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徕卡显微镜DM500荧光

   

荧光显微镜介绍、原来、主要事项！！

荧光显微镜和普通显微镜有以下的区别荧光显微镜1.照明方式通常为落射[1] 式，即光源
通过物镜投射于样品上；2.光源为紫外光，波长较短，分辨力高于普通显微镜；3.有两个
特殊的滤光片，光源前的用以滤除可见光，目镜和物镜之间的用于滤除紫外线，用以保护
人眼。荧光显微镜也是光学显微镜的一种，主要的区别是二者的激发波长不同。由此决定
了荧光显微镜与普通光学显微镜结构和使用方法上的不同。荧光显微镜是免疫荧光细胞化
学的基本工具。它是由光源、滤板系统和光学系统等主要部件组成。是利用一定波长的光
激发标本发射荧光，通过物镜和目镜系统放大以观察标本的荧光图像。

工作原理光源

荧光显微镜工作原理多采用200W的超高压汞灯作光源，它是用石英玻璃制作，中间呈球
形，内充一定数量的汞，工作时由两个电极间放电，引起水银蒸发，球内气压迅速升高，
当水银完全蒸发时，可达50～70个标准大气压力，这一过程一般约需5～15min。超高压汞
灯的发光是电极间放电使水银分子不断解离和还原过程中发射光量子的结果。它发射很强
的紫外和蓝紫光，足以激发各类荧光物质，因此，为荧光显微镜普遍采用。超高压汞灯也
散发大量热能。因此，灯室必须有良好的散热条件，工作环境温度不宜太高。新型超高压
汞灯在使用初期不需高电压即可引燃，使用一些时间后，则需要高压启动（约为15000V）



，启动后，维持工作电压一般为50～60V，工作电流约4A左右。200W超高压汞灯的平均寿
命，在每次使用2h的情况下约为200h，开动一次工作时间愈短，则寿命愈短，如开一次只
工作20min，则寿命降低50%。因此，使用时尽量减少启动次数。灯泡在使用过程中，其
光效是逐渐降低的。灯熄灭后要等待冷却才能重新启动。点燃灯泡后不可立即关闭，以免
水银蒸发不完全而损坏电极，一般需要等15min。由于超高压汞灯压力很高，紫外线强烈
，因此灯泡必须置灯室中方可点燃，以免伤害眼睛和发生爆炸时造成操作。超高压汞灯（
100W或200W）光源的电路和包括变压、镇流、启动几个部分。在灯室上有调节灯泡发光
中心的系统，灯泡球部后面安装有镀铝的凹面反射镜，前面安装有集光透镜。国产超高压
汞灯GCQ-200型性能良好，可以代替HBO-200等型的进口灯泡，平均寿命在200h以上，价
格也比较低。我国研制的一种简易轻便型高色温溴钨荧光光源装置，体积小，重量轻，功
率小，交、直流两用（自带直流电源），易于携带，使用方便，已推广应用。

滤色系统

滤色系统是荧光显微镜的重要部位，由激发滤板和压制滤板组成。滤板型号，各厂家名称
常不统一。滤板一般都以基本色调命名，前面字母代表色调，后面字母代表玻璃，数字代
表型号特点。如德国产品（Schott）BG12，就是种蓝色玻璃，B是蓝色的*.*/*个字母，G是
玻璃的*.*/*个字母；我国产品的名称已统一用拼音字母表示，如相当于BG12的蓝色滤板名
为QB24，Q是青色（蓝色）拼音的*.*/*个字母，B是玻璃拼音的*.*/*个字母。不过有的滤
板也可以透光分界滤长命名，如K530，就是表示压制滤长530nm以下的光而透过530nm以
上的光。还有的厂家的滤板完全以数字命名，如美国Corning厂的NO：5-58，即相当于BG
12。1．激发滤板 根据光源和荧光色素的特点，可选用以下三类激发滤板，提供一定波长
范围的激发光。紫外光激发滤板：此滤板可使400nm以下的紫外光透过，阻挡400nm以上
的可见光通过。常用型号为UG-1或UG-5，外加一块BG-38，以除去红色尾波。紫外蓝光
激发滤板：此滤板可使300～450nm范围内的光通过。常用型号为ZB-2或ZB-3，外加BG-38
。紫蓝光激发滤板：它可使350～490nm的光通过。常用型号为QB24（BG12）。大吸收峰
在500nm以上者的荧光素（如罗达明色素）可用蓝绿滤板（如B-7）激发。开始采用金属
膜干涉滤板，由于针对性强，波长适当，因而激发效果比较玻璃滤更好。如西德Leitz厂的
FITC专用KP490滤板和罗达明的S546绿色滤板，均远比玻璃滤板效果好。激发滤板分薄厚
两种，一般暗视野选用薄滤板，亮视野荧光显微镜可选用厚一些。基本要求是以获得明亮
的荧光和好的背景为准。2．压制滤板 压制滤板的作用是完全阻挡激发光通过，提供相应
波长范围的荧光。与激发滤板相对应，常用以下3种压制滤板：紫外光压制滤板：可通过
可见光、阻挡紫外光通过。能与UG-1或UG-5组合。常用GG-3K430或GG-6K460。紫蓝光
压制滤板：能通过510nm以上波长的光（绿到红），能与BG-12组合。通常用OG-4K510或
OG-1K530。紫外紫光压制滤板：能通过460nm以上波长的光（蓝到红），可与BG-3组合
，常用OG-11K470AK 490，K510。反光镜反光镜的反光层一般是镀铝的，因为铝对紫外光
和可见光的蓝紫区吸收少，反射达90%以上，而银的反射只有70%；一般使用平面反光镜
。

聚光镜

专为荧光显微镜设计制作的聚光器是用石英玻璃或其他透紫外光的玻璃制成。分明视野聚
光器和暗视野聚光器两种。还有相差荧光聚光器。1．明视野聚光器 在一般荧光显微镜上
多用明视野聚光器，它具有聚光力强，使用方便，特别适于低、中倍放大的标本观察。2



．暗视野聚光器 暗视野聚光器在荧光显微镜中的应用日益广泛。因为激发光不直接进入
物镜，因而除散射光外，激发光也不进入目镜，可以使用薄的激发滤板，增强激发光的强
度，压制滤板也可以很薄，因紫外光激发时，可用无色滤板（不透过紫外）而仍然产生黑
暗的背景。从而增强了荧光图像的亮度和反衬度，提高了图像的质量，观察舒适，可能发
现亮视野难以分辨的细微荧光颗粒。3．相差荧光聚光器 相差聚光器与相差物镜配合使用
，可同时进行相差和荧光联合观察，既能看到荧光图像，又能看到相差图像，有助于荧光
的定位准确。一般荧光观察很少需要这种聚光器。物镜各种物镜均可应用，但好的用消色
差的物镜，因其自体荧光极微且透光性能（波长范围）适合于荧光。由于图像在显微镜视
野中的荧光亮度与物镜镜口率的平方成正比，而与其放大倍数成反比，所以为了提高荧光
图像的亮度，应使用镜口率大的物镜。尤其在高倍放大时其影响非常明显。因此对荧光不
够强的标本，应使用镜口率大的物镜，配合以尽可能低的目镜（4,5，6.3等）。目镜在荧
光显微镜中多用低倍目镜，如5和6.3。过去多用单筒目镜，因为其亮度比双筒目镜高一倍
以上，但研究型荧光显微镜多用双筒目镜，观察很方便。落射光装置新型的落射光装置是
从光源来的光射到干涉分光滤镜后，波长短的部分（紫外和紫蓝）由于滤镜上镀膜的性质
而反射，当滤镜对向光源呈45。倾斜时，则垂直射向物镜，经物镜射向标本，使标本受到
激发，这时物镜直接起聚光器的作用。同时，滤长长的部分（绿、黄、红等），对滤镜是
可透的，因此，不向物镜方向反射，滤镜起了激发滤板作用，由于标本的荧光处在可见光
长波区，可透过滤镜而到达目镜观察，荧光图像的亮度随着放大倍数增大而提高，在高放
大时比透射光源强。它除具有透射式光源的功能外，更适用于不透明及半透明标本，如厚
片、滤膜、菌落、组织培养标本等的直接观察。研制的新型荧光显微镜多采用落射光装置
，称之为落射荧光显微镜。

CCD简介

荧光显微镜CCD荧光显微CCD是与荧光显微镜密切相关的数码摄像产品，一方面它可以
将荧光显微镜拍摄的显微摄影产品通过usb接口传输到电脑中，便于图像的采集研究，另
一方面，通过荧光显微镜CCD我们可以拍摄到比单纯使用荧光显微镜更好的图片。荧光
显微镜CCD可以连接荧光显微镜组成显微成像系统。

使用范围

一般情况下，单独使用荧光显微镜即可以达到我们想要的成像效果，但在某些情况下，比
如说当荧光比较微弱的情况下，仅仅通过荧光显微镜并不能达到理想的拍摄效果，或者我
们希望可以将拍摄的荧光图片上传的电脑生面预览，修改甚至发表学术论文，这时候没有
荧光显微镜CCD是不能达到要求的。产品特点荧光显微镜CCD一般具有良好的弱光捕捉
能力，能够捕捉到极其微弱的荧光，因此成像能力好，此外，很多荧光冷CCD生产上搜
对此类CCD作了制冷处理，使得此类CCD的噪音大大降低，信噪比得以很大的提高。由
于其方便应用效果，此类CCD相机被广泛应用于荧光显微镜。标本制作要求荧光显微镜
的标本制作要求1、载玻片载玻片厚度应在0.8～1.2mm之间，太厚的坡片， 一方面光吸收
多，另一方面不能使激发光在标本上聚集。载玻片必须光洁，厚度均匀，无明显自发荧光
。有时需用石英玻璃载玻片。2、盖玻片盖玻片厚度在0.17mm左右，光洁。为了加强激发
光 ，也可用于涉盖玻片，这是一种特制的表面镀有若干层对不同波长的光起到不同干涉
作用的物质（如氟化镁）的盖玻片，它可以使荧光顺利通过，而反射激发光，这种反射的
激发光可激发标本。3、标本组织切片或其他标本不能太厚，若太厚激发光大部分消耗在



标本下部，而物镜直接观察到的上部不充分激发。另外，细胞重叠或杂质掩盖，影响判断
。
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