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高斯光束荧光共焦显微镜的三维光学传递函数

杨初平

(华南农业大学 理学院,广州 510642)

摘要: 研究高斯光源的束斑半径、光源孔径和探测器孔径对荧光共焦显微镜 3 D OTF的影响, 获得了具有有限光源

孔径、探测器孔径和束斑半径的荧光共焦显微镜的三维光学传递函数 ( 3 D OTF )。数值计算结果表明, 束斑半径影响到

光源孔径和探测器孔径的选择,与采用平行光比较, 采用小束斑半径的高斯光束可以提高光源孔径和探测器孔径, 获得

更好的分辨率和更高的信噪比。
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The optical transfer function of a fluorescent confocalm icroscope

w ith extended Gaussian source

Yang Chu p ing

( College o f Sc iences, South Ch inaAg ricu ltura lUn iversity, Guangzhou 510642, Ch ina)

Abstrac t: The influence of the three param ete rs, nam ely the beam size of Gaussian source, the source size and the detec to r

size, on the three d im ensiona l optica l transfer function ( 3 D OTF ) o f an incident light fluo rescent confocal m icroscope is

investigated, and the 3 D OTF o f such a set up is der ived. The calculated results show that the beam size has an effec t on choos ing

both the source size and the de tector size by m eans of a gaussian beam w ith the sm a ller beam size, both the source size and the

detecto r s ize can be increased, and be tter optica l reso lution and h igher signal no ise ratio can be reached, compared w ith those by

m eans o f a pa ra lle l beam.

K ey words: inform ation optics; fluo rescent confocal m icroscopy; G aussian beam; beam size

基金项目: 广东省自然科学基金资助项目 ( 010297)

作者简介: 杨初平 ( 1970 ), 男, 硕士, 从事光电技术方面

的教学与研究。

E m a i:l y angchp@ sina. com

收稿日期: 2004 08 09;收到修改稿日期: 2004 12 15

引 言

共焦扫描显微镜一经提出, 就受到人们的关注。

近十多年来, 其理论研究和应用研究都取得很大进

展
[ 1~ 11]

, GU
[ 12]
对此方面作了系统研究,但大多数只研

究平行光、点源和点探测器情况。共焦显微镜与普通

光学显微镜相比具有极其明显的优点: 能对物体的不

同层面进行逐层扫描,从而获得大量的物体断层图像,

可以利用计算机进行图像处理; 具有较高的横向分辨

率和纵向分辨率;对于透明和半透明物体,可以得到其

内部的结构图像。光源孔径和探测器孔径是影响分辨

率的重要因素,理论研究方面, 在平行光照射下, 得出

满足共焦条件的荧光共焦显微镜
[ 13]
、相干共焦显微

镜
[ 14]
的光源孔径为 R s 3. 83、探测器孔径为 R d

3. 83。对共焦显微镜,多采用高斯激光光源,文献 [ 15]

中只得出束斑半径 w = 1时, 相干共焦显微镜的光源

孔径和探测器孔径可分别达到 R s = 4. 5, R d = 4. 5。作

者研究高斯光源的束斑半径、光源孔径和探测器孔径

对荧光共焦显微镜三维光学传递函数 ( 3 D OTF)的影

响,获得了具有有限光源孔径、探测器孔径和束斑半径

时的荧光共焦显微镜的 3 D OTF。计算结果显示: 探

测器孔径一定,光源孔径的增大对 3 D OTF影响随束

斑孔径增大而增大、减小而减小; 无论束斑半径大小,

探测器孔径较光源孔径对 3 D OTF影响明显;若 w =

1, R d = 1,则 R s = 10。因此, 与平行光束比较, 一定的

光源和探测器孔径, 采用高斯光束可获得更好的分辨

率并提高信噪比。

1 荧光功率传输函数

荧光共焦显微镜的原理如图 1所示,从这个系统

出发导出一定光源孔径、探测器孔径和束斑半径为 w

的高斯光束的荧光共焦显微镜的功率传输函数。

假设成像系统的光源和探测器响应函数都是平面

函数,且分别为:

S ( s ) = S ( sx, sy; us ) = S1 ( sx, sy ) ( u s ) ( 1)
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Fig. 1 C onfocalm icroscope

式中, S1 ( sx, sy ) =

exp[ - (
2
sx +

2
sy ) /w

2
],

2
sx +

2
sy R

2
s

0, 其余
( 2)

D ( d ) = D ( dx, dy; ud ) = D 1 ( dx, dy ) ( ud ) (3)

式中,

D 1 ( dx, dy ) =
1,

2
dx +

2
dy R

2
d

0, 其余
( 4)

R s, R d分别表示光源半径和探测器半径 (以光学坐标

为单位 )。 ( 1)式和 ( 3)式中, s, d分别为描述光源和

探测器函数的光学坐标矢量。采用文献 [ 11]中的坐

标变换关系和面光源、面探测器条件下的探测面上接

收的荧光强度公式:

I ( p ) =    
- !

{ |    
- !

S ( s ) h ( - s ) d s |
2∀

   
- !

| h( - d ) |
2
D ( d ) d d }O ( p - ) d =

{ | S ( ) 3h ( ) |
2 ∀

[ | h ( ) |
2

3D ( ) ] } 3O ( p ) ( 5)

可得图 1所示的单光子成像系统的三维脉冲响应函数

为: F ( ) = { | S ( ) 3h ( ) |
2 ∀

[ | h ( ) |
2

3D ( ) ] } ( 6)

2 高斯光束荧光共焦显微镜的三维光学传递

函数

光学成像系统的成像特性可以由该系统的光学传

递函数给出完整描述, 因此, 导出有限光源孔径、探测

器孔径和束斑半径的高斯光束荧光共焦显微镜的三维

光学传递函数是很有意义的。

对 ( 6)式作三维傅里叶变换,即可得到单光子共

焦显微镜的三维光学传递函数:

H ( 
~

x,  
~

y; !
~

) = F3 { | S ( ) 3h( ) |
2 #

[ | h ( ) |
2

3D ( ) ] } =

F3 { | S ( ) 3h ( ) |
2
} 3 F3 { | h ( ) |

2
} # F2 {D ( ) }

( 7)

引用非相干成像脉冲响应函数的傅里叶变换:

F3 { | h ( ) |
2
} =

1

 
~ 1 -

| !
~

|

 
~ +

 
~

2

2 1 /2

( 8)

探测器光强响应函数的傅里叶变换为:

F2 {D ( ) } = Rd

J1 (  
~

Rd )

 
~ ( 9)

采用坐标变换 ( x, y ) = ( cos∀1, sin∀1 ); ( sx, sy ) =

( #s cos∀2, #s sin∀2 ), ( ∃, %) = ( #cos&, #sin&) , ∃= x /a,

%= y /a为归一化直角坐标, a为光瞳半径。可得:

∋ ( 
~

x,  
~

y; !
~

) = F3 { | S ( ) 3h ( ) |
2
} =

 
R s

0
exp( - #∃2s /w

2
) #∃s d#∃s  

Rs

0
exp(- #

2
s /w

2
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1

( 2 | !~ | ) 1 /2
J0 [#∃s (#

2
- 2 | !
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| )
1 /2
] J0 ( #s #) #

 
+ !

0
J0 [ ( #

2
- 2 | !

~

| )
1 /2
] J0 ( #) J0 (  

~

) d #d#

( 10)

式中, ( 
~

x ,  
~

y ) = ( 
~

cos∀,  
~

sin∀ )。

由于

 
+ !

0
J0 [ (#

2
- 2 | !

~

| )
1 /2
] J0 ( #) J0 (  

~

) d =

1

( |  
~
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2
- ( 

~

/2 + | !
~

| / 
~

)
2
]

1 /2
( 11)

采用坐标变换 x
2
= #

2
- ( 

~
/2+ |!

~
| / 

~
)

2
, 可得:

∋ ( 
~

x,  
~

y; !
~

) =
1

|  
~

|
 
R s

0
exp( - #∃2s /w

2
)#∃s d#∃s #

 
Rs

0
exp(- #

2
s /w

2
) #s d#s 

[ 1- (  ~ /2+ | !~ |  ~ ) 2] 1/2

0
J0 { #∃s #

[ x
2
+ ( 

~

/2 - | !
~

| / 
~

)
2
]

1 /2
} #

J0 { #s [ x
2
+ ( 

~

/2 + | !
~

| / 
~

)
2
]

1 /2
} dx ( 12)

最后,高斯光束荧光共焦显微镜系统的光学传递函数

为:

H ( 
~

x,  
~

y; !
~

) =

   v J1 ( l1R d )

l
2
1

1 -
l1

2
+
| !
~

- m
~

|
l1

2 1 /2

#

∋ ( n
~
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~
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~

) dn
~

x dn
~
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~

( 13)

式中,
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~
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1
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2
) #∃s d#∃s  
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式中, l1 = [ ( 
~

x - n
~

x )
2

+ (  
~

y - n
~

y )
2
]

1 /2
, l2 = ( n

~ 2
x +

n
~ 2
y )

1 /2
, ∗= l2 /2- |m

~
| / l2, )= l2 /2+ |m

~
| /l2。

采用不同的光源孔径、探测器孔径和束斑半径,对

( 13)式进行数值计算并考虑系统的轴对称性,结果如

图 2所示。
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Fig. 2 Norm alized 3 D OTFs for various + andR s, R d

3 结 论

( 1)探测器孔径一定,光源孔径对系统的 3 D OTF

的影响随束斑半径的增大而增大 (见图 2a、图 2b,束斑

半径 w = 1, R s = 1~ 10, Rd = 1, 3 D OTF形状不变 )、减

小而减小 (见图 2c、图 2d, w = 30, R s = 1 ~ 10, R d = 1,

3 D OTF形状产生明显变化 )。

( 2)图 2a、图 2e中, w = 1, R s = 1, 探测器孔径从

Rd = 1改变为 Rd = 4, 3 D OTF形状发生明显变化; 图

2c、图 2f中, w = 30, R s = 1, 探测器孔径从 R s = 1改变

为 R d = 4, 3 D OTF形状发生明显改变。这显示无论束

斑半径大小, 探测器孔径较光源孔径对系统的 3 D

OTF影响明显。

( 3)若 w = 1, R d = 1,光源孔径可以取 R s = 10, 系

统的 3 D OTF形状不变。

参 考 文 献

[ 1 ] 唐志列,梁瑞生,朱小松 et al.偏振共焦扫描激光显微镜的成像特

性研究 [ J] .光学学报, 1999, 19 ( 8) : 1118 ~ 1122.

[ 2] HELL S W, BOOTH M, W ILMS S. Tw o photon n ear and far f ield flu

orescence m icroscopy w ith cont inuou sw ave excitation [ J] . Opt L ett,

1998, 23 ( 15) : 1238 ~ 1240.

[ 3] CUMPSTEM B H, ANANTHAVEL S P, BARLOW S et a l. Tw o photon

polym erization in it iators for th ree d im ens ional opt ical datas torage and

m icrofab ricat ion [ J] . Natu re, 1999, 398 ( 4) : 51 ~ 54.

[ 4] SUN H B, MATSUO S, M ISAWA H. Three d im ens ional photon ic crys

tal strutures ach ieved w ith tw o photon ab sorp tion photopolym erization

of resin [ J] . A P L, 1999, 74 ( 6) : 786 ~ 788.

[ 5 ] 裴红津,唐志列,杨初平 et al.荧光波长对共焦显微镜成像特性的

影响 [ J] .光学学报, 2002, 22 ( 10) : 1219~ 1223.

[ 6 ] 唐志列,黄佐华,梁瑞生 et al.共焦显微镜的纵向分辨率及其判据

[ J] .量子电子学报, 2000, 17( 3 ) : 199~ 204.

[ 7 ] 张 平,吴 震,王翠英 et al.荧光共焦扫描系统成像特性的优化

[ J] .光学学报, 1997, 17( 3 ) : 308~ 313.

[ 8 ] 唐志列,杨初平,裴红津 et al.双光子共焦显微镜的三维成像理论

与分辨率改善 [ J] .中国科学, 2002, A32 ( 6) : 538 ~ 547.

[ 9] 李爱民,陶纯堪,刘 明 e t a l.共焦扫描激光显微镜的研制 [ J ].

激光技术, 1994, 18 ( 5) : 261 ~ 263.

[ 10 ] 张 平,向际鹰,吴 震. 共焦扫描激光显微镜的电子控制系统

研究 [ J] .激光技术, 1997, 21 ( 5) : 284 ~ 287.

[ 11 ] 唐志列,梁瑞生,常鸿森. 双光子和多光子共焦显微镜的成像理

论 [ J] .物理学报, 2000, 49 ( 6) : 1076 ~ 1080.

[ 12 ] GU M. Prin cip les of th ree dim en sional im aging in con focalm icrosco

p ies [M ] . S ingapare: W orld S cien tif ic, 1996. 1~ 10.

[ 13 ] DRAZIC V. Th ree d im ens ion al tran sfer fun ct ion analys is of a con focal

flu orescen ce m icroscope w ith a f in ite sized source and detector [ J] .

JM od Op t, 1993, 40( 5 ): 879~ 887.

[ 14 ] DRAZ IC V. Three d im ensional tran sfer fun ct ion of coh erent con focal

m icroscopes w ith extended sou rce and detector [ J ] . J Mod Opt,

1992, 39 ( 8) : 1777 ~ 1790.

[ 15 ] 黄 菁,梁瑞生,司徒达 et al.高斯光束共焦扫描激光显微镜的

光学传递函数 [ J] .物理学报, 1998, 47( 8) : 1289~ 1294.

(上接第 537页 )

upconvers ion m echan ism s in high con centrat ion erb ium doped s ilica

w avegu id es [ J ] . IEEE J L ightwave T echno,l 1995, 13 ( 9 ): 1858 ~

1864.

[ 5] V an Den HOVEN G N, SNOEKS E, POLMAN A e t a l. U pconversion

in E r im p lan ted A l2O 3 w ave gu ides [ J] . JA P, 1996, 79( 3) : 1258~

1265.

[ 6] SHOOSHTAR IA, TOUAM T, NAJF I S I e t al. Yb3+ sens it ized E r3+

doped w avegu id e amp lif iers: a theoret ical approach [ J] . Op t& Qu ant

E lectron, 1998, 30 ( 4) : 249 ~ 264.

[ 7] MAURICE E, MONNOM G, DUSSARD IER B e t a l. C lustering ef fects

on doub le energy transfer in heav ily ytterb ium erb ium codoped s ilica

fibers [ J] . J O S A. 1996, B13( 4 ): 693~ 698.

[ 8 ] 柳祝平,胡丽丽,戴世勋 et al. LD泵浦的 Er3+、Yb3+共掺磷酸盐

铒玻璃激光性质 [ J] .发光学报, 2002, 23 ( 3) : 238 ~ 242.

554


