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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.
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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 ( �) ] } =
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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:
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2
} =

1

 
~ 1 -

| !
~
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~ +
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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:
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~
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( 10)

式中, ( 
~

x ,  
~

y ) = ( 
~

cos∀,  
~

sin∀ )。

由于
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采用坐标变换 x
2
= #

2
- ( 

~
/2+ |!

~
| / 
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2
, 可得:
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最后,高斯光束荧光共焦显微镜系统的光学传递函数

为:
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~
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~
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式中,
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式中, l1 = [ ( 
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x - n
~

x )
2

+ (  
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y - n
~

y )
2
]

1 /2
, l2 = ( n

~ 2
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n
~ 2
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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。
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