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具有低畸变像差的显微镜

(57)摘要

光扫描显微镜中的束偏转单元通常布置在

与物镜光瞳共轭的平面中。产生共轭光瞳平面所

需的扫描光学单元是复杂的，并且不是光高效

的，因为扫描光学单元需要补偿不同的成像误

差，比如场曲和横向色差。本发明解决的问题是，

允许较高图像质量、较简单调整和较低光损失。

该问题通过以下解决，光学系统包括凹面反射镜

(36)，用于将第一束偏转单元(30A)的各点和第

二束偏转单元(30B)的相应点成像至彼此，其中

凹面反射镜(36)和第一束偏转单元(30A)和第二

束偏转单元(30B)布置为使得照明束路径在凹面

反射镜(36)处精确反射一次，并且在照明束路径

在凹面反射镜处反射时由凹面反射镜(36)造成

的第一畸变和由第一束偏转单元和第二束偏转

单元(30A，30B)造成的图像的第二畸变至少部分

彼此补偿。
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1.一种显微镜(10)，包括光学系统，所述光学系统限定照明束路径并且包括以下部件：

-光源(22、23、24、25、26)，所述光源提供光分布，

-显微镜物镜(21)，包括光瞳平面(PE)和焦点，

-扫描光学器件(35)，产生与所述显微镜物镜(21)的所述光瞳平面(PE)共轭的光瞳平

面(PE′)，

-至少两个可变可调的束偏转单元(30A、30B)，以及

-凹面反射镜(36)，将至少可变可调的第一束偏转单元和可变可调的第二束偏转单元

(30A、30B)的各自的点成像到彼此上，

其中所述光学系统将所述光分布中的至少一个点和所述焦点的相应点成像到彼此上，

其中第一中间像光学地位于所述显微镜物镜与所述扫描光学器件之间，其中所述第二束偏

转单元(30B)布置在所述共轭光瞳平面(PE′)中，

其特征在于，所述凹面反射镜(36)与所述第一束偏转单元(30A)和所述第二束偏转单

元(30B)布置为使得所述照明束路径在所述凹面反射镜(36)处精确地反射一次，并且由所

述凹面反射镜(36)造成的第一畸变和所述成像的第二畸变至少部分彼此补偿，所述第二畸

变由所述第一束偏转单元和第二束偏转单元(30A、30B)造成，

其中所述凹面反射镜(36)和所述第一束偏转单元(30A)和所述第二束偏转单元(30B)

布置为用于所述第一畸变和所述第二畸变的补偿，使得在所述第一束偏转单元和第二束偏

转单元(30A、30B)的零位置，所述照明束路径的光轴(OA)在所述第一束偏转单元(30A)上的

平面反射角的大小为所述光轴(OA)在所述凹面反射镜(36)处的平面反射角的大小的两倍。

2.如权利要求1中所述的显微镜，其中精确的一个凹面反射镜(36)布置在所述照明束

路径中，光学地在所述第一束偏转单元(30A)与所述第二束偏转单元(30B)之间。

3.如权利要求2所述的显微镜，其中仅所述凹面反射镜(36)布置在所述照明束路径中，

光学地在所述第一束偏转单元(30A)与所述第二束偏转单元(30B)之间。

4.如前述权利要求中任一项所述的显微镜，其中所述凹面反射镜(36)的曲率半径对应

于所述凹面反射镜(36)与所述第一束偏转单元(30A)之间的光学路径长度和所述凹面反射

镜(36)与所述第二束偏转单元(30B)之间的光学路径长度。

5.如权利要求4中所述的显微镜，其中所述凹面反射镜具有球形形状。

6.如权利要求5所述的显微镜，其中所述凹面反射镜(36)的曲率中心位于所述第一束

偏转单元(30A)与所述第二束偏转单元(30B)之间。

7.如权利要求5所述的显微镜，其中所述凹面反射镜(36)的曲率中心位于围绕所述凹

面反射镜(36)的中央入射点(Q)的圆弧上，所述圆弧行进穿过所述光学系统的光轴(OA)在

所述第一束偏转单元和第二束偏转单元(30A、30B)上的入射点。

8.如权利要求7所述的显微镜，其中所述凹面反射镜(36)的曲率中心位于所述圆弧的

中心。

9.如前述权利要求1至3中任一项所述的显微镜，其中所述光学系统具有补偿像散的光

学器件(41)，在所述光源(22、23、24、25、26)与所述第一束偏转单元(30A)之间。

10.如权利要求9所述的显微镜，其中所述补偿像散的光学器件(41)为圆柱透镜。

11.如权利要求1至3中任一项所述的显微镜，其中所述扫描光学器件(35)经由所述第

二束偏转单元(30B)将所述第一中间像(Zb1)成像到第二中间像(Zb2)，所述第二中间像
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(Zb2)空间上弯曲，其中所述第二中间像(Zb2)光学地位于所述凹面反射镜(36)与所述第二

束偏转单元(30B)之间，并且所述凹面反射镜(36)布置为使得所述凹面反射镜(36)将从所

述第一束偏转单元(30A)到达所述凹面反射镜(36)的准直光束聚焦到所述第二中间像

(Zb2)。

12.如前述权利要求11中所述的显微镜，其中所述第二中间像(Zb2)同心地围绕所述第

二束偏转单元(30B)。

13.如权利要求1至3中任一项所述的显微镜，其中所述扫描光学器件(35)准直来自所

述第一中间像(Zb1)的光束，并且随后将所述光束经由所述第二束偏转单元(30B)引导到所

述凹面反射镜(36)上，所述凹面反射镜(36)布置为使得所述凹面反射镜(36)将以此方式准

直的光束聚焦到第二中间像(Zb2)，所述第二中间像(Zb2)围绕所述第二束偏转单元(30B)

同心，并且光学地位于所述凹面反射镜(36)与所述第一束偏转单元(30B)之间。

14.如前述权利要求1至3中任一项所述的显微镜，其中所述第一束偏转单元(30A)为可

旋转的，使得所述照明束路径的所述光轴(OA)可偏转离开由所述第一束偏转单元(30A)上

的所述光轴(OA)的入射方向和所述显微镜物镜(21)的光轴(OA′)所跨越的平面。

15.如前述权利要求1至3中任一项所述的显微镜，包括：第三束偏转单元，所述第三束

偏转单元可逆地可移动到所述照明束路径中；以及可变可调第四束偏转单元，所述第三束

偏转单元和所述可变可调第四束偏转单元布置为使得在所述照明束路径中的所述第三束

偏转单元的位置，所述照明束路径经由所述第三束偏转单元行进到所述第四束偏转单元，

从该处回到所述第三束偏转单元且经由所述凹面反射镜(36)到所述第二束偏转单元

(30B)。

16.如前述权利要求1至3中任一项所述的显微镜，其中所述光学系统包括中继光学器

件，所述中继光学器件用于产生其他共轭光瞳平面。

17.如权利要求16所述的显微镜，其中所述中继光学器件包括用于产生光的预定和/或

可变光瞳分布的装置，或包括用于产生傅里叶变换平面中的预定和/或可变场分布的装置。

18.如前述权利要求1至3中任一项所述的显微镜，其中所述第一束偏转单元(30A)的旋

转轴与所述第二束偏转单元(30B)的旋转轴正交或至少近似正交。
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具有低畸变像差的显微镜

技术领域

[0001] 本发明涉及一种包括光学系统的显微镜，该光学系统限定照明束路径并且包括以

下部件：光源，其提供(空间上定界的)光分布；包括光瞳平面和(物侧)焦点的显微镜物镜；

产生与显微镜物镜的光瞳平面共轭的光瞳平面的扫描光学器件；至少两个可变可调的(相

对于各自的偏转方向)束偏转单元；以及将第一束偏转单元和第二束偏转单元的(至少一

个)相应点成像到彼此上的凹面反射镜，其中光学系统将光分布中的至少一个点和(显微镜

物镜的)焦点的相应点成像到彼此上，其中(平面的或至少实质上平面的)第一中间像光学

地位于显微镜物镜与扫描光学器件之间，其中第二束偏转单元布置在共轭光瞳平面中。由

凹面反射镜的成像提供其他共轭光瞳平面，其他共轭光瞳平面中布置第一束偏转单元。

背景技术

[0002] 在本发明的含义内，光是由光学装置可操纵的任意形式的电磁辐射，尤其包含红

外和紫外辐射。为了提供光分布，光源可以特别包括光学波导和/或束成形器。光源可以还

包括强度调节器。光源的光分布可以为二维或三维的且在此具有不同形状，例如单独的例

如点状或线性区域，或单独的例如球形或棒状体积，或多个分开的例如点状或线性区域或

相应的例如球形或棒状体积。束偏转单元也称为扫描仪。

[0003] 例如在T.R.Corle和G.S.Kino的“Confocal  Scanning  Optical  Microscopy  and 

Related  Imaging  Systems”(Academic  Press，1996年，214页)中描述了用于显微镜中的扫

描光的束偏转单元的已知布置的综述。扫描光学器件在该文中称为“扫描物镜”(背离“扫描

透镜”，本来惯用的术语)。其提供了束偏转单元的位置处的准直的共轭光瞳平面。扫描光学

器件与管透镜的组合称为传输光学器件。

[0004] 将(一个或多个)偏转单元布置在(各自的)共轭物镜光瞳中有利地使得可以在其

他共轭光瞳中提供静止的(resting)束截面。因此，可以高精度操纵波前，像US  2003/

230710  A1中或WO  2008/037346  A1中一样。此外，以此方式，通过光学器件处的渐晕

(vignetting)的边缘光线截止(stop  down)是最小的。

[0005] 然而，所描述的显微镜的缺点是产生共轭光瞳平面所需的扫描光学器件是复杂的

且不是光高效的，因为其需要补偿不同图像像差，比如像场曲和横向色差，以允许高成像质

量。此外，由于共轭光瞳平面与扫描光学器件之间的小的距离，对于偏转单元有很小的可用

安装空间。

[0006] 在现有技术中，介绍中所提及且包括两个环面(toric)凹面反射镜的类型的显微

镜例如以名称“BIO-RAD  Radiance2100”和从WO  90/00755  A1已知。其主要缺点是受限的图

像质量、调整的高敏感度以及制造环面反射镜的高成本。具有偏转单元的微电子机械驱动

器的对应的布置从例如US  2013/107338  A1已知。

[0007] US  2010/0208319  A1中所描述的布置仅部分地解决此问题，并且其缺点是中间焦

点位于凸面反射镜上，使得所述反射镜的像差直接成像到样品中。

[0008] 由于两个凹面反射镜或单独的凹面反射镜处的双重反射，上面所提及的两种方案
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仍具有相对高的光损失。

发明内容

[0009] 本发明基于改善介绍中所提及的类型的显微镜的目标，使得可以获得较高图像质

量、较简单的调整和较低的光损失。此外，在特定的配置中，意图是在必要的成本方面的较

低花费。

[0010] 通过具有权利要求1中指定的特征的显微镜实现该目标。在从属权利要求中指定

了有利配置。

[0011] 根据本发明，提供凹面反射镜和第一束偏转单元和第二束偏转单元，其布置为使

得照明束路径在凹面反射镜处精确反射一次，并且由凹面反射镜造成的第一畸变和成像

(光分布-焦点)的第二畸变至少部分地彼此补偿，所述第二畸变由第一束偏转单元和第二

束偏转单元造成。

[0012] 凹面反射镜具有消色差效应。以此方式，能够在很少光学支出的情况下，尤其是界

面的数目小的情况下，提供其他共轭光瞳平面。畸变的相互补偿使得能够仅用一个成像元

件在几乎没有像差的情况下将具有束偏转单元的共轭光瞳成像到彼此上。以此方式，可以

不仅有成本效益地且以光高效的方式，而且可以在简单调整的情况下，实现照明(并且在显

微成像的相反方向上，用耦合的检测束路径)的较高图像质量。可以很大程度上省去附加的

校正光学器件，其使得允许较简单的调整和较低的光损失。此外，两个共轭光瞳同等有效。

这意味着能够以单独可限定的角速度驱动两个束偏转单元，因此任意期望的像场角度是可

调的。即，可以继续实施像场旋转，比如没有成像的情况下此前在布置中的已经可以的。在

此情况下，方便地将恰好一个凹面反射镜布置在照明束路径中，光学地在所述两个束偏转

单元之间。如果仅将凹面反射镜(而没有其他光学有效表面)布置为光学地在所述两个束偏

转单元之间，则是尤其有利的。在这些实施例中，由于光学界面的数目小，光损失尤其低。

[0013] 优选地，布置凹面反射镜以及第一束偏转单元和第二束偏转单元，用于第一畸变

和第二畸变的补偿，使得处于第一束偏转单元和第二束偏转单元的零位置的第一束偏转单

元上的照明束路径(静态，来自光源)的光轴的平面反射角的大小为凹面反射镜处的光轴的

平面反射角的大小的两倍。当两个束偏转单元将来自光源的静态照明束路径的光轴关于显

微镜物镜的光轴同轴地引导到显微镜物镜中时，两个束偏转单元在零位置。换言之：在凹面

反射镜与第一束偏转单元共同的坐标系中，第一束偏转单元的旋转轴与凹面反射镜在其主

轴上的或(光分布与第一束偏转单元之间的)光学系统的光轴上的表面法线之间的角度为

90°+α/2，其中α是凹面反射镜处的入射光线与反射光线之间的角度。因为作为由反射镜成

像的结果和作为扫描过程的结果产生的具有相反符号的几乎相同的场畸变，此配置允许畸

变的特别广泛的相互补偿。

[0014] 在此情况下，特别优选的实施例中，凹面反射镜的曲率半径对应于(球形凹面反射

镜情况下的曲率半径)凹面反射镜与第一束偏转单元之间的光学路径长度和凹面反射镜与

第二束偏转单元之间的光学路径长度。对于第一束偏转单元处的任意偏转角度，此配置允

许畸变的特别广泛的相互补偿和最小的成像像差。

[0015] 有利地，凹面反射镜可以具有球形形状，并且凹面反射镜的曲率中心可以位于第

一束偏转单元与第二束偏转单元之间，尤其是在围绕凹面反射镜的中央入射点(由在第一
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束偏转单元和第二束偏转单元的零位置，凹面反射镜上的光轴的位置限定)的圆弧上，圆弧

行进穿过光学系统的光轴在第一束偏转单元和第二束偏转单元(在其零位置)上的入射点，

尤其是在所述圆弧的中心。在关于成本的尤其很少的花销的情况下，球形凹面反射镜是可

用的。通过特定布置和对准实现最大畸变补偿。

[0016] 由于凹面反射镜上的照明束路径的倾斜入射，在球形凹面反射镜的情况下产生像

散。为降低或避免所述像散，凹面反射镜可以具有环面形状(圆环(torus)片段的表面形

状)。在此，凹面反射镜优选地具有第一曲率半径和第二曲率半径，第一曲率半径小于中间

像的曲率半径乘以因子cos(入射角)的二倍，第二曲率半径大于中间像的曲率半径乘以因

子cos(入射角)的二倍。优选地，属于第一曲率半径的第一曲率围绕平行于第一束偏转单元

的旋转轴的轴延伸，并且属于第二曲率半径的曲率正交于第一曲率延伸。较低成本的实施

例中，光学系统(尤其是在凹面反射镜具有球形形状的情况下)具有用于补偿像散的光学器

件，例如圆柱透镜，在光源与第一束偏转单元之间。

[0017] 在两个可替代实施例中的第一个中，扫描光学器件经由第二束偏转单元(其反射

表面)将第一中间像成像到第二中间像中，其为空间上弯曲的，其中第二中间像光学地位于

凹面反射镜与第二束偏转单元之间，并且凹面反射镜布置为使得将到达凹面反射镜的准直

的光束从第一束偏转单元聚焦到第二中间像中。这允许束偏转单元和扫描光学器件的紧凑

布置。优选地通过将凹面反射镜布置在与第一共轭光瞳的距离为凹面反射镜的曲率半径

处，可以在相同距离处提供(经由弯曲第二中间像)高度精确的图像，与场角度无关。在此情

况下，扫描光学器件方便地免于像场曲校正，使得其实现为相似于目镜。这降低关于显微镜

总体的成本的花费。

[0018] 因此，与现有技术对比，偏转单元(的反射表面)不再布置在检测束路径的准直的

区段中，而是相反地布置在会聚区段中。传输光学器件实施为使得如果移除第二束偏转单

元，将产生第一中间像平面的实弯曲像。中间像的空间曲率允许通过扫描光学器件提供共

轭光瞳平面，扫描光学器件与常规准直扫描物镜相比已经显著简化，尤其是没有像场曲的

校正，然而具有总体光学系统的相同成像质量。在此情况下，特别地，可以省略此前为了平

面化目的已经惯用的具有负焦距/折射力的(近场)透镜(W .J .Smith：“Modern  Lens 

design”，McGraw-Hill，1992，22章，411页)。就其光学性质和质量而言，这样的扫描光学器

件仅需要对应于目镜而非常规扫描物镜。那么，第二中间像的曲率半径优选地对应于偏转

单元与第一中间像的焦位置之间的距离。此外，也可以将横向色差的校正在补偿系统含义

之内的扫描光学器件与管透镜之间分配，意味着扫描光学器件的进一步简化。方便地，显微

镜可以具有这样的实施例，扫描光学器件和管透镜关于横向色差彼此补偿。

[0019] 在激发辐射与样品的非线性相互作用的情况下，此布置尤其有利。在此，各自的光

瞳中的多个束偏转单元的常规布置的情况下，样品中的光发射与强度的二次相关性(双光

子激发的情况下)或三次相关性(在三次谐波激发或三光子激发的情况下)，使得不成像在

彼此上的偏转单元导致像场照明中的问题。扫描物镜的上游的偏转单元的物理距离将被成

像到物镜光瞳中，且轴向放大率随着横向放大率二次地增长。这导致非静态光瞳，其导致依

赖于场的激发强度。非线性光学器件(NLO)中的这些问题可以通过将束偏转单元布置在非

准直的光瞳中来避免，因为这允许偏转单元以光高效布置成像在彼此上。典型地，在此情况

下不通过束偏转单元提供荧光检测，而是已经在上游在所谓的“非退扫描”束路径区段中提
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供。然而，由于布置在激发方向上与在检测方向上等同有效，在此情况下也可以获得光瞳的

干净的成像。

[0020] 优选地，第二中间像为球形弯曲或至少实质上球形弯曲，尤其是具有扫描光学器

件的单倍焦距与两倍焦距之间的曲率半径。优选地，中间像的曲率半径与偏转单元(的反射

表面的中点)与第二中间像之间的距离相同。

[0021] 优选地，在此第一实施例中，弯曲的第二中间像同心围绕第二束偏转单元。因此，

在球形弯曲的中间像的情况下，与第二束偏转单元的位置无关，焦点位于由中间像形成的

球形表面上。以此方式，不需要用于校正像场曲的任何光学器件，尤其是作为扫描光学器件

的一部分。

[0022] 有利地，凹面反射镜的曲率半径RH可以为第二中间像的曲率半径RZB的尺寸的两

倍，使得平面波前存在于凹面反射镜的下游(在换能器侧上)。以此方式，第二共轭光瞳位于

准直的束路径区段中，并且两个共轭光瞳中的束直径相同。方便地，那么凹面反射镜布置为

使得来自显微镜物镜的焦点的光线(穿过第二中间像)彼此平行延伸在凹面反射镜的下游，

优选地也平行于其中第一偏转单元能够偏转进入光的平面，并且关于凹面反射镜的中心轴

倾斜。凹面反射镜与弯曲的中间像之间的距离A则等于中间像的半径，RH∶RH＝2·RZB＝2·

A。从而，协同弯曲的第二中间像，能够以很少的花销实现光学系统的尤其高的成像质量。然

而，如果凹面反射镜曲率半径RH以差D偏离中间像半径RZB的两倍，在凹面反射镜的下游也可

能存在不为零的波前曲率。对于凹面反射镜半径RH＝2·RZB+D，凹面反射镜与中间像之间的

距离A为A＝RZB+D。此外，第一束偏转单元上的和第二束偏转单元上的束直径可能不同，例如

在成像比例不等于1∶1的情况下。

[0023] 然而，凹面反射镜的曲率半径RH也可能偏离中间像的曲率半径RZB的两倍。将具有

曲率半径RH＝A的凹面反射镜布置在例如距弯曲的中间像距离A/2处，使得光轴上的光是准

直的(当束偏转单元在它们的中间位置时)。

[0024] 在第二可替代实施例中，扫描光学器件将来自第一中间像的光束准直，并且后续

将它们经由第二束偏转单元(其反射表面)引导到凹面反射镜上，该凹面反射镜布置为使得

凹面反射镜将以此方式准直的光束聚焦到第二中间像中，第二中间像尤其是围绕第二束偏

转单元同心，并且光学地位于凹面反射镜与第一束偏转单元之间。此实施例使得可用常规

扫描光学器件使用根据本发明的畸变补偿。

[0025] 方便地，显微镜可以包括照明光学器件和/或检测光学器件，照明光学器件用于将

光分布成像到中间像中，尤其是成像到第二中间像中或成像到第三或其他中间像中，检测

光学器件用于将中间像(尤其是第二中间像或第三或其他中间像)成像到光电换能器上。

[0026] 特别地，光学系统可以包括分束器，将分束器布置在照明束路径中和检测束路径

中，使得来自焦点的光从照明束路径分离到光电换能器。

[0027] 方便地，光学系统可以包括准直光学器件(在照明束路径中或在检测束路径中)，

准直光学器件在束偏转单元远离扫描光学器件的一侧上。以此方式，可以很少的花销进行

对束的进一步操纵和最终检测。

[0028] 方便地，第一束偏转单元为可旋转的，使得照明束路径的光轴可偏转离开由第一

束偏转单元上的光轴的入射方向与显微镜物镜的光轴所跨越的平面。

[0029] 本发明还包含包括第三束偏转单元和可变可调的第四束偏转单元的显微镜，第三
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束偏转单元可逆地可移动到照明束路径中，第三束偏转单元和第四束偏转单元布置为使得

在位于照明束路径中的第三束偏转单元的位置，照明束路径经由第三束偏转单元行进到第

四束偏转单元，从该处回到第三束偏转单元且经由凹面反射镜到第二束偏转单元。如果第

三束偏转单元设置在照明束路径之外，如上所述的，照明束路径行进经由第一束偏转单元，

凹面反射镜和第二束偏转单元。以此方式，可以很少的花销在不同扫描模式之间改变。第四

束偏转单元可以为例如共振振荡反射镜，而第一束偏转单元为检流计反射镜，或反之亦然。

这允许固定细胞、活体细胞或细胞群以及小动物的研究中或在筛选应用中的灵活用途。在

操纵实验(比如FRAP)中，从而允许从样品的操纵(漂白)到在高图像更新率下的成像的快速

切换，以测量漂白过程终止之后的荧光信号的快速升高。为此，第三束偏转单元可以是关于

偏转方向可变可调的；然而，第三束偏转单元也可以反之具有静态取向。通过平移和/或旋

转运动，第三束偏转单元可移动到照明束路径中，为平移和/或旋转运动的目的，第三束偏

转单元可以具有对应的驱动器。

[0030] 优选地，仅第一配置具有根据本发明的畸变补偿，第一配置中，凹面反射镜和第二

束偏转单元并入到照明束路径中。第四束偏转单元可以包括例如以共振振荡可操作的反射

镜(“共振扫描仪”)，但也可以涉及检流计反射镜。

[0031] 凹面反射镜(尤其是它的反射表面)具有环面形状(圆环(torus)区段的表面形

状)，本发明还包含其他形状。因此，可以降低由倾斜入射产生的像散。在此，凹面反射镜优

选地具有第一曲率半径和第二曲率半径，第一曲率半径小于中间像的曲率半径乘以因子

cos(入射角)的两倍，第二曲率半径大于中间像的曲率半径乘以因子cos(入射角)的两倍。

优选地，属于第一曲率半径的第一曲率围绕平行于第一束偏转单元的旋转轴的轴延伸，并

且属于第二曲率半径的曲率正交于第一曲率延伸。

[0032] 其中扫描光学器件中的一些或全部沿着照明束路径的光轴可位移的配置是尤其

优选的。特别地，它们可以包括电驱动器，用于位移扫描光学器件的可位移部分或整体。因

为轴向位移，能够以很少的支出设置共轭光瞳相对于第二偏转单元的位置(距离)，而之前，

仅在束偏转单元上设置和固定一次扫描光学器件的位置，用于调整焦点位置且从而调整准

直。因此，尤其是可以补偿例如当互换显微镜物镜时发生的光瞳漂移。在此，共轭光瞳的轴

向位置随着第一偏转单元与物镜光瞳之间的成像比例的平方变化。在此，很大程度上保持

了中间像平面中的焦点位置，以及从而还在物体平面中的焦点位置。

[0033] 优选地，实施扫描光学器件，使得其成像(从第一中间像到第二中间像中)具有0.8

与1.2之间，尤其是在0.9与1.1之间，尤其是精确地为1的放大率因子。以此方式，第一中间

像的位置以及因此样品侧焦平面以高精度保持不变。在扫描光学器件的从虚物体到第一中

间像1∶1成像的情况下(焦点偏移的抛物线范围)，最佳地保持焦点。

[0034] 其中显微镜物镜以沿着光轴可位移的方式布置和/或布置在物镜更换器中，尤其

是包括用于位移显微镜物镜和/或用于互换显微镜物镜的电驱动器的实施例是有利的。因

此，当以不变的高成像质量测量时的高灵活性与不同物镜的不同光瞳位置的适应性结合是

可能的。

[0035] 优选地，第一束偏转单元和/或第二束偏转单元具有微电子机械系统，用于设置束

偏转。相似于US  7,295,726  B1中的，这可以提供围绕两个不同轴的旋转能力，尤其是这些

轴的(静态)交叉点的位置在反射表面(偏转来自扫描光学器件的束)中，尤其是此交叉点的
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布置在检测束路径的光轴上。基于MEMS的扫描仪具有显著较低的反射镜质量，并且因此具

有能够快速以任何方式并以高精度倾斜的优点。作为示例，束偏转单元中的一个可以为基

于MEMS的反射镜，其仅围绕恰好一个旋转轴可调，并且另一束偏转单元可以为检流计扫描

仪。在此，检流计扫描仪也可以共振操作。

[0036] 方便地，光源为激光器。作为示例，其可以为可调谐激光器。

[0037] 光学系统可以有利地包括中继光学器件，用于产生其他(第三)共轭光瞳平面。用

于产生预定且优选地可变的光的光瞳分布的装置可以布置在所述光学器件中。因此，振幅

和/或相位的修改可以传到显微镜物镜的光瞳平面中。可替换地，光学系统可以包括用于在

傅里叶变换平面中产生场分布的装置，场分布能够经由凹面反射镜以及第一束偏转单元和

第二束偏转单元的成像布置传到样品中。相对于中间像，在此可以有上至近似扫描光学器

件与管光学器件之间的未校正的中间像中的标称像场尺寸的1/3的大数值。这样的装置使

得不仅可以将1至N个分开的光束，还可以将其他一维或二维光分布(比如图像或激发图案)

传到样品中。

[0038] 在优选的实施例中，可变可调的波前调节器布置在其他(第三)共轭光瞳平面中，

例如WO  2008/037346  A1中的。从而可以执行照明束的相位操纵，因为在扫描过程期间，发

光点在光瞳平面中是静态的。作为示例，可以通过波前调节器在因此提供的最大调节摆程

内，进行样品侧焦平面沿着光轴(z方向上的)的调整和因此样品在深度中的扫描。协同二维

可变的第一束偏转单元，这允许测量位置的三维位移和因此样品的三维扫描。

[0039] 作为焦点沿着光轴位移的替代方案，空间解析的可调波前调节器也可以用来补偿

位置相关的成像像差，成像像差由例如一个或多个样品性质的局部变化产生。为此，显微镜

可以包括控制单元，控制单元记录样品的至少一个图像，并且基于样品的影响图像的至少

一个预定性质，尤其是样品中的性质的实际分布，以及基于图像，建立用于波前调节器的操

纵变量(并且相应地设定波前调节器)。特别地，控制单元可以基于图像建立样品性质的测

量的分布，并且建立操纵变量，使得例如通过曲线拟合使测量的分布与实际分布之间的偏

差最小。

[0040] 优选地，第一束偏转单元(30A)的旋转轴正交或至少近似正交于第二束偏转单元

(30B)的旋转轴。

[0041] 显微镜优选地为光扫描显微镜，尤其是共焦光扫描显微镜，或光片显微镜，例如US 

7,787,179  中所描述的。在光扫描显微镜的情况下和在光片显微镜的情况下，检测束路径

可以行进穿过相同的显微镜物镜(例如在通过分束器从照明束路径分离的情况下)，或穿过

分开的检测物镜。

附图说明

[0042] 在下面基于示例性实施例更详细解释了本发明。

[0043] 在附图中：

[0044] 图1示出了根据本发明的具有传输光学器件的光扫描显微镜，

[0045] 图2和图3示出了传输光学器件的细节，

[0046] 图4示出了传输光学器件内的角度条件，

[0047] 图5示出了待补偿的凹面反射镜畸变和补偿的效果，
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[0048] 图6示出了传输光学器件的其他细节，

[0049] 图7示出了具有第三共轭光瞳的延伸的传输光学器件，以及

[0050] 图8示出了具有常规扫描光学器件的替代的光扫描显微镜。

[0051] 在全部附图中，一致的部件带有相同的附图标记。

具体实施方式

[0052] 图1是光扫描显微镜10(“LSM”)的示意图，其通过控制单元34控制。LSM  10从两个

照明模块L、扫描模块S、检测模块D和显微镜单元M以模块化方式装配，照明模块L具有激光

器23，并且显微镜单元M具有显微镜物镜21。显微镜单元M包括例如物镜旋转器，用于转动至

不同显微镜物镜21。

[0053] 通过控制单元34，可以在通过光纤22和耦合光学器件20(例如具有准直光学器件

的形式)将其馈入到扫描单元S且在之中统一之前，由光门24和衰减器25(例如实施为AOTF)

影响来自激光器23的光。每个激光器23与直到各自的光纤22的光学器件的组合可以认为是

各光源，其提供共焦、点状的光分布，该光分布沿着照明束路径在相关光纤22的端部处被成

像到样品P中。经由主分束器33、弱圆柱光学器件41、第一束偏转单元30A(其在X方向上可变

可调)，例如球形凹面反射镜36以及第二束偏转单元30B(其在Y方向(正交于X方向)上可变

可调)，激发光传到显微镜物镜21，显微镜物镜21将样品P中的光聚焦到测量位置。

[0054] 凹面反射镜36将两个束偏转单元30A和30B成像到彼此上。布置凹面反射镜36和束

偏转单元30A、30B，使得照明束路径凹面反射镜36处精确反射一次，并且由凹面反射镜36造

成的第一畸变和成像的第二畸变彼此补偿，所述第二畸变由第一束偏转单元30A和第二束

偏转单元30B造成。圆柱光学器件41补偿作为凹面反射镜36上的离轴入射的结果产生的像

散。

[0055] 从样品P反向散射的激发光和发射的荧光穿过显微镜物镜21、管透镜27以及扫描

光学器件35，经由束偏转单元30A和30B以及凹面反射镜36穿过圆柱光学器件41和主分束器

33到检测模块D中。

[0056] 显微镜物镜21具有无穷大后焦距，使得准直的束路径呈现直至管透镜27。位于显

微镜物镜21内的是其(出射)光瞳平面PE。管光学器件27产生第一中间像Zb1，通过扫描光学

器件35将第一中间像Zb1成像到第二中间像Zb2中。因此，第二束偏转单元30B位于检测束路

径的会聚区段中。在此情况下，共轭于光瞳平面PE的光瞳平面PE′位于第二束偏转单元30B

上。第一束偏转单元30A为可旋转的，使得照明束路径的光轴可偏转离开由第一束偏转单元

30A上的光轴的入射方向和显微镜物镜的光轴所跨越的平面。

[0057] 随后，凹面反射镜36将第二中间像Zb2成像至无限远，使得仅准直的束呈现在主分

束器33处。在可替代实施例(在此未示出)中，会聚的或发散的束可以呈现在主分束器33处。

那么，应适当地适配扫描模块S中的耦合光学器件20和检测光学器件29。

[0058] 作为示例，通过驱动器，扫描光学器件35沿着统一的检测和照明束路径的光轴可

位移。因此，即使在显微镜物镜21的互换或轴向位移情况下光瞳平面PE改变的情况下，共轭

光瞳平面PE′的位置可以轴向保持在束偏转单元30上。

[0059] 为了荧光检测的目的，主分束器33可以实施为例如二向色分束器(“主分色器”)，

使得反向散射的激发光在激光器23的方向上被反射出去。
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[0060] 在检测光学器件38(例如会聚透镜)的下游，检测模块D包括多个检测通道，每个通

道具有针孔31、滤波器28以及作为光电换能器的光电倍增器32，它们由分色器29(“次分色

器”)光谱分开。也可以使用狭缝光圈(在此未示出)取代针孔31，例如在线形照明的情况下。

检测光学器件38将之前准直的束聚焦到共焦针孔31上。共焦针孔或狭缝光圈31用于区分不

源自于测量位置处的焦点体积的样品光。因此，光电倍增器32仅检测来自焦点体积的光，并

且从而限定样品P中的测量位置，由其在光电倍增器32的相应光敏层中的检测位置处记录

和检测光。可替换地，也可以使用从现有技术已知的其他光敏传感器，比如雪崩式二极管

(avalanche  diode)。

[0061] 通过束偏转单元30A和30B，能够将记录和共焦照明的样品P的测量体积在样品P之

上移动，以通过以有目标的方式旋转束偏转单元30A/B的反射镜来逐像素记录图像。这些照

明通过光门24或衰减器25的移动和切换两者都直接由控制单元34控制。同样由控制单元34

实现记录来自光电倍增器32的数据。

[0062] 在激发情况下的非线性相互作用之后，用于检测荧光的模块N(“NLO检测模块”)连

接到由分束器39(也称为“NLO分束器”)提供的附加的输出端。可以连接NLO检测模块N，并且

将后者用于测量作为检测模块D的替代或附加。在可替代实施例(在此未示出)，具有专用显

微镜物镜的独立NLO检测模块可以布置在样品的相反侧上，并且用于检测，作为NLO检测模

块N的替代或附加。

[0063] 图2详细地针对束偏转单元30的三个不同位置描绘了扫描光学器件35周围的束路

径，通过将第一中间像Zb1成像到空间上弯曲的第二中间像Zb2中，扫描光学器件35取代常

规的、复杂的扫描物镜。扫描光学器件35例如免于像场曲校正，并且具有1∶1的成像比例。参

考间断方式绘示的线，可以识别的是，扫描光学器件实施为使得如果移除第二束偏转单元

30B，将产生第一中间像平面的实弯曲像。反之，第二中间像Zb2为空间上弯曲的，且第二束

偏转单元30B布置在共轭光瞳PE′中。

[0064] 图3示出了传输光学器件的延伸部分，其除来自图2的扫描光学器件35、凹面反射

镜36(此处未示出)以及束偏转单元30A(此处未示出)和30B之外还包括管光学器件27。对于

第二偏转单元30B的三个不同位置，再次描绘了从显微镜物镜(在此未示出)的光瞳平面PE

到第二中间像Zb2的束路径。管光学器件27将来自光瞳PE的准直的束聚焦到第一中间像Zb1

中，第一中间像Zb1经由布置在共轭光瞳PE′中的第二束偏转单元30B由扫描光学器件35成

像到空间上弯曲的第二中间像Zb2中。

[0065] 图4在两个不同示意图中(图4A中的伪透视图和图4B中的平面图)图示了束偏转单

元30A和30B以及扫描光学器件35和凹面反射镜36。凹面反射镜具有球形形状。凹面反射镜

的曲率中心位于围绕凹面反射镜36的中央入射点Q(主轴的出口点)的圆上，其含有两个束

偏转单元30A和30B(在其零位置)的旋转轴上的光轴的两个入射点。在此情况下，曲率中心

平分两个旋转轴上的入射点之间的圆弧。

[0066] 布置凹面反射镜36和束偏转单元30A、30B，使得处于第一束偏转单元30A和第二束

偏转单元30B的零位置的第一束偏转单元30A上的照明束路径的光轴OA的平面反射角的大

小为凹面反射镜36处的光轴OA的平面反射角的两倍。当束偏转单元30A和30B在零位置时，

第一束偏转单元30A的旋转轴与凹面反射镜36在系统光轴上的中央入射点处的凹面反射镜

36的表面法线之间的角度为90°+0.5α。
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[0067] 第二中间像Zb2同心地围绕第二束偏转单元30B。此外，凹面反射镜36的曲率半径

对应于凹面反射镜36与第一束偏转单元30A之间的光学路径长度和凹面反射镜36与第二束

偏转单元30B之间的光学路径长度。因此，凹面反射镜36和两个束偏转单元30A、30B的畸变

彼此补偿至最大可能程度。

[0068] 对于来自图5的环面凹面反射镜36的示例性情况，凹面反射镜36的畸变及其补偿

是明确的。在夸大的图示中，图5A示出了凹面反射镜畸变(十字从平行于y方向的线的偏

差)，并且图5B示出了根据束偏转单元的本发明的布置相关联的残余畸变，使得第一束偏转

单元30A处的反射角的大小为凹面反射镜36处的反射角的两倍。

[0069] 图6在三个不同视图中(图6A、6B、6C)示出了完整传输光学器件。所述传输光学器

件替代例如根据Kessler从例如US  2010/0208319  A1或WO  90/00755  A1所描述的文献中已

知的无焦点(afocal)中继光学器件。

[0070] 作为示例，第二束偏转单元30B为具有MEMS驱动器的单个反射镜，其围绕两个相互

正交的静态轴可旋转。这两个旋转轴中的一个平行于y轴。反射镜的旋转的静态点位于传输

光学器件35的光轴上的反射镜的反射表面中。作为示例，第一束偏转单元30A为具有检流计

驱动器的单个反射镜，即，其仅具有恰好一个旋转轴，旋转轴位于x-z平面中。作为示例，其

可以共振振荡操作。可替换地，也可以插入检流计束偏转单元，其中一个可将样品中的光在

x方向上移动，并且另一个可以将其在y方向上移动，到共轭光瞳平面PE′和PE″两者中。

[0071] 由例如环面凹面反射镜提供附加光瞳平面PE″，环面凹面反射镜布置为光学地在

第一束偏转单元30A与第二束偏转单元30B之间。凹面反射镜36的第一曲率中心位于第一束

偏转单元30A的反射表面上的第一共轭光瞳平面PE′的距离(凹面反射镜与共轭光瞳PE′之

间的距离R)处，并且凹面反射镜的相关曲率半径为第二中间像Zb2的曲率半径的尺寸的两

倍。因此，首先，与相应的场角度无关，在第二共轭光瞳PE″中存在第一共轭光瞳PE′的完美

的平面图像(在相同距离R处)，并且其次，准直第二共轭光瞳PE″中的光线，使得该处存在平

面波前。因此，易于在检测束路径的其他路线中处理光线。在可替代实施例(在此未示出)

中，凹面反射镜和第二中间像的曲率半径可以彼此偏离，使得第二光瞳PE″中存在非平面波

前。

[0072] 由于在法向入射的情况下，凹面反射镜36将把第一共轭光瞳PE′成像到自身上，将

其垂直于平面旋转，该平面中第二束偏转单元30B围绕平行于y穿过凹面反射镜的中央入射

点的轴行动，如上所述。由于凹面反射镜上的倾斜入射，后者产生像散，其通过环面形状得

到最大补偿。为此，关于第二中间像Zb2的曲率半径，沿着y轴的曲率半径以因子cos(入射

角)减小，并且关于第二中间像Zb2的曲率半径，沿着x轴的曲率半径以相同因子增加。在此

不需要附加的圆柱光学器件。

[0073] 作为环面形状的替代方案，凹面反射镜36可以具有球形形状，其中第一曲率中心

和第二曲率中心，以及从而还有对应的曲率半径是相同的。那么，圆柱光学器件41(例如弱

圆柱透镜的形式)可以布置在凹面反射镜36远离扫描光学器件35的一侧上，以便补偿由凹

面反射镜36上的倾斜入射造成的像散。优选地，圆柱光学器件41可以布置在第一束偏转单

元30A远离扫描光学器件35的一侧上，即，在所谓的“退扫描(de-scanned)”束路径区段中。

凹面反射镜36的曲率中心位于围绕凹面反射镜36的中央入射点的圆弧的中心，其包括在其

零位置的第一束偏转单元30A和第二束偏转单元30B上的光轴的入射点。
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[0074] 图7以对应于图4A稍微旋转的视图示出了，从由中继光学器件42延伸的传输光学

器件的部分。中继光学器件42用于提供第三共轭光瞳平面PE″′。作为示例，可变可调波前调

节器(未示出)可以布置在其中。

[0075] 最终，图8示出了光扫描显微镜10，其大体上对应于图1中所示的。然而，在可替代

实施例中存在传输光学器件。扫描光学器件35以具有像场曲校正的常规方式将第一中间像

Zb1成像至无限远。从而在第一共轭光瞳PE′的布置第二束偏转单元30B的区域中准直照明

束路径。凹面反射镜36将其聚焦到第二中间像Zb2中，第二中间像Zb2在此实施例中位于凹

面反射镜36与第一束偏转单元30A之间且为平面的。凹面反射镜36将两个束偏转单元30A和

30B成像到彼此上，如图1中。

[0076] 然后，准直光学器件37经由主分束器33将第二中间像Zb2成像至无限远。

[0077] 凹面反射镜具有球形形状。其曲率中心位于围绕凹面反射镜36的中央入射点的圆

弧的中心，其包括在其零位置的第一束偏转单元30A和第二束偏转单元30B上的光轴的入射

点。

[0078] 进而布置凹面反射镜36和束偏转单元30A、30B，使得在第一束偏转单元30A和第二

束偏转单元30B的零位置处，第一束偏转单元30A上的照明束路径的光轴OA的平面反射角的

大小为凹面反射镜36处的光轴OA的平面反射角的两倍。此外，凹面反射镜36的曲率半径对

应于凹面反射镜36与第一束偏转单元30A之间的光学路径长度和凹面反射镜36与第二束偏

转单元30B之间的光学路径长度。因此，凹面反射镜36和两个束偏转单元30A、30B的畸变彼

此补偿至最大可能程度。

[0079] 附图标记列表

[0080] 10   光扫描显微镜

[0081] 20    耦合光学器件

[0082] 21    显微镜物镜

[0083] 22   光纤

[0084] 23    激光器

[0085] 24   光门

[0086] 25    衰减器

[0087] 26   光纤耦合器

[0088] 27   管透镜

[0089] 28   滤波器

[0090] 29   分色器

[0091] 30A/B/C    第一/第二/第三束偏转单元

[0092] 31    停止

[0093] 32   光电倍增器

[0094] 33    主分束器

[0095] 34    控制单元

[0096] 35    扫描光学器件

[0097] 36   凹面反射镜

[0098] 37   准直光学器件

说　明　书 10/11 页

13

CN 107003506 B

13



[0099] 38    检测光学器件

[0100] 39    NLO分束器

[0101] 40    NLO检测器

[0102] 41   圆柱光学器件

[0103] 42   中继光学器件

[0104] D    检测模块

[0105] L    照明模块

[0106] M    显微镜单元

[0107] N    NLO检测模块

[0108] P    样品

[0109] PE(‘/“/“‘)    (共轭)光瞳平面

[0110] R    距离

[0111] S    扫描模块

[0112] V    虚物体

[0113] Zb1/2   中间像平面
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图2

图3

图4A
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图4B

图5A
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图5B

图6A
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图6B

图6C
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图7
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图8
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