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1 光学显微镜的发展历程
 1590年，荷兰的詹森父子(Hans and zachrias Janssen) 制造出第一台原始的、放大倍数
约为20倍的显微镜。

 16l0年，意大利物理学家伽利略(Galileo)制造了具有物镜、目镜及镜筒的复式显微镜。

 1665年，英国物理学家罗伯特·胡克(Robert Hooke)用左图这台复式显微镜观察软木塞
时发现了小的蜂房状结构，称为“细胞”，由此引起了细胞研究的热潮。

 1684年，荷兰物理学家惠更斯(Huygens)设计并制造出双透镜目镜－惠更斯目镜，是现
代多种目镜的原型。这时的光学显微镜已初具现代显微镜的基本结构(右图)。

（左）1665年 R. Hoock用来发现细胞的光学显微镜，(右)1848年的显微镜。



1 光学显微镜的发展历程

 在显微镜的发展史中，贡献最为卓著的是德国的
物理学家、数学家和光学大师恩斯特·阿贝(Ernst
Abbe)。

 他提出了显微镜的完善理论，阐明了成像原理、
数值孔径等问题，在1870年发表了有关放大理
论的重要文章。

 两年后，又发明了油浸物镜，显微镜的分辨本领
达到了0.2m的理论极限，并在光学玻璃、显微
镜的设计和改进等方面取得了光辉的业绩。



光学显微镜发展现状

由传统的生物显微镜专用显微镜。

按照其成像原理可分为：

1) 几何光学显微镜，包括生物显微镜、金相显微镜、
暗视野显微镜等。

2) 物理光学显微镜，包括相差显微镜、偏光显微镜，
干涉显微镜等。

3) 信息转换显微镜，包括荧光显微镜、显微分光光
度计、图像分析显微镜、电视显微镜等。

4) 随着显微光学理论和技术的不断发展，又出现了
突破传统光学显微镜分辨率极限的近场光学显微
镜，将光学显微分析的视角伸向纳米世界。



2 光学基础

2.1 光的本质

2.2 光与固体物质的相互作用

2.3 光在晶体中的传播



2.1 光的本质

 1. 波粒二象性

 光是核外电子在能级之间激发跃迁产生的自发
能量变化，导致发射或吸收辐射能的一种形态。

 【波】麦克斯韦电磁理论中，认为光是叠加的
振荡电磁场承载着能量以连续波的形式通过空
间。

 【粒】按照量子理论，光能量是由一束具有极
小能量的微粒即“光子”不连续地输送着，表
明光具有微粒与波动的双重性，即波粒二象性。



2.1 光的本质

 2. 波动性（电磁波谱）

 横波：电磁波在空间的传播过程中，电磁
场振动方向垂直于其传播方向，因此光是
横波。

 电磁波谱：电磁波的范围极为广泛，包括
无线电波、红外线、可见光、紫外线、x
射线和 射线等。它们的本质完全相同，
只是波长（或频率）不同而特性也不同。
按照它们的波长大小依次排列便构成一个
电磁波谱，如图2.1所示。





可见光：从电磁
波谱中可以看出，
可见光只是整个
电磁波谱中波长
范围很窄的一段，
其波长约为
3900～7700Å 
(1Å=10-10m, 
1nm=10-9m)。
红、橙、黄、绿、
蓝、靛、紫



 波长一定的光叫单色光。

 “白光”实质上就是各种颜色的光按一定
比例混合成的混合光。

 自然光和偏振光：根据光波的振动特点，
光又可以分成自然光和偏振光两种。



 自然光就是从普通光源发出的光波，如太阳光、
灯光等。光是由光源中的大量分子或原子辐射
的电磁波的混合波，光源中的每一个分子或原
子在某一瞬间的运动状态各不相同，因此发出
的光波振动方向也各不相同。

 因此自然光的振动具有两方面的性质：

 (1) 一方面它和光波的传播方向垂直.

 (2) 另一方面它又迅速地变换着自己的振动方向，
也就是说自然光在垂直于光的传播方向的平面
内的任意方向振动.

 如图2.2(a)所示。自然光各个方向上振动的概
率相同，在各个方向上的振幅也相等。



图2.2 自然光和偏振光振动示意图
(a)自然光；(b)偏振光



 偏振光是自然光经过某些物质的反射、折
射、吸收或其他方法，使它只保留某一固
定方向的光振动，如图2.2(b)所示。

 偏振光的光振动方向与传播方向组成的平
面称为振动面。由此也将偏振光称为平面
偏光，简称偏光。







3. 光的强度

（波：振幅； 粒：光子数量）

 在单位时间内，通过垂直于光传播方向单
位面积的光的能量（J/m2s）叫光的强度。



2.2 光与固体物质的相互作用

 无论光是自然光还是偏光，入射到固体物
质的表面，会产生光的折射、反射和吸收
等现象。

 反射光将按照反射定律反射回原介质中。
而折射光将从一种介质传播到另一种介质
中。



 1. 折射率与光速

 折射定律（图）：入射线、折射线和分界
面的法线同面。



 光疏介质光密介质

 i＞r，光速变小
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 光速：从式(2.1)可以看出，介质中光传播
的速度越大（光疏介质），则该介质的折
射率越小；相反，如介质中光传播的速度
越小（光密介质），则该介质的折射率越
大。即介质的折射率与光在介质中的传播
速度成反比（Vi／Vr=N2／N1）。



 光的固有属性为频率：光是具有一定频率
（）振动的波。

 V＝ （c＝ ）

不同介质中，波长在变化，波速V随着变
化（光速为1/n倍），而频率不变；

 光子能量E＝h 

（普朗克常数h＝6.626×10－34JS）



 例如：390nm波长的光，其光子能量E为
3.2 eV，求其光速。

 V＝ ＝
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 色散：同一介质的折射率因所用光波的频率而异，
这种性质称为折射率色散。对于同一介质，光波
的频率与折射率成正比。紫光频率最大，红光频
率最小。



 2．光的反射

 根据反射的基本定律，以反射表面法线
为基准的入射角和反射角是相等的，入
射光线、反射光线和反射表面法线处于
同一平面上。

 在精抛光平表面上可获得镜面反射(表面
不平整度小于光波长)，而在粗糙表面上
则呈漫反射。



 全反射



 3．光的吸收

 主要是光的波动能转换为热能等其他形式
的结果。



2.3 光在晶体中的传播

 1．光性均质体

 不改变光波的振动特点和振动方向。
N唯一。

 2．光性非均质体

 能够改变入射光波的振动特点，当入
射光波为偏光时，也可以改变入射光波的
振动方向。



图2.6 光波垂直均质体薄片入射示意图 图2.7 冰洲石的双折射现象



3. 光学显微镜的成象原理

 3.1 衍射的形成

 3.2 阿贝成像原理



3.1 衍射的形成

 物理光学把光视为一种电磁波，具有波粒
二象性，即波动性和粒子性。

 由于光具有波动性质，使得光波相互之间
发生干涉作用，产生衍射现象。



狭缝实验

 屏幕上的P1点到狭峰上边缘的距离和它
到狭峰下边缘的距离之差为一个波长。

 从狭峰上缘和从狭峰下缘发出的两列光波
在P1点相互增强，但这两列光波不过是
从连线b上发出的无数光波中的一对，其
他任意两列光波到达P1点的波程差均小
于一个波长。

 整个狭峰内发出的光波的累计相干效果，
是在P1点两侧造成一个光强的低谷，P1
点位于谷底位置。

 相反，在P2点处，从狭缝上缘和下缘发
出的光波的波程差1½ 个波长，P2成为相
干增强区的中心，称为第一级衍射极大值。



衍射结果

点光源通过透镜产生的埃利斑第一暗环半径
式中 n为介质折射率，λ照明光波长，α透镜孔径半角，M透镜放大倍数

说明埃利斑半径与照明光源波长成正比，与透镜数值孔径成反比．
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由斑点光源衍射形成的埃利斑（a）及其光强分布图（b）

衍射使物体上的一个点在成像的时候不会是一个点，而是一个衍射光斑。
如果两个衍射光斑靠得太近，它们将无法被区分开来。



3.2 阿贝成像原理

 对于周期性结构的物体，图像的形成用
阿贝成像原理来解释。

 光线通过细小的网孔时要发生衍射，衍
射光线向各个方向传播，凡是光程差满
足k=0，1，2，…的，互相加强。同一
方向的衍射光则成为平行光束。

 平行光束通过物镜在后焦面上会聚；形
成衍射花样。衍射花样上的某个衍射斑
点是由不同物点的同级衍射光相干加强
形成的；同一物点上的光由于衍射分解，
对许多衍射斑点有贡献。

 从同一物点发出的各级衍射光，在产生
相应的衍射斑点后继续传播，在象平面
上又相互干涉，形成象。

 k



阿贝成像原理

阿贝成像原理可以简单地描述为
两次干涉作用：平行光束受到有
周期性特征物体的散射作用形成
衍射谱（后焦面），各级衍射波
继续传播重新在像平面上形成反
映物的特征的像。



物与象之间的相似性

 物象是由直射光和衍射光互相干涉形成的，不让衍射光通过就不
能成象，参与成象的衍射斑点愈多，则物象与物体的相似性愈好。



4. 光学显微镜的构造和光路图



 M总＝M目×M物



5． 显微镜的重要参数

 5.1 数值孔径

 5.2 分辨率

 5.3 放大率和有效放大率

 5.4 景深

 5.5 工作距离与视场范围

 5.6 光阑

 5.7 光学透镜的象差



5.1 数值孔径
 数值孔径（NA）对物镜，由其
结构决定了焦距和光孔直径，由
2a角内光进入物镜，设物镜与观
察物间的介质折射率为n，则
n sina叫做物镜的数值孔径。

 孔径角是物镜光轴上的物点与物
镜前透镜的有效直径所形成的角
度。孔径角越大，进入物镜的光
通亮就越大，分辨率越高。孔径
角与物镜的有效直径成正比，与
焦点的距离成反比。



 物镜接收衍射光线的能力也强烈的依赖于在
样品与镜头之间的介质。因此，数值孔径的
概念更加能够有效的描述物镜的成像能力。

 数值孔径大小表征了物镜的聚光能力，它是
金相显微镜一个很重要的参数。

 NA值越大，物镜聚光能力越强，从试样上
反射时入物镜的光线越多，从而提高了物镜
的分辨能力。



 提高数值孔径的途径：n sina

 （1）一是增大透镜直径或聚焦能力，以增
大孔径半角a，但此法导致象差增大和制造
困难，故不实用。

 （2）另一种方法是增加物镜与观察物间的
折射率n（如浸油物镜）。

 （3）在相同介质中，波长短的光源有较大
的折射率，同样也将有较多的衍射光进入
物镜（如利用紫光分析）。



5.2 分辨率
1.人眼的分辨率 deye：

 人眼最敏感波长：550nm 
黄绿光；

 人岩瞳孔直径约：3mm；

 人眼明视距离：250mm；

 人眼在明视距离内能看清的
两点之间的极限视角：为
24。

 因此，一般照度下，明视距
离内人眼的分辨率为：
deye=0.150.3mm.



2. 显微镜的分辨率 d

指仪器分辨两个物点的本领。

显微镜的分辨率最高只能达到物镜的
分辨率，故物镜的分辨率又称显微镜的分
辨率。

分辨两个物点间的距离d越小，则分辨
率越大。



3.光学显微镜的分辨率极限

 样品上相应的两个物点间距离d。定义为透镜能
分辨的最小距离，也就是透镜的分辨本领。

 由于衍射效应的存在，像为一定尺寸的光斑。
衍射斑埃利斑。

 通常埃利斑是以第一暗环处的半径R0来衡量其
尺寸的。



瑞利判据：两埃利斑中心间距等于第一暗环半径R。
此时, 两中央峰之间叠加强度比中央峰最大强度低19％，
因此肉眼仍能分辨是两个物点的像



d                                      R   



 d。= R。⁄ M

 分辨本领是由物镜的NA值与照明光源的
波长两个因素决定，NA值越大，照明光
线波长越短，分辨率就越高。
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理论分辨率

 可见NA越大或 越小（紫光），物镜的
分辨能力越高。

 干燥空气n＝1，较小。若介质为松柏油
则折射率n=1.5左右，

 从技术方面来看，玻璃透镜的孔径半角可
以做得很大，最大者可达a=75度；此时
计算出的数值孔径N.A约为1.25~1.35。由
此，式(1-6)可以写成：



理论分辨率

 d=/2           (1-7) 

 可见光的波长范围为390--760nm，若用
可见光中波长最短的紫光照明，则分辨率
可达200nm左右，达到传统光学显微镜的
分辨率极限——瑞利判据。



5.3 放大倍数和有效放大倍数

 由于经过物镜和目镜的两次放大，所以
显微镜总的放大倍数M总＝M目×M物

 有效放大倍率：在显微镜中保证物镜鉴
别率允分利用时所对应的显微镜的放大倍
数，用M有效表示。。

 问题：如果用物镜100×和目镜30×：
为3000倍放大。行不行？



 物镜的分辨率最高只有0.2m，而人眼能
分辨的距离为deye＝0.150.3mm。所以
显微镜的放大必须让人的眼睛能够看到：

 M有效＝

 将deye＝0.150.3mm，

 ＝0.55m（可见光平均波长）绿光
代入得： M＝（447894）NA

 简单记做：M＝（5001000）NA

NA
deye

d

deye


61.0



 M有效要从目、物镜的配合得到。

M <   500NA时，物镜作用发挥不充分

M > 1000NA时，虚放大。

例题：有一物镜40×/0.65，求目镜配合？

计算得有效M有效为325—650之间，则目
镜选择为8—16倍。



5.4 景深

 景深又称垂直分辨率，是指在固定像点情况下，成像物面沿轴向
移动仍能保持图像清晰的范围。

 它表征物镜对应于不同平面上样品细节能否清晰成像的一个性质。
 景深的大小由满意成像的平面的两个极限位置(位于聚焦平面之
前和之后)之间的距离来度量。



 若人眼分辨能力为0.15~0.30mm，n为目的
物体所在介质的折射率，NA为物镜数值孔
径，M为显微镜放大倍数，则景深h可表示
如下

 如要求较大的景深，最好选用数值孔径小
的物镜，或减小孔径光阑以缩小物镜的工
作孔径，但是降低了显微镜的分辨能力。
这两个矛盾因素，只能视具体情况决定取
舍



5.5 工作距离与视场范围

 工作距离（WD）：显微镜准确聚焦状态下，样
品表面与物镜前端之间的距离叫工作距离。

 如：标准消色差物镜 10× WD为7.7mm；
100× WD为0.1mm。

 视场范围：在式样表面上观察到的区域大小。

 普通物镜，放大的实像直径为18mm，则对10×，
100×物镜来讲，试样直径是1.8mm和0.18mm
的区域。视场范围越大，观察区域也就越大。



5.6 光阑

 一般显微镜有两个光阑：

孔径光阑 与 视场光阑

 孔径光阑：大，光多，亮，NA，景深，清晰
度。（经验证明，适合的孔径光阑为直径
3~5mm之间）

 视场光阑：改变观察区域的范围，对分辨率无
影响。但可以增加衬度。（视场光阑应尽量缩
小，直到其大小和目镜的视域范围相同）



5.7 光学透镜的象差

1. 像差
透镜在成像过程中，由于透镜本身物理条

件限制，使像变形和模糊，称像差。
 (1) 球面象差

（简称球差）
近轴光远聚焦，
远轴光近聚焦。
球差用LA=S-S表示，
正透镜LA>0，
负透镜LA<0。

边缘与中心部分的折射光不能通过会聚相交于一点





光学透镜的象差

 (2) 色差

由于组成白光的各色光波长不同，折射率不同，
不同波长的光在不同的位置聚焦，形成像差。



 轴向色差：

 短波 近点聚焦

 长波 远点聚焦

 垂轴色差：

 红光高，而紫光低。影响图像的清晰度。





光学透镜的象差

 (3) 象域弯曲

垂直于光轴的直立的物体经过透镜后台形成一弯
曲的象面，称为象域弯曲。

象域弯曲是几种象差综合作用的结果



 2. 像差的消除

 像差的消除主要是通过显微镜的物镜完成的。
显微镜中的透镜都是由一组透镜组成物镜或目
镜。

 位于最前的凸透镜担负放大的作用，而后继的
透镜组都是为了消除各种像差而安置的。（矫
正透镜）

 一门复杂的学问



 影响金相显微镜成像质量的像差主要是:

球差、色差和像场弯曲.

其中:

球差和色差 影响像的中央部分像质，
像场弯曲对 影响像边缘。



 A．消色差物镜（最简单）
一般不标

 B．复消色差物镜
FC40×/0.65

 C．平面消色差物镜
PC40×/0.65

 D．平面复消色差物镜

 PL100 ×/1.25

色差 球差 弯曲

A 红、绿 黄、绿 未

B 全色 紫、绿 未

C 同A 同A 校正

D 同B 同B 校正



图2－2不同物镜对色差的校正示意图
a)单透镜色差未校正 b) 消色差物镜
c)复消色差物镜



6. 光学显微镜的工作方式

 6.1 明场照明术

 6.2 暗场照明术

 6.3 偏振光照明术

 6.4 相衬分析



6.1 明场照明术

 光线通过物镜均匀垂直照射到试样表面，
相对讲光线充足，视场明亮，试样上不同
表面平整状态以及物相的不同反射能力和
颜色等则造成不同的明暗反差和颜色反差。

 在金相显微镜的光学系统中，配置了孔径
光阑和视场光阑。正确的调节他们，可以
充分发挥物镜的分辨能力，并兼顾景深，
获得具有良好衬度的图像。





6.2 暗场照明术

 在明场照明时，平整的表面明亮，倾斜的
表面暗。但是，有时为了看清试样表面上
的裂纹、凹陷、交界面及细小的浮雕微粒
（夹杂物）等部位，将入射光按图中方式
从物镜外暗场反射镜照到试样上，平整面
的光全部反射到物镜以外，没有光线进入，
只有在不平整的裂纹、凹陷、交界面及细
小的浮雕微粒的部位散射光线才有可能射
入物镜，呈现为明亮色。



图2.34 暗场照明器示意图
1.环状光圈，2.环状反射镜，3.暗场聚
光器，4. 暗场聚光器的反射面，5. 光片
磨光面，6. 物镜，7. 暗场聚光器固定板，
8.反射光线



6.3 偏振光照明术

 一个偏振元件放置于入射光光路上，
使照射到试样的光线成为平面偏光。
经试样反射，仍为偏振光，一个检
偏振片置于目镜前的光路上（可旋
转），检验反射光。

 所谓正交偏光镜，就是起偏光镜和
检偏光镜联合使用，并且两偏光镜
的振动面处于相互垂直位置。消光
现象：晶体在正交偏光镜下呈现黑
暗的现象。



 偏光显微镜是鉴定物质细微结构光学性质
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。

 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。



偏光镜应用

 A．组织与晶粒的显示

 各向异性金属的多晶体，其晶粒在正交偏
振光下可看到不同亮度粒位向不同，而具
有相同亮度的两个晶粒，有相同的位向。



 B．多相合金的相分析

 (1)两相合金中一相为各向同性，另一相
为各向异性，极易由偏振光鉴别。

 (2)两相都属各向同性。经适当的化学浸
蚀后，使一相被浸蚀后具有光学各向异性，
而对另一相并不发生浸蚀作用。



 C．非金属夹杂物的鉴别

 金属中常存在各种类型的非金属夹杂物，它们又有各种光
学特性，如反射能力、透明度、固有色彩、均质及非均质
性等。利用偏振光可观察到这些夹杂物的特性，如鉴别钢
中非金属夹杂物。

 D．塑性变形、择优取向及晶粒位向的测定

 如果多晶体金属受外界条件的影响，晶粒以一位向排列起
来，例如塑性变形后，或塑性变形再结晶后晶粒的择优取
向(即形变织构或再结晶织构)，由于多晶体位向的一致排
列，在同一金属磨面上将有一致的光轴方向，故在正交偏
振光下整个视野内明暗程度应趋于一致——近于单晶体的
偏振效果，或整个视野明亮，或整个视野黑暗。可以利用
光度计测量整个视野反射光的总强度，记录它随载物台转
动时的变化。



6.4 相衬分析

 利用装在显微镜内的相
位板，使反射光产生干
涉或叠加，把具有相位
差的光转换成具有强
度差的光，以鉴别金相
组织。



7．样品制备

 7.1 取样

 7.2 镶样

 7.3 磨光

 7.4 抛光

 7.5 腐蚀



7.1 取样

 取样应选择有代表性的部位

 不改变原来的组织

 对于软材料，可以用锯、车、刨等加工方法；

 对于硬材料，可以用砂轮切片机切割或电火花
切割等方法；

 对于硬而脆的材料，如白口铸铁，可以用锤击
方法；

 在大工件上取样，可用氧气切割等方法。



7.2 镶样

 用专门的镶样机，在合适的加热温度和压
力下，将试样镶嵌在固化的树脂或塑料基
体中。

 还可以采用机械镶嵌法，即用夹具夹持试
样。



7.3 磨光

 金相试样的磨光除了要使表面光滑平整外，
更重要的是应尽可能减少表层损伤。

 每一道磨光工序必须除去前一道工序造成
的变形层，而不是仅仅把前一道工序的磨
痕除去。

 手工磨光时，本道工序的磨痕应与上一道
工序的磨痕方向垂直，这样可以使试样磨
面保持平整并平行于原来的磨面。



7.4 抛光

（1）机械抛光。粗抛，精抛。

（2）电解抛光。电解抛光时，在试样表面上形成一层具有较高电阻的薄膜，

试样凸起部分的膜比凹下部分薄，膜越薄电阻越小，金属溶解速度越快，
从而使凸起部分渐趋平坦。

（3）化学抛光。化学抛光的原理与电解抛光类似，是化学药剂对试样表面
不均匀溶解的结果。



7.5 腐蚀

（1）化学腐蚀。

 纯金属及单相合金的腐蚀是一个化学溶解的过程。由于晶
界上原子排列不规则，具有较高的自由能，所以晶界易受
腐蚀而呈凹沟，使组织显示出来，若腐蚀较深，则由于各
晶粒位向不同，不同的晶面溶解速率不同。

 两相合金的腐蚀主要是一个电化学腐蚀过程。

（2）电解腐蚀

电解腐蚀所用的设备与电解抛光相同，只是工作电压和工
作电流比电解抛光时小。在微弱电流的作用下各相腐蚀程
度不同，因而显示出组织。



本章重点

阿贝成像原理

分辨率


