜是医院科研、病理、检验等部门常用的医用光学仪器之一。因为普通的显微镜是在明亮

的背景上观察暗物，而荧光显微镜是在暗背景下观察彩色的图像，因此它比普通的显微镜分辨力提高

１００倍，可以观察到普通显微镜看不到的细节
［１］。但是它的调整，校正难度较高，只要解决了荧光显微镜

的问题，其它显微镜问题就迎刃而解。

图１　荧光显微镜光学系统
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图１是透射式荧光显微镜的光学系统图。由汞灯发出

的各种谱线的光线，经激发滤光片后只让某一种波长的紫

外光线通过，如波长为４０４．７ｎｍ蓝紫光，经反光镜后，激发

样品产生荧光。激发滤光片将其他波长的光线滤掉，并使

样品激发荧光，所以称其为激发滤光片。通常，激发产生的

荧光波长比激发样品的光的波长大得多，是可见光。这样

产生的荧光和透过样品的一部分激发光（紫外光），经物镜

成像后，人眼即可用目镜观察荧光图像。为了防止紫外光

进入目镜视场，降低图像衬度和损伤人眼，放置了一块截止

滤光片，它只让某一部分波长的谱线通过，如只让５００～

７５０ｎｍ的可见光通过，而不让５００ｎｍ以下的光通过。

图２　汞灯的发射光谱
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　　从图中可以看出，光源是荧光显微镜主要组成部分，

以前荧光显微镜都采用２００Ｗ的超高压汞灯作光源，它

是由石英玻璃制作，中间呈球形，内充有一定量的汞，工作

时在两极间放电，引起水银蒸发，球内气压迅速升高，当水

银完全蒸发时，可达５０～７０个标准大气压力，这一过程一

般约５～１５ｍｉｎ。超高压汞灯的发光是电极间放电使水银

分子在不断解离和还原过程中发射光量子的结果。它发

射很强的紫光，足以激发各类荧光物质，因此被荧光显微

镜普遍采用。汞灯的发射光谱如图２所示。

２　高压汞灯使用简介

高压汞灯调整非常复杂，调整步骤如下［２］。

（１）开启汞灯后，在显微镜工作台上放１张白纸，并从物镜转换器中转出物镜，即转换器上出现的

空孔位于光轴上，卸去转换器上保护盖（如无空孔，可卸掉１个低倍物镜，校正完毕后再旋上）。拉（或

转）动显微镜主体内的滤光片座，选用透过绿光的滤光片组，使反射照明有光通过物镜转换器孔，此时

在白纸上可看到汞灯照亮的光斑。如光斑太亮，如图３（ａ）可以插入中性滤光片，或戴上太阳眼镜，以

保护眼镜。

（２）转动聚光镜调焦旋手３，见图４，使汞灯光弧在白纸上成像清晰，因汞灯室内装有１个用来增加亮

度的球面反光镜，于是在白纸上看到２个光弧的像，见图３（ａ）。旋转２个汞灯调节旋手４、８和２个反光

镜位置调节旋手５、７，使２个光弧并立，见图３（ｂ），再转动反光镜聚焦调节旋手６，使２个光弧有接近相等

的亮度，见图３（ｃ）。

·４６３·
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图３　汞灯调焦和校正步骤
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图４　汞灯灯室
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　　（３）旋转２个汞灯调节旋手４、８和２个反光镜位置调

节旋手５、７，使２个光弧重合，再调节聚光镜调焦旋手３，

得到放大并且均匀的光弧像，见图３（ｄ），这样汞灯校正工

作就完成了。转入物镜后，根据物镜具体倍率，稍微调节

一下聚光镜调焦旋手３就可以了。

从开始调整到结束要１ｈ左右，这对非专业人员是很

难完成的，所以，更换一个灯就要请专业公司人员来重新

调整一次，这样工作量很大，影响科研工作的进度。总之，

使用高压汞灯作光源，除了调整复杂外，还具有易损耗、视

场不清晰、照明不均匀等缺陷。

３　犔犈犇的使用及其特点

３．１　犔犈犇和汞灯对比

（１）汞灯是会发射出对人体有害的紫外波长的光，而ＬＥＤ光源发射特定波长的激发光，能够有效地

激发样品，不存在紫外幅射，能有效确保使用安全。

（２）汞灯寿命一般为２００～４００ｈ，而ＬＥＤ使用寿命达到５００００ｈ，比传统的汞灯提高１００倍，极大延

长了使用寿命，降低了成本。ＬＥＤ因输出强度高，波长稳定好，能确保激发有效性。

（３）汞灯开关一般要预热３０ｍｉｎ，而ＬＥＤ光源为实时开关，不需要预热和冷却。

（４）汞灯光源一般!

一个稳压器，占有相当大体积，而ＬＥＤ光源安全性"

，体积小，可随意搬动，不存

在汞泄漏污染和发烫问题。

（５）汞灯在安装时，需要调节光源中心，换另一汞灯也需要重新校正光路，而用ＬＥＤ不需要光路

调节。

（６）汞灯光源亮度是一定的，要通过减光玻璃来减弱其强度，而ＬＥＤ光源则可通过旋纽来调节亮度。

（７）汞灯１００～２００Ｗ，发热量大，需要激发电源，而ＬＥＤ光源可选配、移动，这样突然停电不会影响

使用。

由于使用了ＬＥＤ光源，使仪器具有更多优点
［３］，因此应该把新型ＬＥＤ光源用到荧光显微镜中来。

表１　犔犈犇发光效率对比

犜犪犫．１　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犔犈犇犾狌犿犻狀狅狌狊犲犳犳犻犮犻犲狀犮狔

国家和地区 发光效率／％

中国 ６０～６８

美国、欧洲 ７０～８０

３．２　犔犈犇选型和国内外对比

国内外ＬＥＤ的主要参数，如表１所示。

从表对比知，显然是欧美的发光效率高些。

由于目前国内ＬＥＤ的功率只有５Ｗ，现选用德国

ＬＥＩＣＡ公司的产品，功率为１０Ｗ，亮度可调。由

于价格比较贵，今后发展的方向还应采用国内的

ＬＥＤ，以降低成本。

·５６３·
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３．３　犔犈犇的结构

用于显微镜中的ＬＥＤ外型如图５所示。

图５　犔犈犇外型图

犉犻犵．５　犗狌狋犾犻狀犲犱狉犪狑犻狀犵狅犳犔犈犇

原仪器带有２种波长的激发滤光片：１号激发滤光片波

长为５１０～５５０ｎｍ；２号激发滤光片波长为４６０～４９０ｎｍ。

为此，配置了 ＬｅｉｃａＳＦＬ１００型的波长为５３０ｎｍ 和

４７０ｎｍ的２个ＬＥＤ光源
［４］，如图５中１，它有上下２个。分

别用２个交换式电源供应器２供电，通过电源插头４插入

ＬＥＤ光源，插到底，并用螺母５拼紧。

这种根据不同的波长，采用磁性定位结构８替代弹性片

定位结构的ＬＥＤ切换机构，克服了弹性片容易变形，定位不

明显的缺点，目前在国内还没有见到，这也是在技术上的一

种创新。

４　犆犆犇摄像装置的使用

ＣＣＤ是一种半导体成像器件，具有灵敏度高、抗强光、体积小、畸变小、寿命长、抗震动等优点，所以本文又

在原有的仪器上，把数码相机改成ＣＣＤ摄像装置，如图６所示。

在原有的荧光显微镜１上的数码相机接口２上，安装成像物镜３，通过物镜３成像到ＣＣＤ４上，通过

图像卡５把ＣＣＤ接受的信号传到计算机７里，在计算机显示屏上得到要观察的图像。软件６用于图像的

归档、保存和对图像的亮度、衬度、颜色等进行调整。这种结构设计时，中继物镜必须要有调焦机构，以保

证目镜成像和计算机屏幕同时清晰。

图７是改制的ＣＣＤ摄像装置照片，是在原仪器上安装了ＬｅｉｃａＤＦＣ２９５摄像装置，代替了原仪器的数

码相机，这是本仪器上第２个改制。本摄像装置能通过计算机的软件，把３００万像素扩展到７００万像素，

所以性价比很高。

图６　摄像装置的原理图
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图７　摄像装置

犉犻犵．７　犘犺狅狋狅犵狉犪狆犺狔犱犲狏犻犮犲

图８　荧光试样照片

犉犻犵．８　犘犺狅狋狅狅犳犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲狊狆犲犮犻犿犲狀

５　结　论

由于采用了ＬＥＤ新光源，这次改制后视场清晰度达

到８０％，视场均匀性几乎达到９０％，分辨率也有很大提

高，并在我院普外、肿瘤等６个学科和１７个自然科学基金

项目中得到了应用。图８是仪器改造后所拍摄的荧光试

样照片。

（下转第３７０页）
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　　近年来，世界上一些经济发达国家围绕ＬＥＤ的研制展开了技术竞赛，如日本“２１世纪光计划”，美国

“下一代照明计划”，欧盟“彩虹计划”。我国目前ＬＥＤ产品还属于中、低端的产品，通过本文介绍，如果各

大医院能够把现有的荧光显微镜都进行这样的改制，不但能节省大量的外汇，而且也会推动ＬＥＤ工业的

发展，为振兴民族工业发挥更大的作用。
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