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摘要：概述了光学宽视场显微镜、共聚焦显微镜、超分辨率显微镜中所应用的现代显微成像技

术，对各种传统和先进的显微成像原理进行了总结。光学宽视场显微镜最常用的显微技术有明

场成像、暗场成像、相衬成像、偏光成像、微分干涉（ＤＩＣ）成像、调制对比成像和荧光成像。相衬

成像中根据不同的成像结构还有切趾相衬成像。微分干涉除了传统的偏振光照明还有圆偏振

光照明（ＣＤＩＣ）和专用于塑料的微分干涉（ＰｌａｓＤＩＣ）。共聚焦显微镜随着计算机技术和制造技

术的发展而有了巨大的发展。除了传统的共聚焦荧光显微镜以外，还有连续反斯托克斯拉曼散

射（ＣＡＲＳ）共聚焦、多光子共聚焦和白光共聚焦。超分辨率显微镜中主要介绍了受激辐射淬灭

（ＳＴＥＤ）技术和紧随基态淬灭显微技术的单分子返回（ＧＳＤＩＭ）技术。

关键词：宽视场显微镜；共聚焦显微镜；超分辨率；显微成像技术

中图分类号：Ｏ４３５　文献标志码：Ａ　犱狅犻：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００５５６３０．２０１５．０６．０１７

犐犿犪犵犻狀犵狋犲犮犺狀狅犾狅犵狔犻狀犿狅犱犲狉狀犿犻犮狉狅狊狔狊狋犲犿狊

犣犎犃犖犌犡犻犪狀犵狓犻犪狀犵
（ＬｅｉｃａＭｉｃｒｏｓｙｓｔｅｍｓ（Ｓｈａｎｇｈａｉ）Ｃｏ．，Ｌｔｄ．，Ｓｈａｎｇｈａｉ２０１２０６，Ｃｈｉｎａ）

犃犫狊狋狉犪犮狋：Ｔｈｅｉｍａｇｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｉｎｍｏｄｅｒｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｆｏｒｗｉｄｅｆｉｅｌｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ｃｏｎｆｏｃａｌ

ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅａｎｄｓｕｐｅｒｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｉｓｏｕｔｌｉｎｅｄｈｅｒｅ．Ｔｈｅ ｍｏｓｔｆｒｅｑｕｅｎｔｌｙｕｓｅｄ

ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｉｎｔｈｅｗｉｄｅｆｉｅｌｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｉｓｂｒｉｇｈｔｆｉｅｌｄ，ｄａｒｋｆｉｅｌｄ，ｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔ，ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ，

ＤＩＣ，ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎｃｏｎｔｒａｓｔａｎｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ．Ｉｎｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔ，ｔｈｅｒｅｉｓａｌｓｏａｐｏｄｉｚｅｄｐｈａｓｅ

ｃｏｎｔｒａｓｔ．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，ＤＩＣ，ＣＤＩＣａｎｄＰｌａｓＤＩＣａｒｅａｌｓｏｐｒｅｓｅｎｔｅｄ．Ｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｉｓ

ｄｅｖｅｌｏｐｅｄｇｒｅａｔｌｙｗｉｔｈｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｃｏｍｐｕｔｅｒａｎｄｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ．Ｂｅｓｉｄｅｓ

ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｃｏｎｆｏｃａｌｓｙｓｔｅｍ，ｔｈｅｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆｃｏｈｅｒｅｎｔａｎｔｉＳｔｏｋｅｓＲａｍａｎｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ（ＣＡＲＳ）

ｃｏｎｆｏｃａｌ，ｍｕｌｔｉｐｈｏｔｏｃｏｎｆｏｃａｌ，ｗｈｉｔｅｃｏｎｆｏｃａｌａｒｅａｌｓｏｅｘｐｌａｉｎｅｄｉｎｄｅｔａｉｌ．Ａｓｆｏｒｓｕｐｅｒ

ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ｔｈｅｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｅｍｉｓｓｉｏｎｄｅｐｌｅｔｉｏｎ（ＳＴＥＤ）ａｎｄｇｒｏｕｎｄｓｔａｔｅ

ｄｅｐｌｅｔｉｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｍｏｌｅｃｕｌｅｒｅｔｕｒｎ（ＧＳＤＩＭ）ａｒｅｃｌａｒｉｆｉｅｄ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｗｉｄｅｆｉｅｌｄ；ｃｏｎｆｏｃａｌ；ｓｕｐｅｒｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ；ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｉｍａｇｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

引　言

显微镜根据成像方式可以分为光学宽视场显微镜、共聚焦显微镜、体视显微镜［１］。光学宽视场显微

镜和共聚焦显微镜更多地应用于生命科学研究，对成像的要求更高，而体视显微镜更多应用于工业领域，
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对数码化和人性化的要求更高［２］。本文主要阐述用于生命科学领域的显微成像技术，光学宽视场显微镜

常用的显微技术有明场成像、暗场成像、相衬成像、偏光成像、微分干涉（ＤＩＣ）成像、调制对比成像和荧光

成像，共聚焦显微镜常用的显微技术有荧光、全反射、超分辨、多光子和白光共聚焦成像。

１　光学宽视场显微镜

在光学宽视场显微镜中的各种成像技术中，明场、暗场、偏光和荧光成像是为了使需要观察的标本结

构可见，而相衬、微分干涉、调制对比成像是将标本结构中的相位变化显现出来。很多情况下几种成像技

术同时使用。

１．１　明场成像和暗场成像

明场成像是最基本的显微成像技术，其他所有的成像技术都是以明场成像为基础的。明场成像光路

如图１所示，光源通过集光镜和聚光镜聚焦到标本上，如果是临界照明，灯丝的像直接会聚到标本；如果

是科勒照明，灯丝像会聚在聚光镜前焦面，由聚光镜再照射到标本上。透射过标本的光线由物镜收集在

物镜后焦面上形成光瞳的像，光瞳的像是相对于空间的成像光线角度的分布，现代显微镜中多用这个位

置进行各种对比方式的变化。经过后焦面后，光线进入镜筒透镜，镜筒透镜将相对于空间的角度分布变

换为相对于空间的位置分布，即在镜筒透镜的后焦面形成中间像面。现代显微镜中，在镜筒透镜形成中

间像面之前，会利用Ｃｍｏｕｎｔ镜头转接中间像面到摄像头上，从而实现数码成像，便于现代教学和研究。

最后中间像面由目镜成像到眼睛的视网膜上，从而看到放大的像。

图１　明场成像光路图

犉犻犵．１　犅狉犻犵犺狋犳犻犲犾犱狅狆狋犻犮犪犾狊狔狊狋犲犿

　　暗场成像和明场成像只有照明光路有所区别。暗场成像是以超出物镜数值孔径的角度照明，标本由

于大角度照明产生衍射光或者散射光，包含在物镜数值孔径内的衍射光或者散射光由物镜收集，按照明

场光路投射到眼睛或者摄像头。暗场照明如图２所示，有两种方式：一种是透射式暗场照明，直接用中间

不透光的圆环在聚光镜前焦面拦截光线；另一种是反射式暗场照明，暗场反射镜面安装在物镜外壳靠近

标本的位置，光线经过暗场反射镜面以超出物镜数值孔径的角度入射在标本上，标本发出的衍射或者杂

散光由物镜收集后成像。反射式暗场照明镜面有的是球面，有的是非球面，有的在照明光路中加上微透

镜或者散射片，都是为了实现大面积均匀照明。

·１５５·
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图２　暗场成像光路图

犉犻犵．２　犇犪狉犽犳犻犲犾犱狅狆狋犻犮犪犾狊狔狊狋犲犿

１．２　相衬成像

相衬成像光路如图３所示。相衬成像是在物镜后

焦面或者后焦面的共轭位置，也就是光线角度相对于

空间分布的位置（光瞳位置），选取某一环带的光线，将

通过这一环带０级光线强度降低到和１级衍射光相

同，再将０级光线的相位改变１８０°，和１级衍射光的相

位相反。这样当光线在光瞳面进行相位和强度变换

后，镜筒透镜将其按照空间位置合成，在中间像面就会

凸显出由１级衍射光所表征的结构特征，同时由于０

级光变弱，背景将比较暗。

不同级次的衍射光在经过标本（类似光栅的作用）后分开，０级衍射光经过物镜中的相衬环后强度和

相位发生了变化，物镜相衬环的宽度小于某种特征结构产生的衍射角对应的宽度，这样该０级光对应的１

级衍射光可以保持强度和相位不变。介于这个角度之间的特征结构，１级衍射光会有部分产生强度和相

位的变化，在和０级衍射光合成的时候就会产生光晕，而且角度越小，光晕的影响越大，这是相衬成像的

缺点。一般会根据经验找到一个合适的相衬环宽度，光晕和成像细节平衡得比较好。

图３　相衬成像光路图
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正是由于相衬成像的这种特点，只有某种结构的

相位变化可以通过相衬成像反映出来。一般是通过相

衬成像较易反映细胞内部结构，但不易反映细胞的边

界。其他结构，特别是以上提到的小角度的结构，都或

多或少的有一些光晕产生。

Ｎｉｋｏｎ公司采用了切趾相衬成像的方法，将小角

度的光线透过率进一步降低，小角度的光线对应于大

尺寸的结构，也就是非精细结构的强度降低，同时大角

度的光线对应于小尺寸即精细结构更容易显现出来。

１．３　偏光成像

图４　偏光成像光路图

犉犻犵．４　犘狅犾犪狉犻狕犪狋犻狅狀犮狅狀狋狉犪狊狋狅狆狋犻犮犪犾狊狔狊狋犲犿

偏光成像顾名思义就是用偏振光进行成像。偏光

成像分为正交偏振和锥光偏振两种，光路如图４所示。正交偏振是指经过起偏器的线偏振光经过聚光

镜、标本、物镜后，标本的偏振特性会使原来的线偏振光的振动方向发生变化，只有垂直于原来线偏振光

振动方向的偏振光可以通过后面的验偏器，从而被目镜接收。正交偏振是直接用目镜观察的偏振成像方

式。另外一种锥光偏振是指用勃氏镜和目镜直接观察物镜后焦面的偏振光成像，其余和正交偏光相同。

由于观察的是物镜后焦面的成像情况，相当于观察的

是标本面上光线的角度随空间变化的情况，所以称之

为锥光偏振。锥光偏振一般配合大数值孔径的物镜

使用。

偏光成像在生命科学领域的应用较少，主要用于

地质材料科学研究中。

１．４　微分干涉成像

微分干涉也是将标本的相位差转化为振幅变化后

进行成像，这一点和相衬成像相同。但是微分干涉只

对０级光进行调制，而相衬成像对０级光和１级光进

行调制。

图５为微分干涉成像光路图。在明场成像的基础

·２５５·
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上，聚光镜前焦面上放置起偏器和渥拉斯顿棱镜。线偏振光被分为寻常光ｏ光和非寻常光ｅ光，它们的振

动方向成９０°。ｏ光和ｅ光在标本上通过聚光镜会聚，标本的双折射性能或者相位偏差会对ｏ光和ｅ光的

相对振动方向产生影响，也就是ｏ光和ｅ光不再是相互９０°的振动方向，或者ｏ光或者ｅ光有了微小的相

位差。标本的相位信息带入光路中，再通过第二块渥拉斯顿棱镜，使ｏ光和ｅ光具有相同的振动方向，这

样带有相位差的ｏ光或者ｅ光就会进行干涉，相位的变化则转换为振幅的变化。但是有一些光由于振动

方向的变化在经过第二块渥拉斯顿棱镜后没有干涉，变成杂散光，于是就需要验偏器选择进行干涉，而且

垂直于入射光偏振方向的光进入镜筒透镜和目镜。实际应用中渥拉斯顿棱镜都换为诺玛斯基棱镜，可以

保证合适的工作距离。

图５　微分干涉光路图

犉犻犵．５　犇犐犆狅狆狋犻犮犪犾狊狔狊狋犲犿

　　由于ｏ光和ｅ光是渥拉斯顿棱镜分出的两束不同位置的光，也就是ｏ光和ｅ光都会分别成像，它们由

第二块渥拉斯顿棱镜合成的时候，由于棱镜的位移作用，所成的像会在Ｘ和Ｙ向有所位移，产生浮雕的效

果。故如果调解渥拉斯顿棱镜的相对位置，则可调解浮雕效果。

微分干涉先是微分然后是干涉，先把相位变成了相位的变化（即相位差），再将相位差通过干涉变成

振幅变化，而相衬成像中直接把反应结构的相位通过降低背景光的方法显现出来（本质上也是干涉）。因

此微分干涉容易将细胞的边界显现出来，因为边界上对ｏ光和ｅ光的相位变化较大，而内部的连续介质对

ｏ光和ｅ光的相位变化就较小。但是相衬成像直接将相位显现出来，所以通常是内部的精细结构具有更

大的相位角，更容易通过相衬方法显现出来。

微分干涉对相位差的依赖既是其优点，也是其缺点。特别是在线偏振光情况下，只有和偏振方向相

同的相位差才能显现。Ｚｅｉｓｓ采用圆偏振光（ＣＤＩＣ）
［３］后，各个方向的相位差都有所显现，较好地平衡微

分干涉和偏振。

普通微分干涉还需要特殊的物镜，只能在很小的焦深内实现较好的微分干涉的效果，并且只适用于

培养皿为塑料的标本。这些都对微分干涉的应用产生了限制。Ｚｅｉｓｓ在专利ＤＥ１０２１９８０４和文献［２］中

提供了一种ＰｌａｓＤＩＣ的微分干涉方式
［４］，而且已经成功商用。只需要一个偏振片和渥拉斯顿棱镜就可以

实现ＤＩＣ效果。而且只需要普通物镜，培养皿为塑料的标本也适用。但是在聚光镜前必须使用狭缝，物

镜数值孔径也不能过大，因此仅小于４０Ｘ物镜可用。仅有的一对渥拉斯顿棱镜和验偏器放在物镜和镜筒

透镜之间，非偏振光只有在经过物镜和该渥拉斯顿棱镜之后才变成偏振光并分为ｏ光和ｅ光，由于是平行

于渥拉斯顿棱镜的狭缝照明产生的光，所以这里的ｏ光和ｅ光也是相差９０的振动方向。同时由于ｏ光和
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ｅ光已经经过了标本，出现了相位差，所以在验偏器使ｏ光和ｅ光在同一振动方向时，就发生了干涉，产生

了相对于相位变化的振幅变化。

１．５　调制对比成像

调制对比光路见图６，调制对比成像也是在物镜后焦面或者后焦面的共轭面上，对倾斜入射的狭缝

光，使其＋１级衍射光的强度大于背景光，－１级衍射光的强度小于背景光，这样就形成浮雕效果。调制

对比成像也可以配合起偏器和验偏器，通过旋转起偏器来调解浮雕效果。调制对比成像适用于各向同性

和各向非同性的标本，而微分干涉仅适用于各向同性的标本。

图６　调制对比光路图

犉犻犵．６　犕狅犱狌犾犪狋犻狅狀犮狅狀狋狉犪狊狋狅狆狋犻犮犪犾狊狔狊狋犲犿

　　调制对比和相衬成像类似都是利用的１级或者－１级光进行调整，相对于ＤＩＣ利用０级光的能量降

低很多，因此调制对比成像的效果不如ＤＩＣ，但是由于其对物镜的要求低、不需要复杂的棱镜、适用范围

广，还是受到了广泛的欢迎。

１．６　荧光成像

荧光成像是在落射光照明下的成像技术。光源通常为汞灯或者ＬＥＤ。荧光成像很多情况下标本必

须用多种荧光染色剂进行染色（也有自发荧光物质，但是自发荧光能量较弱），不同的荧光染色剂会附着

在细胞中需要观察的不同结构上。不同的荧光染色剂在不同波长的光的激发下会产生不同波长的荧光，

这样被附着的各种细胞结构就会被观察到。通常会用多种波长的光进行激发，从而得到多种波长的荧光

图像，然后再进行图像综合，这样就可以得到多种颜色的标本图像。荧光成像中最重要的元件就是激发

滤光片和截止滤光片。

图７（ａ）为普通荧光成像。荧光光源汞灯或者ＬＥＤ通过落射照明光路由分光棱镜入射到物镜中，并

激发标本产生荧光，返回到物镜中，通过镜筒透镜成像。入射到物镜的光会被激发滤光片滤出一定波长

的激发光，被激发光激发的荧光染色剂会产生不同波段的荧光，由截止滤光片将其他波段的光截止，最终

激发出的荧光到达镜筒透镜。由于激发光和被激发荧光之间的波长差，使得截止滤光片可以选出被激发

荧光，同时截止激发光。

荧光成像由于被激发的荧光来自不同的焦面位置，特别是对厚标本，使得真正焦面上图像的对比度

会有所下降。全反射荧光技术利用全反射光透过介质的倏逝波照明，倏逝波只渗透进标本１００ｎｍ，可以
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有效地防止不在焦面的被激发荧光对图像对比度的影响。全反射荧光如图７（ｂ）所示，其技术要求物镜数

值孔径在１．４５以上，而且只能对粘附性标本成像，否则倏逝波无法照射。

荧光成像在共聚焦显微镜和超分辨率显微镜中也得到广泛的应用。

图７　荧光成像光路图

犉犻犵．７　犗狆狋犻犮犪犾狊狔狊狋犲犿犳狅狉犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲犻犿犪犵犻狀犵

２　共聚焦显微镜
［５］

共聚焦显微镜是为了减少在焦点之外的光晕，仅仅对衍射极限尺寸的点照明进而成像。共聚焦显微

原理早在２０世纪５０年代早期就发明出来了，但是由于激光技术、计算机技术、数码成像算法的制约，直到

１９８７年才出现了第一台商用共聚焦显微镜。到２０世纪９０年代以后，大容量存储技术、显示增强技术、计

算机处理技术的发展给共聚焦显微镜带来更广阔的应用。

２．１　荧光共聚焦成像

图８　共聚焦显微镜光路图

犉犻犵．８　犗狆狋犻犮犪犾狊狔狊狋犲犿犳狅狉犮狅狀犳狅犮犪犾犿犻犮狉狅狊犮狅狆犲

共聚焦主要应用在荧光共聚焦成像上。所谓共聚

焦就是发射光源点、焦面上物点和探测器成像像点共

同被聚焦。共聚焦显微镜光路见图８。连续激光光源

通过小孔光阑，由分光镜会聚样本上，分光镜在Ｘ和Ｙ

向移动扫描标本上的点，被照射的标本激发出荧光会

聚到探测器上。在物镜成像焦面的上下同样会有很多

激发荧光产生，这些荧光和探测器上的成像点不共聚

焦，这部分不共聚焦的荧光只有一小部分可以通过探

测器前小孔光阑，所以大部分不共聚焦的荧光没有被

成像。传统的荧光照明中，整个标本都被照明，这样焦

面上下产生的荧光就会被探测到，降低了焦面图像的

对比度。

共聚焦显微镜中的激光光源经过扩束后，必须准确地照射到物镜的后焦面，这是共聚焦显微镜最严

格的要求之一，目的是为了保证照明的均匀和远心。探测器前的小孔光阑作为空间滤波器，其位置必须

和物镜焦面的位置完美共轭，这样可以保证焦面的激发荧光被探测器准确接收。小孔光阑有多种尺寸可

选，是为了适应不同数值孔径的物镜衍射极限的要求。

共聚焦显微镜的分光镜扫描系统是其关键而复杂的组件之一。其扫描速度和精度直接影响共聚焦

成像的效率和像质。分光镜扫描系统不仅起到转折光线的作用，而且需要使聚焦点在Ｘ和Ｙ向进行扫

描，并且在扫描过程中物镜的光瞳必须准确被照明。扫描标本的原理是在标本的后焦面或者后焦面的共

轭面上转动反光镜的角度实现成像点在标本上的二维平移。后焦面上角度的变化对应于成像面上位移

的变化。现在商用的共聚焦显微镜中至少有三种扫描装置如图９所示。Ｏｌｙｍｐｕｓ采用的是中继透镜加

两个扫描镜的方式，Ｚｅｉｓｓ采用的是两个紧挨的扫描镜旋转的方式，Ｌｅｉｃａ采用的是一个扫描镜二维旋转的
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方式。以上为串行扫描，速度较慢，有一种采用Ｎｉｐｋｏｗ盘配合微透镜的并行扫描方式，在圆盘上刻有很

多小孔，可以同时扫描多个成像点，速度大幅提高，但是能量损失较大，商用受限。

图９　共聚焦扫描光路图

犉犻犵．９　犆狅狀犳狅犮犪犾狊犮犪狀狀犻狀犵狊狔狊狋犲犿

　　共聚焦显微镜是不能像普通光学宽视场显微镜一样从目镜观察标本。其通过对多点扫描所得到的

图像进行重构，然后利用计算机完成图像显现。所以要求很大的图像存储空间和复杂的计算机图像处理

技术。

２．２　白光共聚焦成像

普通的荧光共聚焦成像需要用到３～５种荧光染色剂来同时探测。不同的荧光染色剂对激发光和发

射光都有不同的要求，也就是要有不同光谱的光源。普通显微镜中采用变换滤光片的方法得到不同波段

的光源，但是滤光片的机械式转换速度较慢，还可能带来像面偏移，而且滤光片受到潮湿、高温、高能量照

射的环境下，还可能改变滤出的波长。白光共聚焦技术就是是利用声光器件的可调光谱技术，波长和强

度都可调，几乎可以克服普通滤光片的所有缺点。

白光共聚焦技术中的关键器件之一是切换不同光谱的声光器件，声光器件是一种特殊的双折射晶

体，通过对加载在晶体上的声音频率的控制，可以改变晶体的衍射性能，从而实现快速的变换波长。

显微镜中用到的声光器件是在二氧化碲或者石英晶体上粘接一块压电传感器。当无线电频率施加

在压电传感器上时，压电传感器产生高频声波，该高频声波在二氧化碲或石英晶体中会引起材料折射率

的周期分布。改变压电传感器加在晶体上的频率可以改变折射率变化的周期分布。根据声光晶体的相

位匹配条件，出射光的波长由下式决定

λ＝犞Δ狀／犳 （１）

式中：λ为出射光的中心波长；犞为晶体中声波传播速度；犳为声波频率；Δ狀为晶体的双折射率。所以当

晶体的折射率的变化周期发生变化的时候，出射光的波长就会发生变化。

现代显微镜中的声光器件是非共线系统，并且是各项异性的晶体，具体如图１０所示。非共线系统相

对于共线系统可以使非极化光情况下入射光和出射的１级衍射光分开一定的角度，这样就不需要起偏

器。而各项异性晶体相对于各向同性晶体，在入射光孔径较大时仍可以保持较窄的光谱带宽。一定带宽

的照明是荧光激发的必要条件之一，所以用各向同性晶体就需要准直光，而用各向异性晶体则不需要。

　　声光器件在白光共聚焦系统中的应用如图１１所示。三种激光光源通过分色片耦合进入声光滤光
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图１０　声光器件非共线系统

犉犻犵．１０　犖狅狀犮狅狀犾犻狀犲犪狉狊狔狊狋犲犿犳狅狉犪犮狅狌狊狋狅狅狆狋犻犮

狋狌狀犪犫犾犲犳犻犾狋犲狉狊

器。氦镉激光器，氩离子激光器和氩氪激光器通过分

色片将４２２ｎｍ、４５８ｎｍ、４７６ｎｍ、４８８ｎｍ、５１４ｎｍ、

５６８ｎｍ和６４８ｎｍ共同入射进声光器件，声光器件通过

调节无线电频率调节输出光的波长。声光器件输出的

０级光被光陷阱吸收，而１级衍射光由光纤导出照亮

样本。

２．３　多光子共聚焦成像
［６］

普通共聚焦显微镜中，由于标本受到连续激光直

接照射，细胞结构可能受损，特别是很多需要紫外光激

发的荧光，对标本的损伤更大。多光子共聚焦技术通

过用长波长光子激发标本，而长波长光子的能量比短

图１１　白光共聚焦系统

犉犻犵．１１　犠犺犻狋犲犮狅狀犳狅犮犪犾狊狔狊狋犲犿

波长光子低，这样可以减少对标本的损伤。

将共聚焦显微镜中的普通连续激光光源换成长波

长的脉冲光源，比如用７００ｎｍ的脉冲光源替代３５０ｎｍ

连续激光光源，这样标本需要吸收两个光子才能达到

同等３５０ｎｍ光源所产生的能量，也就是在标本中

７００ｎｍ光子的能量密度大。而在连续光源系统中，激

光激发的几率和光子密度成线性关系；在两个光子的

系统中，荧光激发的几率和光子密度成平方关系，也就是说在标本的焦面以外，两个光子的系统比连续光

源的系统，光子密度下降的更快。这样两个光子的系统对焦面以外的荧光激发所带来的杂光有更好的抑

制作用，得到图像的对比度更好。

多光子共聚焦显微镜还要配备一个色散补偿器，如图１２所示，这是因为光学系统中的光学元件（如

衰减片、棱镜、透镜等）对光波有色散作用。一定频率的脉冲光源进入光学系统后会被展宽，能量降低，荧

光激发效果变差，这个色散补偿器通过对光学元件色散的补偿使得最终入射到标本上的激光脉冲和光源

处的尽量一致。

图１２　多光子成像原理

犉犻犵．１２　犘狉犻狀犮犻狆犾犲狅犳犿狌犾狋犻狆犺狅狋狅狀犿犻犮狉狅狊狔狊狋犲犿
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　　色散补偿器
［７］可以用镀膜反射镜套件来实现。当激光脉冲由不同波长组成时，在其通过光学系统的

玻璃器件时，这些介质的折射率的非线性波长相关性，引起了脉冲展宽，对于典型的光学玻璃，波长越短，

折射率越高，导致短波比长波的传播速度慢。通过优化反射镜套件的镀膜，可以使长波比短波的群速度

延迟的更多，从而使长波和短波具有相同的速度。光波在经过光学膜系反射后的群延迟色散为

－
ｄφ狉
ｄω

（２）

式中：φ狉为反射相位；ω为光波频率。反射相位和膜层厚度、折射率和光束入射角相关，因此通过优化膜

系，选择合适的膜层厚度、折射率和光束入射角，就可以得到需要的补偿色散。

当然色散补偿器还可以用光栅或者棱镜实现，但是棱镜补偿色散会引入高阶色散，光栅补偿色散会

引起较大损耗，结构不能做的很紧凑。

２．４　犆犃犚犛共聚焦成像
［８］

不管是荧光共聚焦还是多光子共聚焦都需要对标本进行荧光染色或者标记，这都会对标本产生影

响。而连续反斯托克斯拉曼散射（ＣＡＲＳ）共聚焦成像技术，通过放大标本的拉曼散射光谱并使其成像，不

需要进行荧光染色或者标记，对标本有较好的保护。

ＣＡＲＳ共聚焦成像和普通共聚焦成像的区别主要是激光光源。ＣＡＲＳ共聚焦成像原理见图１３，使用

一束近红外连续激光和一束斯托克斯激光同时照射标本，受到近红外激光激发的分子跃迁到第一虚拟激

发态上，然后立即返回到斯托克斯激光所代表的低能量振动能级上。调节近红外连续激光的波长，可以

得到不同的低能量振动能级，但是都比斯托克斯振动能级能量高。这些低能量的振动能级带有标本化学

信息，为了能对这些不同的低能量振动能级分子成像，将标本用取样光束照明（取样光束可以和用于激发

的近红外连续激光相同），那些在低能量振动能级上的分子又会跃迁到新的虚拟激发态上，由于连续照射

低能量振动态能级已满，新跃迁的分子直接返回基态，释放能量发射光子，由于该光子的能量较激发用的

近红外连续激光高，所以发出的光谱会往短波移动，这就是反斯托克斯光谱。由于连续激发，ＣＡＲＳ信号

比传统拉曼散射信号强１０万倍，足以成像。

图１３　犆犃犚犛成像原理

犉犻犵．１３　犘狉犻狀犮犻狆犾犲狅犳犆犃犚犛犿犻狉犮狅狊犮狅狆犲

３　超分辨显微成像

以上所有的显微成像方法都受到衍射极限的限制。但是超分辨显微成像从分子级别上改变成像原

理，突破了衍射极限。下面介绍两种超分辨显微成像，即受激辐射淬灭（ＳＴＥＤ）和紧随基态淬灭显微技术

的单分子返回（ＧＳＤＩＭ）。

３．１　犛犜犈犇
［９］

ＳＴＥＤ成像原理见图１４。标本受到第一束激光激发产生荧光，形成具有衍射极限的圆斑，这个位置
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同时被第二束发散角为圆环的激光激发，第二束激光正好可以激发同一照射位置所形成光斑的非中心区

域，产生不能够被探测器收集的光波，而光斑的中心区域由于非中心区域的侵占，直径可以变得无限小，

这样就突破了瑞利衍射极限。

图１４　犛犜犈犇成像原理

犉犻犵．１４　犘狉犻狀犮犻狆犾犲狅犳犛犜犈犇犿犻犮狉狅狊狔狊狋犲犿

３．２　犌犛犇犐犕
［１０］

瑞利衍射极限的物理解释为：电子从激发态到基态的跃迁大约为纳秒的量级，而探测器的响应时间

一般为毫秒量级，所以所有不同时间发出的荧光都会被探测器接收并显示，而且不同时间发出的荧光的

位置会略有不同，这就造成了成像斑点的展宽，也就是衍射极限的由来。也就是说如果探测器能够记录

某一时间发射的荧光，而不是所有不同时间的，那么光斑就会很窄，衍射极限就会被突破。

ＧＳＤＩＭ成像原理见图１５。通常情况下，激光能量越大，发射的荧光也应该越大，但是达到一定极限

后，荧光的能量反而减少。这是因为荧光能量和激发光源的能量成线性变化时，电子是在第１激发态和

基态之间跃迁。但是如果三重态上反转自旋的电子足够多，导致第１激发态和基态上几乎没有电子，荧

光能量就会随着激发能量增大而减少。如果激发能量进一步增大，基态上仅有的几个电子在吸收激发光

后会在基态和第１激发态上跃迁几千次，这样就会产生很高能量的受激荧光，即光子爆发。光子爆发就

是某一时间发射的荧光的增强，其他不同时间的应该发出的荧光进入了三重态不在发光，也就是说由该

增强的荧光形成的光斑突破了衍射极限。

为了增大从三重态上跃迁到基态的电子数目，从而加快光子爆发的时间，还可以用第二束激光

（４０５ｎｍ）照射标本。在ＧＳＤＩＭ技术中，强激发光源被反复开关，这样产生三重态发出增加荧光的位置就

是随机的，通过记录这些光点的位置，就可以重构标本的ＧＳＤＩＭ图像。

如果在ＧＳＤＩＭ光路中加入柱面镜
［１１］，就可以形成三维图像。柱面镜可以根据三维图像中的成像位

置控制成像光点的ＰＳＦ，然后通过计算机重建出模拟的三维图像。

ＧＳＤＩＭ既可以在共聚焦显微镜中使用也可以在宽视场显微镜中使用。

·９５５·
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图１５　犌犛犇犐犕成像原理

犉犻犵．１５　犘狉犻狀犮犻狆犾犲狅犳犌犛犇犐犕犿犻犮狉狅狊犮狅狆犲

４　总　结

现代显微镜中以宽视场光学显微镜明场成像技术为基础，衍生出很多对比度增强基础（比如相衬、

ＤＩＣ、调制对比、暗场、偏光），而共聚焦技术将焦面上的物点准确成像，本质上也是一种对比度增加技术。

这些技术都受到了衍射极限的限制。超分辨率技术从分子层面突破了衍射极限，通过激发光来调整荧光

物质的发光特性，从而缩小了发光点的发光面积。
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