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摘　要：显微镜已经成为了实验教学和科学研究中不可缺少的一种重要的仪器类型。光学、电子等不同类型的显微
镜共同构建成了不同的解决问题的应用体系。针对不同类型显微镜的基本原理、应用领域以及优缺点进行阐述和分析，

对于实验室有针对性根据需求进行显微镜的选择和应用具有指导意义。
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　　人类认识世界的开始，来源于五官对周围事物信息
的捕获。其认识水平，伴随着从肉眼可见的宏观事物，到

通过不同媒介见到的显微和亚显微结构，人类观察物体

的分辨率也从０．２ｍｍ、０．２μｍ发展到０．２ｎｍ，甚至可以
直接观察到原子结构，其中显微技术的不断发展起到了

关键性的作用。同时在不同的研究领域中，各种不同的

显微镜也起着越来越重要的作用。

１　显微镜的发展历史
显微镜的构想源于１３世纪英国的 Ｒ．Ｂａｃｏｎ，但直到

１５９０年，才由年仅１３岁的Ｚ．Ｊａｎｓｓｅｎ在父亲的帮助下，制
成了由两个套管以及各自的透镜组成的显微镜的雏形。

到１７世纪６０年代，对显微镜进行改造并利用其进行科学
研究的Ａ．Ｖ．Ｌｅｅｕｗｅｎｈｏｅｋ，被认为是真正意义上的显微
镜发明者。１８世纪初，英国仪器设计师对 Ｅ．Ｃｕｌｐｅｐｅｒ所
发明的三脚架显微镜进行改良，对焦机制更加精密。１９
世纪上半叶，随着玻璃组成的优化以及消色物镜的发展，

显微镜的发展也进入一个新的时期。进入２０世纪后，基
于分辨率、对比技术、荧光技术和数字影像等技术的更

新，显微镜在诸多领域如生物学、化学、物理学、材料科

学、生物医学等得到了广泛的应用。

由于光学显微镜分辨率极限的限制，更高分辨率的

电子显微镜的产生成为了必然的趋势。第一台电子显微

镜的问世是在１９３１年，由德国的Ｍ．Ｋｎｏｌｌ和Ｅ．Ｒｕｓｋａ发
明，当时的分辨率就达到了５０ｎｍ。２０世纪８０年代初，
ＩＢＭ公司苏黎世实验室诞生了第一台扫描隧道显微镜

（ＳＴＭ）。随着不同工作模式及自身组件的发展，出现了
一系列的与ＳＴＭ相似的显微仪器，我们称之为“扫描探针
显微镜（ＳＰＭ）”。但是，非导电样品表面导电膜掩盖了表
面的细微结构，为了弥补这一不足，１９８６年，Ｂｉｎｎｉｎｇ等人
发明了原子力显微镜（ＡＦＭ）。同时，若将 ＡＦＭ的探针离
开样品表面１０～１００ｎｍ，探针与表面间将存在磁力、静电
力和范德瓦尔斯力等作用力，研究者们通过监控这些力

产生的被迫振动，相继发展出了多种扫描力显微镜。

２　显微镜的分类及应用
２．１　光学显微镜
２．１．１　普通光学显微镜

光学显微镜的发明对人类认识微观世界起到了重要

的推进作用。从肉眼的０．２ｍｍ的分辨水平提高到光学显
微镜的０．２μｍ，对于宏观或显微水平基本可以满足大部
分的简单要求，但是对于亚显微结构的观察甚至更小的

结构，是远远不够的。

２．１．２　体视显微镜
体视显微镜是由一个共用的低级物镜，利用双通道

光路，为左右两眼提供一个具有立体感的图像。其主要

特点是具有大直径的视场和焦深，便于观察样品所有层

面；工作间隔长，成正立像，便于实际操作；具有双通道光

路，且左右两光束具有一定夹角，因此能形成立体的三维

图像。

２．１．３　相差和微分干涉显微镜
相差显微镜与普通光学显微镜最主要的不同是在物
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镜后装有相差板，当偏离光与非偏离光相遇时，则会发生

干涉现象，振幅减小，因此光线明显变暗。而样品只有非

偏离光通过，不发生干涉现象，因此就形成样品较暗而背

景明亮的图像。

由于相差显微是以样品的密度差别为基础，因此其

样品不需要进行染色处理，就可以观察活细胞甚至细胞

核、线粒体等细胞器的动态。而微分干涉显微镜则是以

平面偏振光为光源，光线经过棱镜折射之后形成两束光，

而这两束光会在不同的时间经过样品增加了样品反差，

同样适用于活细胞中细胞器的动态研究。若加上录像装

置，便可以实时观察细胞器的运动情况。

２．１．４　荧光显微镜
荧光显微镜是通过特制的滤色系统发出特定波长的

光作为激发光照射样品，激发荧光物质发出不同颜色的

荧光，从而观察到样品内部结构。

与普通光学显微镜相比，荧光显微镜主要增加了两

套滤光镜，第一套为激发光滤色片，位于光源与样品之

间，起到控制入射光波长的作用；第二套称之为吸收滤色

片，位于物镜与目镜之间，吸收紫外光，它只允许样品发

出的荧光通过。研究者们通过免疫荧光技术与荧光素直

接标记技术对已经进行荧光标记的样品进行观察，可以

观察细胞内不同物质动态变化情况。多种荧光素的运

用，还可以用来显示不同成分在细胞内的定位。

２．１．５　激光扫描共聚焦显微镜（ＬＳＣＭ）
激光扫描共聚焦显微镜是在荧光显微镜成像的基础

上，利用激光作为光源，对样品进行二维或三维空间的扫

描，最后利用计算机采集和处理光信号而成像。激光扫

描共聚焦显微镜的分辨率比光学显微镜提高了约 １．
５倍。

激光扫描共聚焦显微镜的应用模式包括：单一光切

片模式、时间间隔与活细胞成像模式、Ｚ轴系列及三维成
像模式、四维（甚至多维）成像模式、Ｘ－Ｚ成像模式、反射
光成像模式、透射光成像模式等［１］。ＬＳＣＭ在生物医学中
的应用十分广泛，例如定量荧光测定、定量共聚焦图像分

析、三维重组分析生物结构、动态观察生物结构、荧光漂

白恢复技术、质膜流动性测定、光活化技术、激光细胞显

微外科及光“陷阱”技术等。

由于激光可以对样品聚焦深度进行调节，因此研究

中可以通过对较厚的样品进行逐层的扫描，获得样品的

三维图像，甚至在三维成像的基础上加上时间轴，实现样

品随时间变化的四维动态效果。因此，激光扫描共聚焦

显微镜主要用于亚细胞结构与细胞组织的定位及动态变

化的研究。

２．２　电子显微镜
２．２．１　扫描电子显微镜

扫描电子显微镜主要用于对样品表面的形态的观

察，具有焦深长、视场大的优点，并且能连续变至几十万

倍，既可以看样品整体形态，也可以观察细微结构。但也

有明显的缺点：样品必须干净、干燥，导电性好，不能观察

发光或高温的样品。针对这些缺陷，开发环境扫描电子

显微镜，其最大的优点就是能改变显微镜样品室内的温

度、气体成分以及压力大小，解决了常规扫描电镜对样品

室高真空的限制，非导电材料也可以进行扫描观察［２］。

现在，扫描电子显微镜通过多种方式进行改造升级，

其性能和作用均得到了大幅度的提升。采用场发射电子

枪的超高分辨扫描电子显微镜的分辨本领已高达 ０．６
ｎｍ，接近ＴＥＭ的水平；通过配备能谱仪或波谱仪，可制成
分析扫描电镜；或改变电压大小，制成专用于生物材料的

低压扫描电镜；或改变样品室大小观察不同大小样品，比

如德国Ｖｉｓｉｔｅｃ捷高公司的超大试样室的 Ｍｉｒａ型扫描电
镜，以及利用新型成像系统的扫描电声显微镜。

２．２．２　透射电子显微镜
透视电子显微镜主要包括４个系统：照明系统、成像

系统、影像转换系统和真空系统。通过电子束透过样品

后经过电磁透镜的聚焦与放大后所产生的物像，投射到

荧光屏上或照相底片上进行观察，从而得到高倍率的放

大图像。电子束在穿透样品时，由于样品质量密度不同，

透过的电子数量不一样，从而成像的明暗亮度出现差异，

这样即可形成一个具有明暗反差对比的、容易辨认的电

镜图像。电镜图像的反差是由样品不同部位电子穿透能

力差异所决定的，也反应了样品不同部位电子密度的

差异。

透射电子显微镜由于其电子束对样品的穿透作用，

被广泛用于动植物样品的亚显微结构观察。在材料科学

研究领域，可用于晶粒形貌、纳米颗粒大小、界面结构、晶

体缺陷、高分辨晶格像、微区成分分析等。但是，由于高

速电子束对样品的穿透能力有限，所以对样品的厚度具

有极高的要求，而且很难观察样品的三维结构；同时，由

于电子加速必须在真空环境中实现，故无法观察活的生

物样品。

２．３　近场显微镜
Ｗｉｃｋｒａｍａｓｉｎｇｈｅ［３］提出近场显微镜的概念，是由扫描

探针显微镜的测量原理延伸得到。其基本原理是使用一

个非常尖的探针非常近地接近样品，从而在探针与样品

表面的近场范围内产生扫描力，这种扫描力的大小包含

了丰富的样品表面的信息，因此，通过对扫描力差异的监

测即可得到样品表面的形貌信息。近场显微镜最关键的

部件就是各式各样的扫描探针，其可以实现原子直径量

级的精确探测，因此又常称之为扫描探针显微镜。

２．３．１　近场光学显微镜（ＳＮＯＭ）
由于传统光学显微镜是由光学镜头组成，受光学衍

射极限的限制，其分辨率不能超过光波长的一半。Ｓｙｎｇｅ
于１９２８年提出了近场光学成像原理［４］。近场光学显微

术是一种新型超高分辨率显微成像技术，是探针技术与

光学显微技术相结合的产物。近年来，近场光学显微术

在理论和实践上都取得了突破性的发展。近场光学显微

镜主要分为近场扫描光学显微镜和光子扫描隧道显

微镜［５］。

（１）扫描近场光学显微镜（ＳＮＯＭ）
１９８４年，Ｐｏｈｌ，Ｌｅｗｉｓ等人在ＳＰＭ的基础上，分别独立

发明了扫描近场光学显微镜。ＳＮＯＭ是根据非辐射场的
探测及其成像原理而制成，它能够突破普通光学显微镜

所受的光波衍射极限，进行纳米尺度的光学成像。

近场光学显微镜由探针、信号传输器件、扫描控制、

７６
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信号处理和信号反馈等系统组成，由光学探针在样品表

面逐点扫描、逐点记录后，经信号处理与反馈系统最后形

成数字像。随着技术的发展，ＳＮＯＭ的分辨率已经达到
１８ｎｍ，虽然非光学显微镜的分辨率已经达到０．１ｎｍ的级
别，但是ＳＮＯＭ的存在，仍具有重要意义。它是光子利用
光子成像，不会对样品造成直接损失，而且对样品环境无

特殊要求，是否常温、是否导电、有无生命、是否透明等，

均可在ＳＮＯＭ下观察，因此，ＳＮＯＭ受到广大生物医学研
究者的极大关注。

ＳＮＯＭ的用途主要包括以下几个方面，首先，由于对材
料无直接损伤，广泛用于生物样品纳米尺度的形态观察，

包括静态的形态结构观察，以及随时间变化的动力学过程

等；其次，由于近场光学显微镜与光盘技术相结合产生的

近场光刻技术的发展，可以使信息存储密度达到 １０－
１００Ｇｂ／平方英尺的超高密度；由于近场光学显微镜所获得
的图像集合了样品表面形貌、近场光学及光谱信号等多种

信息资料，其中近场光谱弥补了微区光谱无法分辨纳米尺

度的发光区域与本征频谱的缺陷；单分子探测的研究，比

如ＤＮＡ、蛋白质分子等，ＳＮＯＭ都具有重要意义［５］。

（２）光子扫描隧道显微镜（ＰＳＴＭ）
ＰＳＴＭ的成像技术早在１９８９年国外科学家就已经提

出［６］。１９９１年，Ｔ．Ｍ．Ｆｅｒｒｅｌ等人申请到一项美国发明专
利，其名称为“光子扫描隧道显微镜”（ＰＳＴＭ）。

ＰＳＴＭ与电子扫描隧道显微镜尽管在功能上具有很
多相似之处，但是两者的物理基础和成像原理却有本质

的差别［７］。ＰＳＴＭ的基本原理主要是基于光学中的受抑
全反射理论。ＰＳＴＭ不存在与光波长相关的色差、不用求
样品具有导电性，可以对样品表面进行三维立体成像、而

且不需要真空条件以及对样品的光学特性和敏感等特

点，越来越受到人们的重视。ＰＳＴＭ主要用于以下几个方
面：生物样品、聚合物、光学材料等的表面形状观察；化学

成分与光谱分析；光栅表面参数的标准化；薄胶片表面特

征研究；光波导材料的研究等多个方面，相信在将来，

ＰＳＴＭ在材料科学、表面科学、医学和生物工程等多学科
和产业中将有更加广阔的应用前景。

２．３．２　扫描力显微镜（ＳＦＭ）
ＳＦＭ是使用一个一端固定而另外一端装有探针的弹

性悬壁来对样品表面进行检测的。当探针针尖进行扫描

时，针尖与样品间距离的变化会引起两者之间相互作用

力的改变，从而引起微悬臂形状的改变。用激光束照射

微悬臂的背面，微悬臂再将激光束反射到一个光电检测

器上，通过控制针尖与样品表面距离一定，检测器接收到

激光强度的差异就与微悬臂变形形成一定的比率，从而

可以间接的反应出样品表面形貌的改变。

当探针针尖与样品表面距离的长短变化时，针尖与

样品表面将产生原子间斥力、磁力、静电力和范德瓦尔斯

力等不同的作用力。通过监控样品表面性质对受迫振动

的力敏元件所产生的影响，而检测表面信息是可以实现

的。根据所测力的不同，在ＡＴＭ的基础上，相继发展起来
了多种不同类型的扫描力显微镜，简要介绍下面几种。

（１）原子力显微镜（ＡＦＭ）
ＡＦＭ是Ｂｉｎｉｎｇ等人在ＳＴＭ的基础上，于１９８６年研制

出的第一种ＳＦＭ家族显微镜，它通过用隧道电流检测力
敏元件的位移来实现针尖端原子与表面原子之间的排斥

力的监测，进而得到样品表面形貌信息。不仅可以实现

纳米、分子水平的表面形貌观察，而且可以用于分子间弱

相互作用力的研究，因此在材料科学及冶金科学中得到

极大关注［８］；因为可以实时地观察样品变化、直接在溶液

中成像以及样品无需具有导电性等特定，ＡＦＭ在生物医
学中的应用非常广泛［９］。

（２）磁力显微镜（ＭＦＭ）
ＭＦＭ的原理与原子力显微镜类似，同样是适用受迫

振动的探针扫描样品表面，但不同的是探针的材料，它是

用磁化了的镍或铁探针，在进行样品扫描时，探针振幅的

改变是由于受到样品表面磁力的影响。因此 ＭＦＭ广泛
应用与磁性样品磁结构的信息［１０］。

（３）静电力显微镜（ＥＦＭ）
ＥＦＭ与其他扫描力显微镜的特别之处在于，它使用

的是带有电荷的探针。当这种探针在进行样品扫描时，

针尖电荷与样品表面电荷之间产生静电力，受样品表面

电荷的影响，静电力发生改变，从而影响微悬臂的振动特

性，激光干涉测微仪可以探测出这种微小的变化。ＥＦＭ
主要用来测量样品的局部电特征，以及研究电荷的捕捉／
释放技术。

（４）摩擦力显微镜（ＦＦＭ）
摩擦力显微镜的工作模式，即为原子力显微镜的一

般接触模式。探针在样品表面扫描时，由于样品表面形

貌差异，引起微悬臂形变，通过计算激光在检测器中的强

度差异，反馈回路通过调整微悬臂高度来保持样品上力

的恒定，从而可以得到表面形貌的变化信息［１１］。ＦＦＭ主
要用于检测聚合物的表面污染、化学组成及摩擦特性等

研究，在半导体、高聚物和数据存储器等的研究上具有重

要作用［１２］。

（５）化学力显微镜（ＣＦＭ）
ＣＦＭ是在原子力显微镜的基础上发展起来的新型扫

描力显微镜。通过对 ＡＦＭ探针进行功能修饰，使针尖表
面带上特殊化学官能团，在进行样品扫描时，用来检测样

品表面物质与探针之间的粘附性质的差异。对探针进行

不同的修饰，可以拓宽 ＣＦＭ的应用途径。将生物分子修
饰到探针针尖，可以用来研究生物分子的结合与识别等

相互作用。

（６）扫描离子电导显微镜（ＳＩＣＭ）
ＳＩＣＭ的探针与其余扫描探针显微镜不同，在于它的

探针是一个充满电解液的微型管，而所需要观察的非导

电样品放在电解液存储池的底部，可以通过检测微型管

内电极与电解池中另一电极之间电导能力的变化。当微

型管接近样品表面附近时，允许离子流过的空间减小，离

子电导也随之减小。与ＳＴＭ相似，在微型管探针扫描时，
通过反馈电路使探针上下移动以保持一定的距离，记录

离子电导或反馈电压的变化，则可以获得样品表面的形

貌信息［１３］。

扫描离子电导显微镜的分辨率为亚微米量级，与微

型管探针尖端内径的数量级相同。若尖端内径为 ０．１
μｍ，则获得图像的分辨率优于０．２μｍ。虽然分辨率不是

８６



第１０期 柳亦松，等：显微镜在实验教学和科学研究中的应用与发展趋势

很高，但是ＳＩＣＭ的工作环境是在电解液中，因此很适合
进行生物学和电生理学的研究［１４］。

近场显微镜除了上面介绍的之外，还包括扫描电容

显微镜、扫描热显微镜、扫描声显微镜、激光力显微镜等

多种新型显微镜，其中的一部分在国内一些新型的实验

室部分得到了装备。

２．４　Ｘ射线显微镜（Ｘ－ｒａｙＭｉｃｒｏｓｃｏｐｅ）
在２０世纪５０年代，出现了一种不用光或电子，而是

用Ｘ射线的显微镜，称之为 Ｘ射线显微镜。Ｘ射线显微
镜主要有透射型、扫描型、全息型和光谱显微镜４种，而
光谱显微镜是将某种光谱与显微镜相结合的技术，主要

包括ＮＥＸＡＦＳ显微镜、磁 Ｘ射线显微镜和光电子发射显
微镜。

扫描Ｘ射线显微镜的成像型模拟光学成像的原理，
用聚焦系统放大，然后用光电耦合（ＣＣＤ）探测器实时记
录成像，但是其聚焦系统以波带片代替了透镜，这种方法

的优点是可以对整个样品进行实时成像，且对样品损伤

较小，因此非常实用，其分辨率可达５０～６０ｎｍ。全息型
主要是基于波的干涉原理，它不需要聚焦系统，但需要强

Ｘ射线光源和高分辨率的记录系统，其最大优点是可获
得样品的三维全息影像。扫描型是以Ｘ射线束聚成一个
微点，在样品上逐一扫描，光点的大小决定了分辨率的高

低，而Ｘ射线的透射率决定了像素的灰值，该法虽然扫描
费时费力，但是很适合逐个像素的化学分析，而且扫描可

以降低对样品的损伤。透射型Ｘ射线显微镜以波带片作
为聚光镜，其中显微波带片作为放大物镜、聚焦波带片聚

焦，ＣＣＤ为探测器，其分辨率可达１０ｎｍ，若使 ＣＣＤ连上
计算机，则可直接从屏幕上观察实时观察。光谱显微镜

则主要是利用 Ｘ射线吸收光谱、偏振性以及激发样品产
生的光电子来进行元素分析或成像的。

虽然Ｘ射线显微镜具有上面介绍的多种特性，但它
最主要的突出特点还是可以在生物活细胞被破坏之前得

出其内部结构和表面特征图像，并且解决了普通光学显

微镜光波衍射限制、分辨率太低，以及电子显微镜需真空

环境等问题，因此，Ｘ射线显微镜在显微技术中具有独特
的地位。

３　总结与展望
目前各个学校的实验中心很多都配备有不同类型的

光学显微镜和电子显微镜，以上两种类型可以基本满足

大部分的基础实验和教学的需要，以湖南农业大学分析

测试中心为例，目前中心实验室主要配备有扫描电子显

微镜、透射电子显微镜、体视显微镜、正置式显微镜（带相

机）各一台，其余小型光学显微镜４～５台。以上的组合
共同构建成了一个能够基本满足大部分常规研究需要的

超微结构分析平台。但部分实验室则会由于需要配置激

光扫描共聚焦显微镜或者原子力显微镜等（如中科院植

物所）。因此在实验室建设中，要遵循互补的原则，结合

不同类型显微镜的特点，针对本实验室的研究方向和关

注的重点，构建适合的结构表征体系，更好地为科研工作

服务。

随着计算机技术和工具的进步，光学设计理论方法

的不断发展，以及科研工作人员对样品的研究越来越深

入，显微镜的分辨率和成像程度得到不断提高。基于多

学科的相互交叉，显微技术在新的成像技术的刺激下得

到了长足的发展，相信在未来的发展过程中，新型显微镜

将得到更大的发展，应用将渗透到各个不同的研究领域。
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