
光学显微镜的几种特殊显微镜 

一.暗视野显微镜  

  暗视野显微镜由于不将透明光射入直接观察系统，无物体时，视野暗黑，不

可能观察到任何物体，当有物体时，以物体衍射回的光与散射光等在暗的背景中

明亮可见。在暗视野观察物体，照明光大部分被折回，由于物体(标本)所在的位

置结构，厚度不同，光的散射性，折光等都有很大的变化。  

    暗视野显微镜在普通光学显微镜台下配一个暗视野聚光器,来自下面光源的

光线被抛物面聚光器反射，形成了横过显微镜视野而不进入物镜的强烈光束。因

此视野是暗的，视野中直径大于 0.3m 的微粒将光线散射，其大小和形态可清楚

看到。甚至可看到普通明视野显微镜中看不见的几个毫微米的微粒。因此在某些

细菌、细胞等活体检查中常常使用。 

 

二.相位差显微镜 

相差显微镜是荷兰科学家 Zermike 于 1935 年发明的，用于观察未染色标本的显

微镜。活细胞和未染色的生物标本，因细胞各部细微结构的折射率和厚度的不同，

光波通过时，波长和振幅并不发生变化，仅相位发生变化(振幅差)，这种振幅差

人眼无法观察。而相差显微镜通过改变这种相位差，并利用光的衍射和干涉现象，

把相差变为振幅差来观察活细胞和未染色的标本。相差显微镜和普通显微镜的区

别是:用环状光阑代替可变光阑， 用带相板的物镜代替普通物镜，并带有一个合

轴用的望远镜。  

相差显微镜 

 

 相差显微镜具有两个其他显微镜所不具有的

功能:①将直射的光(视野中背景光)与经物体衍

射的光分开;②将大约一半的波长从相位中除

去，使之不能发生相互作用，从而引起强度的变

化。 

  相差显微镜（phasecontrast microscope）

由 P．Zernike 于 1935 年发明，并因此获 1953

年诺贝尔物理奖。这种显微镜最大的特点是可以
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观察未经染色的标本和活细胞。  

  相差显微镜的基本原理是，利用物体不同结构成分之间的折射率和厚度的差

别，把通过物体不同部分的光程差转变为振幅（光强度）的差别，经过带有环状

光阑的聚光镜和带有相位片的相差物镜实现观测的显微镜。主要用于观察活细胞

或不染色的组织切片，有时也可用于观察缺少反差的染色样品。 

  把透过标本的可见光的光程差变成振幅差，从而提高了各种结构间的对比

度，使各种结构变得清晰可见。光线透过标本后发生折射，偏离了原来的光路，

同时被延迟了 1/4λ（波长），如果再增加或减少 1/4λ，则光程差变为 1/2λ，

两束光合轴后干涉加强，振幅增大或减下，提高反差。在构造上，相差显微镜有

不同于普通光学显微镜两个特殊之处：  

  1.环形光阑（annular diaphragm） 位于光源与聚光器之间，作用是使透过

聚光器的光线形成空心光锥，焦聚到标本上。  

  2.相位板（annular phaseplate）在物镜中加了涂有氟化镁的相位板，可将

直射光或衍射光的相位推迟 1/4λ。分为两种：  

  1.A+相板：将直射光推迟 1/4λ，两组光波合轴后光波相加，振幅加大，标

本结构比周围介质更加变亮，形成亮反差（或称负反差）。  

  2.B+相板：将衍射光推迟 1/4λ，两组光线合轴后光波相减，振幅变小，形

成暗反差（或称正反差），结构比周围介质更加变暗。  

  相差显微镜使用中的几个问题： 

  （1）相位倒转 当 n’<n 或 n’>n 时得到象的明暗反差正好相反，称为相位

倒转。当相位差δ=0 时是无法识别的，随着δ的增大反差变大，当δ继续增

大到某一值后会出现相位倒转。用 90%高吸光值（高反差）物镜时，这个转变值

约为 0.55λ，用 70%标准吸光值的物镜时约为 0.33λ。较高吸光值的物镜应该

用于分辨较小的光程差。 

  （2）晕轮和渐暗效应 在相差显微镜成象过程中，某一结构由于相位的延迟

而变暗时，并不是光的损失，而是光在象平面上重新分配的结果。因此在黑暗区

域明显消失的光会在较暗物体的周围出现一个明亮的晕轮。这是相差显微镜的缺

点，它妨碍了精细结构的观察，当环状光阑很窄时晕轮现象更为严重。相差显微

镜的另一个现象是渐暗效应，指相差观察相位延迟相同的较大区域时，该区域边



缘会出现反差下降。 

  （3）样品厚度的影响 当进行相差观察时，样品的厚度应该为 5μm或者更

薄，当采用较厚的样品时，样品的上层是很清楚的，深层则会模糊不清并且会产

生相位移干扰及光的散射干扰。 

  （4）盖玻片和载玻片的影响 样品一定要盖上盖上盖玻片，否则环状光阑的

亮环和相板的暗环很难重合。相差观察对载玻片和盖玻片的玻璃质量也有较高的

要求，当有划痕，厚薄不均或凹凸不平时会产生亮环歪斜及相位干扰。另外玻片

过厚或过薄时会使环状光阑亮环变大或变小。 

 

三.视频显微镜 

   将传统的显微镜与摄象系统，显示器或者电脑相结合，达到对被测物体的

放大观察的目的。 

  最早的雏形应该是相机型显微镜，将显微镜下得到的图像通过小孔成象的原

理，投影到感光照片上，从而得到图片。或者直接将照相机与显微镜对接，拍摄

图片。随着 CCD 摄象机的兴起，显微镜可以通过其将实时图像转移到电视机或者

监视器上，直接观察，同时也可以通过相机拍摄。80 年代中期，随着数码产业

以及电脑业的发展，显微镜的功能也通过它们得到提升，使其向着更简便更容易

操作的方面发展。到了 90 年代末，半导体行业的发展，晶圆要求显微镜可以带

来更加配合的功能，硬件与软件的结合，智能化，人性化，使显微镜在工业上有

了更大的发展。 

 

四.荧光显微镜 

   在萤光显微镜上，必须在标本的照明光中，选择出特定波长的激发光，以

产生萤光，然后必须在激发光和萤光混合的光线中，单把萤光分离出来以供观察。

因此，在选择特定波长中，滤光镜系统，成为极其重要的角色。  

  萤光显微镜原理：  

  (A) 光源：光源幅射出各种波长的光(以紫外至红外)。  

  (B) 激励滤光源：透过能使标本产生萤光的特定波长的光，同时阻挡对激发

萤光无用的光。  



  (C) 萤光标本：一般用萤光色素染色。  

  (D) 阻挡滤光镜：阻挡掉没有被标本吸收的激发光有选择地透射萤光，在萤

光中也有部分波长被选择透过。 

 

五.偏光显微镜 

  偏光显微镜是用于研究所谓透明与不透明各向异性材料的一种显微镜。凡具

有双折射的物质，在偏光显微镜下就能分辨的清楚，当然这些物质也可用染色法

来进行观察，但有些则不可能，而必须利用偏光显微镜。  

主要特点  

  将普通光改变为偏振光进行镜检的方法，以鉴别某一物质是单折射（各向同

行）或双折射性（各向异性）。双折射性是晶体的基本特性。因此，偏光显微镜

被广泛地应用在矿物、化学等领域，在生物学和植物学也有应用。  

基本原理  

  偏光显微镜的原理比较复杂，在此不作过多介绍,偏光显微镜必须具备以下

附件：起偏镜，检偏镜，补偿器或相位片，专用无应力物镜，旋转载物台。   

检术方式 

  1、正相镜检（Orthscope） 

  又称无畸变镜检，其特点是使用低倍物镜，不用伯特兰透镜（BertrandLens）,

被研究对象可直接用偏振光研究。同时为使照明孔径变小，推开聚光镜的上透镜。

正相镜检用于检查物体的双折射性。  

  2、锥光镜检（Conoscope） 

  又称干涉镜检，研究在偏振光干涉时产生的干涉图样，这种方法用于观察物

体的单轴或双轴性。在该方法中，用强会聚偏振光束照明。 

装置要求 

  1、光源 

  最好采用单色光，因为光的速度，折射率，和干涉现象由于波长的不同而有

差异。一般镜检可使用普通光。  

  2、目镜 

  要带有十字线的目镜。  



  3、聚光镜 

  为了取得平行偏光，应使用能推出上透镜的摇出式聚光镜。  

  4、伯特兰透镜 

  聚光镜光路中的辅助部件，这是把物体所有造成的初级相放大为次级相的辅

助透镜。它可保证用目镜来观察在物镜后焦平面中形成的平涉图样。 

检术要求 

  1、载物台的中心与光轴同轴。 

  2、起偏镜和检偏镜应处于正交位置。 

  3、制片不宜过薄。 

 

六.超声波显微镜 

   超声波扫描显微镜的特点在于能够精确的反映出声波和微小样品的弹性

介质之间的相互作用，并对从样品内部反馈回来的信号进行分析！图像上

（C-Scan）的每一个象素对应着从样品内某一特定深度的一个二维空间坐标点上

的信号反馈，具有良好聚焦功能的 Z.A 传感器同时能够发射和接收声波信号。一

副完整的图像就是这样逐点逐行对样品扫描而成的。反射回来的超声波被附加了

一个正的或负的振幅，这样就可以用信号传输的时间反映样品的深度。用户屏幕

上的数字波形展示出接收到的反馈信息（A-Scan）。设置相应的门电路，用这种

定量的时间差测量（反馈时间显示），就可以选择您所要观察的样品深度。 

 

七.解剖显微镜 

   解剖显微镜，又被称为实体显微镜或立体显微镜，是为了不同的工作需求

所设计的显微镜。利用解剖显微镜观察时，进入两眼的光各来自一个独立的路径，

这两个路径只夹一个小小的角度，因此在观察时，样品可以呈现立体的样貌，成

像清晰和宽阔，又具有长工作距离。解剖显微镜的光路设计有两种： The 

Greenough Concept 和 The Telescope Concept。解剖显微镜常常用在一些固体

样本的表面观察，或是解剖、钟表制作和小电路板检查等工作上。   

  它有如下特点： 

  1． 双目镜筒中的左右两光束不是平行，而是具有一定的夹角——体视角（一



般为 12 度---15 度），因此成像具有三维立体感； 

  2． 像是直立的，便于操作和解剖，这是由于在目镜下方的棱镜把像倒转过

来的缘故； 

  3． 虽然放大率不如常规显微镜，但其工作距离很长 

  4． 焦深大，便于观察被检物体的全层。 

  5． 视场直径大。 

  目前立体镜的光学结构是：由一个共用的初级物镜，对物体成像后的两光束

被两组中间物镜——变焦镜分开，并成一体视角再经各自的目镜成像，它的倍率

变化是由改变中间镜组之间的距离而获得的，因此又称为“连续变倍体视显微

镜”（Zoom—stereo microscope）。随着应用的要求，目前体视镜可选配丰富

的选购附件，如荧光，照相，摄像，冷光源等等。  

 

 


