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明视显微术中若干值得重视的问题

章潜才

(实脸 中心 )
-

摘要 本文以获取高质素显徽照片为 目的
,

就明视显徽术中的库勒照明
、

反差
、

彩色还原以及

屈光度调整等间题进行讨论
,

以期引起生物学研究者的盆视
,

并从中获取神益
。

关桩词 明视
.

库勒照明
.
反差 .

电子显微镜的出现
,

对生物学方面的研究无疑

是一项重大的推动
,

但它

未能取代光学显徽镜
。

现

代科学技术的发展
,

使光

学显徽镜无论在性能
、

功

用
、

操作和高效等方面都

获得很大的发展
。

国际上

各大生产光学显徽镜的公

司 (如蔡斯
、

奥林巴斯
、
A。

公司 ) 互相竞争
,

在仪器

构造
、

性能等方面不断引

进现代新技术
,

推陈出新
.

现代的光学显徽镜在表现

分辨率
,

反差
、

彩色还原

诸因素中绝大部分都是优

秀的
,

关键的问题是操作

者在着手进行分析研究以

及摄影前
,

忽视或违背了

各种显微镜操作特性和程

序
,

以至未能获得预期效

果
。
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’
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图 l 研究用显徽镜示愈图

l
、

灯室 2
、

集光器 3
、

场光栏 ` 、

聚光镜孔径光栏 5
、

康光器 6
、

软

物白 7
、

物镜 8
、

目镜 9
、

摄影装t lo
、

取景望远镜 11
、

照相暗匣

综合前人经验
,

结合实践
,

就明视显微术中若干重要问题进行分析
.

文中提及的显微

镜以奥林巴斯 B H s 研究用显微镜为例
。
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1 问题和方法

. 1 1 明视显微术中的库勒 k(如 er ) 照明法 l[]

通过目镜进行观察
,

样品或所观察的对象是暗的或彩色的
,

而背景却是明亮的或是近

乎白色的
,

这类光学显微术即为明视显微术
,

亦称明场显微术
。

早期的显微镜多采用自然光作光源
,

由于它来自无限远的地方
,

因此我们视之为平行

光束
,

在实际应用中
,

只要将它集中反射到样品上 (载片上 ) 便行了
,

没有更多要注意的

问题
。

然而
,

现代 光学显微镜
,

绝大部分采用人工光 (如环状钨丝灯
,

桔弧或氨弧灯 )
,

它们

都是不均匀的光源
.

为使样品得以均匀照明而不影响图像的质量和分辨率
,

显微镜设计者

在照明系统中设置了灯— 集光器— 场光栏— 孔径光栏一聚光器等装置 (图 1 )
.

这种照明系统是根

物

标本聚光集光

光

据库勒照明原理设 计

的
。

有些研究者往往忽

视库勒照明的重要步骤
,

采用临界照明术
,

或者

根本就没有考虑什么照

明方法
,

仅仅是有光线

通过 使视野 得 到
“ 照

明
”

而已
。

结果是照明

光束与灯丝像同时存在

于样品上
,

影响了观察

对像的均匀照明和图像

的分辨率
。

正确的照明是采用库勒

照明法
。

它利用场或灯集光

器 (或称灯聚光器 ) 将灯丝

的像成焦于台下聚光器的后

焦面上
,

而将灯聚光器的像

(即照明光束 )成焦于样本平

面上
,

因而实际上灯聚光器

成了照明光源 (图 3)
.

在明视显微术中
,

库勒

照明是一种理想照 明系统
,

它既用于 一般的 目视观察
,

又用于显微摄影术中
。

在相

冬
灯丝像

图 2 临界照明示意图

物镜后焦面物镜标本聚光镜
·

径孔光栏

象蛇一

视场光世灯

.

d切伪,

集光镜光惊

图 3 库勒照明示意图

差显微术中和微分干涉显微术中同样适用
.

因为它提供了最好的图像质量和最高的分辨本

领
。

_

.
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库勒照明步骤如下
:

( 1) 接通显微镜电源
,

使灯亮
; ( 2) 选一标本载片置于载物台

; (3 ) 置 10 倍物镜进入

光路 ; ( 4) 通过 目镜观察
,

使样本聚焦
;

( 5 ) 缩小孔径光栏

和场光栏
,

在视野

中看 到 光 栏 图 像

(图 4 ) ; ( 6 ) 调节聚

光器高度旋钮
,

使

光栏图像聚焦 (清

晰可辨 ) ;
(7 ) 如光

栏图像不对中
,

用

光栏对中旋钮 (位

于聚光器上 ) 进行

调整校正
; (8 ) 扩 图 刁 场光栏调整对中示愈图

大场光栏
,

使光栏图像在视野中刚刚消失为止
。

1
.

2 黑白片提高反差的问肠

在科学书籍
、

期刊或报告中的图片大都采用黑白图片
.

因此
,

良好的图像反差便是每

一本显徽研究者的最基本的追求 目标
.

一般地说
,

者色标本的染色好坏是影响反差的最基本条件
,

而在显徽摄影术中有几个

影响反差的因素值得重视
。

1
.

2
.

1 反差滤色镜 反差滤色镜对于提高黑白图像的反差是重要的方法之一在明视场的

观察中
,

绝大部分的标本都是经过染色的
,

为了使拍摄的标本突出于背景或使出现在黑白

片上亮度相等的不同颜色成分得以分化
,

则希望增强反差
.

在后一种情况下
,

便可利用某

一撼光镜使吸收一种较多的颜色
,

而使另一颜色的光通过
,

否则
,

所记录的颜色在利用全

色片摄影时
,

便会出现相类似的灰色调
,

难于分辨
。

当标本的颜色十分苍白而背景却极为

明亮情况下
,

摄下的样本将是在白色背景上有一浅灰的目的物
.

如果用一滤光镜吸去标本

的颜色
,

就可以显出深灰色而达到增强反差的效果
。

在一般情况下
,

黄
、

绿色涟光镜最常用
。

这是因为
:

( l) 不管物镜对像差的校正程度

(消色差或复消色差 ) 如何
,

最起码是对黄
、

绿色光波的校正是最完美的
,

而邻近于黄
、

绿

色光波的其它光波却不一定得到好的补偿
「’ 口。

加用黄
、

绿色滤光镜
,

则能满足物镜的这一要

求
,

使拍摄出来的照片清晰度大大提高 (图 1
,

2)
。

(2 ) 在组织切片的染色中
,

苏木精素和

曙红染料是最常用的
。

用这两种色素所染的组织片的颜色
,

对绿色光的吸收 比较好
,

加用

绿色滤光镜后
,

所拍的照 片便能得到较好的反差
。

在实践中
,

选用滤光镜的方法是通过显微镜
,

在光束中试用不同的滤光镜来检验标本
,

在取得所期望的反差和细节表现时
,

此撼光镜便被选定
。

如果希望在一个染色标本与背景之间得到最大反差
,

则滤光镜应当完全吸收标本的颜

色
,

在这种情况下
,

滤光镜的颜色应 当是标本颜色的互补色
。

表 l 正是根据这一原则而制

定
.

硬
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表 l 燕白摄影中反差滤色镜的选择

提 高 反 差 降 低 反 差

标本颜色 滤光镜颜色

蓝
、

蓝绿
、

绿 红 使用与标本颜色相同的滤光镜

红
、

紫红
、

品红 绿

褐
、

黄 蓝

紫 黄

一般情况 绿或黄

1
.

2
.

2 孔径光栏 孔径光栏位于聚光器下
,

是可调的
。

其目的是控制进入聚光器光束直径
,

因而控制进入物镜的光锥角度
,

以便充分利用整个孔径 ( N
·

A )
。

孔径光栏正确置定与否
,

既影响图像的反差
,

也影响图像的质量 (分辨率 )
。

孔径光栏

太大
,

结果是降低了图像的反差
,

质量低下
;
孔径光栏太小

,

则降低了聚光镜和物镜的有

效数值孔径
,

造成分辨不良
,

同时还会产生明显的干涉条纹出现在标本图像中
,

造成低劣

的图像 (图版 3
,

峨
,

5 )
。

要获取高质量
、

反差好的标本图像
,

必须根

据物镜的数值孔径 ( N
·

A ) 值来选定聚光器的数

值孔径
。

一般的经验认为
:

聚光器孔径光栏置定值一 物镜数值孔径 只

0
.

6一 0
.

8
。

例如
:

40 倍物镜数值孔径值为 0
.

“
,

按上式则聚光器 数值孔径光栏应置定在 0
.

40 ~

0
·

4 5 之间为宜
。

在实际操作 中也可用下述方法进行调节
:

( 1) 使标本正确聚焦后
,

取下左目镜
; ( 2) 观

察镜筒
,

边观察物镜的后焦平面
,

边用手调节聚

光器孔径光栏
,

大小如图 5 所示
.

物倪后
焦 点平百

孔径充门

图 5 聚光孔径光栏调节示意图

协

1
.

2
.

3 黑 白感光片 黑 白显微摄影常常采用负片
,

反转片很少使用
。

负片的选择需要考虑下列因素
:

对色的敏感性
;
反差

;
颗粒大小

;
分辨本领

;
速度和

曝光以及显影时限等
。

黑白感光片可分为具有高
、

中
、

低反差 3 类
。

对于明视场显微摄影来说
,

细颖粒
、

高

分辨本领
、

中等反差的全色胶片 (卷 )多被选为黑白摄影
。

红颜色的标本不能选用正色片

(对红光不敏感 )
。

在现代显微摄影中
,

除非暗视场摄影或摄影对象是活动的需要高速度感

光材料外
,

胶片 (卷 )的感光速度不被视为重要的因素
.

实践证明
,

国际上对于显微摄影
,

美国柯达帕纳托米克 (k o d a k aP an ot m i c一 x) 胶片和

日本富士全色胶片 F (凡梦 N e n
aP

n
)F 最为显微摄影家所接受

〔们
.

中国生产的黑白胶卷 ( 1 35

1 0 0A s A ) 有
“

太行牌
” 、 “

公元牌
” 、 “

无锡牌
” 、 “

友谊牌
” 、 “

上海牌
” 、 “

吉林牌
” 、 “

青岛

牌
” 、 “

厦门牌
”
等 20 多种

,

北京大学生物系根据实践认为
“

太行牌
”
用于黑白显微摄影具

有一定的水平
,

作者认为
“

公元牌
” 、 “

上海牌
”

黑白胶卷均可用于显微摄影
。
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1
.

3 彩色显微摄形中的彩色 , 现问题

利用显徽镜作彩色摄影时
,

最使人烦恼的问题便是照片上的颜色与实际观察到颜色有

差别
,

有时照片偏蓝
,

有时照片偏红 (黄 )
,

这便是颜色的偏移问题 a[J
.

不可否认
,

彩照的冲

印技术有很大的影 响
.

对 于显微摄影者来说
,

彩色 ! 现 的质盘不 同
,

取决于彩色胶片

(卷 ) 和光源的组合
。

首先应该明了的是
,

彩色照片依照明的种类分成 日光型 ( o ay 瑰ht T y pe ) 和灯光型 (uT
一 n

gs et n

yT eP ) 2 种
.

日光型胶卷所需的照明色温为 5 50 O K 旧光的色温 )
、

灯光型胶卷所

需的照明色温为 3 3 00 K 或 3 400 K
。

如果所选的胶卷与所用的光源不符时
,

则颜色的还原

将不能达到
,

即所记录的图像出现错误的光平衡
。

同时还应 明了的是
,

研究用显微镜大多数采用环状 卤素钨丝灯作为 内装照明系统的光

源
.

这种灯为不同厂商所生产
,

电压不同
,

则色温变化也不同
,

一般为 2 8。。 K 到 3 2 。。 K

之间
。

在正常情况下
,

如果钨丝灯用作显微摄影的照明源
,

则应用光平衡为灯光型的彩色胶

卷
.

当光源具日光性 (如氦弧灯或电子闪光灯 )时
,

则应采用 日光型胶卷
.

只有这样才能正

确记录和复制标本
。

但实际的情况是
,

在国内市场上
,

很难买到适合于显微摄影用的灯光型彩色胶卷
,

很多

人都采用普通摄影用的 日光型胶卷用于显微摄影
。

因此
,

为了得到正确的彩色重现
,

就必

须在光撅和胶卷之间加入色温平衡滤光片来解决这个色温差的问题
。

在高级研究用显微镜中
,

一般都配备有色温平衡雌光片
.

在奥林巴斯 B
sH 显徽镜中

,

分

别配备有 L B D

—
ZN (或 BL 45 ) 和 LBT 二种色温平衡滤光片

,

同时配备一个色温计用于测

定色温
.

L B O

—
ZN 是 由二块浅蓝色滤光片组合而成 (柯达公司则配备有 N O :

82 系列 )
。

它们能有效地提高钨丝灯的光源色温
,

使之适合于日光型胶卷
。

LBT 是一块浅黄色滤光片

(柯达公司配备有 N O :

81 系列 )
,

为灯光型彩色胶卷平衡色温之用
。

它是用于降低光源色温

的
,

在显徽摄影中很少使用
,

因为很少有过高的光源色温出现
。

色沮平衡滤光片一般里于显微镜基座上的光路出口上
,

结合利用色温计
,

调整照明强

度便能得到正确的色温平衡
.

1
.

4 照片焦点不正确的问肠

有些显徽摄影者会遇到照片棋糊不清的问题
,

在目视中摄影 目标虽很清楚
,

但拍下来

的照片却模糊不清
.

笔者认为
,

有如下几个问题必须明确
。

1
.

4
.

1 照片上的焦点是与取景目镜的焦点同步的 现代的高级研究用显微镜都配备有专

用的照相暗匣
,

它与摄影控制装置同步使用
.

由于观察目镜与照相暗匣的机械长度不一致
,

亦即焦点平面并非处于同一水平上
,

因此
,

摄影时
,

观察目镜上的焦距不等于暗匣中胶片

的焦距
.

胶片上的焦距必须用摄影体上的取景望远镜来确定 (图 l )
,

否则
,

照片便不能得

到正确的焦点
.

1
.

4
.

2 取景望远镜的屈光度调整 利用取景望远镜调焦时
,

必须事先进行屈光度的校正
。

只有正确地校正了取景望远镜的屈光度
,

才有可能使不同视力的摄影者都能拍出正确焦点

的照片来
。

有些显徽摄影者不作屈光度的调整
,

直接用徽调旋钮进行聚焦调节
,

这种做法

无异于近视者看书
,

不是配备合适的眼镜
,

而是将书本向眼前移
,

结果是破坏了观察者与

照相机的同步效应
,

当然得不到清晰的照片了
.

`
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取景望远镜屈光度的校正方法如下
:

( 1) 将观察体上的光路选择连杆置于绿色挡
,

使

成像光束通过摄影 目镜
,

成像于取景望远镜中

(图像是否清晰不重要 )
.

( 2) 通过取景望远镜

观察双十字丝
。

( 3) 调整取景望远镜上的屈光

度校正钮
,

使双十字丝清晰可辨 (图 6)
.

如双

十字丝不易分辨
,

可用细调旋钮使欲摄影物过

焦 (模糊 )
,

然后进一步调节双十字丝清晰
.

( 4) 用细调钮使欲摄影 目的物精确聚焦
。

(5 )拍

照
。

一些生产厂家为满足显微摄影者的习惯
,

ll
飞兰三子

(} ! }

模糊的 二条线清
.

晰分开

图 6 双十字丝调整示意图

也配备一种取景 目镜
,

它直接安装在双筒观察目镜的镜筒上
,

利用这种装置取景摄影时
,

同

样地需要校正该取景 目镜的屈光度
,

否则
,

底片上的焦点不能正确达到
.

2 结 论

要获取高质量的显微照片
,

需要考虑的因素是多方面的
.

由于所用的显微镜不同
,

在

注意上述各间题的基础上
,

特别建议研究者在使用显微镜之前
,

认真研读一下说明书
,

这

对于 自己的研究工作会起
“

磨刀不误砍柴工
”
的作用

.
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图版 l鸡肾组织 未加滤光镜观察摄影 细节显示平淡 x17 。 ; 2

影 细节显示清晰 反差好 x l70
,

鸡肾组织 加绿色滤光镜观察摄

肠组织 聚光器孔径光栏适中

分辨率低 x 170

3 鼠小肠组织 聚光器孔径光栏过大 细节损失不清晰 x l7 。 ; 4 鼠小

细节显示清晰反差好 x l 70
;

鼠小肠组织 聚光器孔径光栏过小 反差好但


