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肉眼、光学显微镜和电子显微镜所能观察到物体大小范围（空间分辨率）

> 0.3 mm

> 0.3 μm



显微成像步骤

• 样品制备

• 图像采集

• 图像分析

• 统计并结果分析



光学显微镜

•光学显微镜(Optical Microscope)是利用光学原理，把人眼所不能分辨的微小物

体放大成像，以供人们提取微细结构信息的光学仪器。

•看清细小结构的3个必需条件：

（1）放大

（2）分辨率：能够分辨两点之间的最小距离

（3）反差：辨认已经被放大

和具有一定分辨率的细节



光学显微镜的分类

• 正置显微镜、倒置显微镜和体视显微镜，前两者又称复合式显
微镜。

• 宽场显微镜和共聚焦（激光扫描）显微镜。
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复合式显微镜

• 复合式显微镜：

物镜通常由多个凸透镜和凹透镜组成。

A. 校正色差。

因为不同颜色的光有不同的折射率；

B. 放大镜的放大倍数

有局限：8-10倍不可能。

• 科勒照明Koehler Illumination

（二次成像）
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显微镜如何放大物体？
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光路A：

物体 经过物镜（2）以及镜筒透镜（3）产生一个

放大实像（4），此实像再经过目镜（5）收集，

最后被肉眼观察到（6）。

光路B：

物体 直接在25cm 长的距离内被眼睛观察到。

最后这两个经不同光路A、B观察到的实像大小不同。



正置显微镜构造



Confocal 显微镜构造



显微镜明场光路示意图
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显微镜荧光光路示意图
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显微镜部分组件的认识

• 物镜（聚光镜）的标识
放大倍数 物镜种类 数值孔径

（NA）

带有盖玻片厚
度校正环

校正环

介质

Oil     油镜，需镜油作为介质

W     水镜

IMM 浸镜，需水，油或甘油

DRY   干净，不需任何介质
盖玻片的厚度



物镜的分类

一般物镜种类：消色差物镜，萤石（半复消色差）物镜，复消色差物镜



数值孔径（Numerical Aperture, NA）

数值孔径（NA）：由物镜所覆盖的角度的量度。
表征物镜的聚光能力。

此外，可以在物镜前端和盖玻片之间

加入浸液来提高分辨率。

分辨率（Resolution）:

数值孔径越大，物镜的分辨率就越高！

聚光镜



某些显微镜物镜分辨率



图像分辨率 VS 景深

1. 景深

在聚焦完成后，在焦点前后的范围内都能形成清晰的像，这一前一后的距
离范围，叫做景深。

2. 图像分辨率

指图像中存储的信息量，是每英寸图像内有多少个像素点，分辨率的单位
为PPI (Pixels Per Inch)，通常叫做:像素每英寸。

数值孔径越大，景深越小；物镜的分辨率越高。

小景深 大景深

景深和分辨率

按经验值设定



像素（pixel）与分辨率（resolution）

1. 像素（点）：

相机感光器件上的感光最小单位。

就像是光学相机的感光胶片的银粒一样。

记忆在数码相机的“胶片”（存储卡）

上的感光点就是“像素”；没有固定大小

2. 图像分辨率: 

单位面积上的像素数，即“点密度”

单位：像素/英尺，PPI



目镜的标识

1.屈光度设定

2.目镜类别

PI: 标准，W-PI: 平面宽场，E-PI: 超平面

3.放大倍数

10x, (16x, 20x)

4.视野

(16,) 18, 20, 23, 25 mm 中间图像直径

5.适合带戴眼睛的观察者

目镜上射出瞳径为17mm

6.其他信息

反差方式Pol, 3D



显微镜荧光滤色块

1. 滤色片组成份的典型光谱曲线

A. 激发滤色片

B. 发射滤色片

C. 半透半反滤光片（又称二向色镜）

2. 按透过光谱特性曲线分为

•短波通过滤色片

•长波通过滤色片

•波段通过滤色片又可分为宽波带型和窄波带型



显微镜荧光滤色块
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Leica SP8 光路图



探测器——光信号转换成电荷信号

1. 单分子荧光显微镜最常用的探测器主要有以下三种：

光电倍增管（photomultiplier, PMT）

雪崩光电二极管(avalanche photo diode, APD)

电荷耦合装置（Charge-coupled Device，CCD）

2. 工作原理

PMT和APD：一级光电子被级联放大 适用于共聚焦显微镜

CCD：可以同时对多个目标（多个分子）

进行同时探测，从而得到二维图像 适用于宽场显微镜



光谱敏感度



光学显微镜的观察方法
——反差增强

•明场（Bright Field）

•相差（PH）

•微分干涉相差（DIC）

•荧光

•暗场（Dark field）

•霍夫曼调制相差



明场（Bright Field, BF）

•通过对样品染色给予反差

如：H&E染色，尼氏染色，DAB染色等

•染色的或者天然具有颜色的样品

1. 染色组织切片

2. 染色的细菌等微生物

3. 经染色的细胞器、染色体

4. 血液涂片

应用：常规镜检、病理、染色标本



暗场(Dark field)

• 光的散射效应

• 暗背景，样品闪亮

• 分辨率降低，但优异的外部形态

• 用于观察细小的物体，如：细菌（密螺旋体），

血液或鞭毛的细微结构等



相差（Phase Contrast）

• 当光线穿过样品时会被延迟，造成相位差别

• 把这种差别转化为光强度上的改变，使之可见

• 观察活细胞透明样品的好方法

• 细胞周围有光环（随细胞厚度增加）

• 一般可以观察到6μm的厚度

• 增强反差的最常用和便宜的方法

• 注意事项：

不同相差物镜用对应

的相差环：5；10/20；40



微分干涉相差（DIC）

• 漂亮的3D图像（非真实三维图像）

• 无光晕。适用厚标本（> 6μm）

• 分辨率大于相差

• 不适合塑料器皿（影响偏光）

• 主要看细胞表面结构

• DIC镜头和荧光拍摄镜头不一样，焦面稍有偏差

•以平面偏振光为光源，光线经棱镜折射后分成两束,在不同时间经

过样品的相邻部位,然后经过另一棱镜将这两束光汇合,从而样品中

厚度上的微小差别就会转化成明暗区别,增加了样品反差，通常

是一侧亮，而另一侧暗，造成了标本的人为三维立体感。



荧光（Fluorescence）

1. 荧光现象：

最初传教士Brewster首次肉眼观察到叶绿素自发红色荧光。

2. 叶绿素提取液在透射光下为绿色，而在反射光下为火红色的现象，

这红光就是叶绿素受光激发后发射的自发荧光。



1. 荧光物质的荧光基团吸收一定的光量子后，

电子就由最稳定的、能量的最低状态－基态跃

迁到不稳定的高能状态－激发态，而激发态不

稳定，迅速向较低能级状态转变，可重新放出

一个光子，回到基态，即产生荧光。

2. 荧光物质的最大激发波长和发射波长

荧光（Fluorescence）



3. 激发光谱和发射光谱

激发光谱（吸收光谱） 外来激发光的波长（光源波长） 短

发射光谱（荧光） 被激发物质发射的波长 长

4. 荧光探针



生物学中应用的荧光探针

荧光基团类型 优点 缺点 例子

自发荧光 天然存在，自发 无法控制 叶绿体

荧光染料

明亮，光谱范围大，相

对光稳定，大的行程移

动，尺寸小，可以做成

对环境敏感

特异性标记细胞内

蛋白质比较困难；

抗体介导标记；

细胞通常要被固定

Alax-488

DAPI 

荧光蛋白

通过融合目标蛋白可以

在活细胞内表达；可以

作为结构破坏的靶；对

一些环境参数敏感

波长选择有限，低光稳

定性，不是很亮，光谱

有交叉，相对庞大

（5μm）

GFP

EGFP



荧光探针的使用

• 定位（蛋白质，DNA，脂类）
• 互相作用，空间结构改变
• 细胞环境报道（pH, Ca++ 酶活性）
• 基因表达报道

• 选择荧光探针
• 光谱分离性
• 毒性
• 光稳定性
• 光亮度



荧光图像常见问题和解决方法

问题 拟解决问题的办法

噪声（颗粒状图像）
增强照明；增加曝光时间；优化检测器；

图像处理

漂白
减少曝光时间；减弱照明；荧光物质要合理；

抗淬灭剂

分辨率（XYZ） 共聚焦显微镜；使用油镜；特殊图像处理；STED

图像模糊或者背景
（非焦面的光线被接收到） 共聚焦显微镜；特殊图像处理，如反卷积

厚样品成像 反卷积；共聚焦拍摄；特殊图像处理



荧光光源

荧光显微镜的光源：汞灯，氙灯，LED灯，金属卤素灯等。

1. 超高压汞灯(HBO)：发光是电极间放电使水银分子不断解离和还原过程

中发射光量子的结果。

它发射很强的紫外光和蓝紫光，足以激发各类荧光物质。

灯的寿命与启动次数和工作时间有关。启动次数愈多, 每次工作时间愈

短, 寿命愈短。

熄灭时一般约30 min方完全冷却，否则因热灯泡内压力很大，聚冷会

引发爆炸。

2. 超高压氙灯(XBO)

3. LED灯

4. 金属卤素灯：常用，即开即用；但也需要约30 min后可关闭。



Confocal 显微镜构造



• 宽场荧光显微镜：指激发光在样品上平面上并不聚焦成衍射极限的

光斑而且较大面积且有一定的厚度。

• 激光扫描共聚焦显微镜：共聚焦显微镜+激光扫描。

指将激发光聚焦的染料分子上，同时染料分子发射的荧光通过同一

物镜收集后聚焦到探测器上进行检测。但是在此显微镜下只能激发和

检测样品的一个点。

以激光作为激发光源，采用光源针孔与检测针孔共轭聚焦装置，

对样本进行断层扫描（依靠激光扫描装置），以获得高分辨率光学切

片的荧光显微镜系统。

激发光扫描是通过改变激发光的角度，从而使激发光聚焦在样品

的不同位置，实现样品成像。



共轭聚焦

光源针孔/照明针孔：激发光源变成点光源，使之在样本上形成小光点（突破衍射极限）

探测针孔：遮挡非焦平面光信号



宽场与共聚焦图像的比较

检测
针孔

Z 轴厚度近似为零



宽场与共聚焦激光扫描显微镜的区别



光谱检测器



LeicaHyD™
--高灵敏探测器

HyD是Hybrid Detector的简写，指的是整合了PMT和APD结构的混合型检测器。

PMT：动态范围大，但是灵敏度较低，背景噪音较高

APD：灵敏度很高，噪音很低，常用于单分子荧光检测

HyD综合了以上两者的优点：高灵敏度，低噪音和大动态范围



• HyD检测器的三种模式：

• 1. Standerd模式：与PMT一样，可通过SmartGain值调节图像亮度；

• 2. Counting模式：光子计数模式，以每个像素点所检测到的光子数显示为该

像素点的亮度，此时检测器的Gain值是定值，通过长时间检测使显示出来。

• 用于非常弱的荧光样本信号，需要累加功能才可达到合适的亮度。

• 3. BrightR模式：视野中有非常亮和非常暗的结构同时出现，但同时也需要都

显示出来，可使用此模式。

• 注意：HyD很灵敏，不可接收过强的信号，否则影响寿命。

使用HyD检测器时，603房间不可以使用手机。

LeicaHyD™
--高灵敏探测器



传感器大小与图像采集区域


