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基于可编程LCD的莱茵伯格照明显微原理与系统设计
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摘要　莱茵伯格照明是显微成像中光学染色的一种方式,照明光源通过特殊的滤色片使样品与背景产生色差,有
效提高无色透明样品的对比度.基于可编程液晶显示器(LCD)的莱茵伯格照明显微系统将传统显微镜中聚光镜

光阑替换成低成本的薄膜晶体管液晶显示器只需改变其照明图案,就能够实现明场、暗场、相位差、倾斜成像以及

莱茵伯格照明等多种显微成像功能.并且由于LCD面板的颜色与光强灵活可调,系统可以衍生出彩虹暗场、彩虹

相差等全新的光学染色方法.采用该系统对未染色的肺癌细胞、纺织纤维、小鼠肾脏切片等无色透明样品进行显

微观察,验证了系统的多样性与可靠性.
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Abstract　Rheinbergilluminationisanopticalstainingtechniqueformicroscopicimaging敭Thelightpassingthrough
specialfiltersprovideschromatismbetweenthespecimenandbackground whichimprovesthecontrastofcolorless
andtransparentsampleseffectively敭Rheinbergilluminationmicroscopybasedonprogrammableliquidcrystaldisplay
 LCD replacesthecondenserdiaphragmofconventionalmicroscopewithlowＧcostthinfilmtransistorliquidcrystal
display敭Bydisplayingdifferentpatterns numerousmicroscopyimagingmodalities suchasbrightfield darkfield 
phasecontrast obliqueilluminationandRheinbergilluminationscanberealized敭Furthermore becauseitiseasyto
modulateboththecolorandtheintensityoftheLCDpanel thesystemderivescompletelynewmethodsforoptical
staining suchasiridescentdarkＧfieldandiridescentphaseＧcontrastimaging敭Theversatilityandeffectivenessofthe
systemaredemonstratedbymicroexaminationofseveraltransparentcolorlessspecimens suchasunstainedlung
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１　引　　言
细胞作为有机体构成和生命活动的基本单位,其结构的准确、清晰、定量重现一直以来都对生物医学和
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生命科学界的研究起着至关重要的作用.然而由于大部分生物细胞在可见光波段的吸收性较弱(无色透

明),采用传统明场光学显微技术难以实现细胞的清晰成像.对此,采用化学染色以及荧光染色等侵入手段

使其在镜下可见的技术在现代医学检测中得到广泛运用.近年来随着荧光蛋白技术的发展和进步,荧光显

微镜得到显著发展,不同的荧光蛋白可以标记生物组织的不同部位从而实现特异性成像;另一方面,为了保

证细胞的活性与功能,相差显微镜、暗场显微镜、微分干涉显微镜等一系列增强对比度的无标记显微成像技

术也在光学显微镜的发展过程中相继出现,它们在各领域中起着不可或缺的作用,但是都需要在照明光路中

添加额外的物理遮片以及光学滤片进行空间光调制.例如,暗场显微镜需要在聚光镜中插入圆形遮片从而

产生中空的圆锥形照明,而泽尼克相差显微镜需要带有环形光阑的聚光镜使其形成的像与相板共轭面完全

吻合[１].然而与化学以及荧光染色相比,这些方式只能产生灰度图像,样品结构与背景色之间很难形成鲜明

的对比.直至１８９６年,英国皇家显微学会的显微镜师JulietRheinberg提出的莱茵伯格光学染色照明结合

了明场照明与暗场照明,将暗场的物理遮片改为有色滤片从而使样品与背景“染”上丰富的颜色[２].尽管以

上这些方法可以使细胞以及其他无色透明样品无需染色便可直接观察,但依然普遍存在一些局限性:１)显

微成像模式的切换往往需要更换物理遮片、光学滤色片等一系列光学器件;２)莱茵伯格光学滤色片的制备

过程复杂,不同放大倍率的物镜都需要匹配不同半径的光学滤片,并且不同的样品所适用的颜色组合也各不

相同,极大地增加了使用成本;３)滤片颜色的不可调性使莱茵伯格光学显微无法线性调节,难以将样品与背

景色的对比度调至最佳.这些问题严重影响上述显微镜的普及,尤其是莱茵伯格光学照明,至今仍未有相应

的商业化产品.
如今,发光二极管(LED)照明以及数字成像技术的进步,使得显微镜照明系统的数字化控制成为可能.

起初,部分学者在照明光路中放置高分辨率空间光调制器,从而实现复杂的甚至动态可切换的照明模式而不需

要任何物理切换过程,但专业的空间光调制器复杂昂贵,这种方式也逐渐消失[３Ｇ８].之后,人们将控制照明光源

的聚光器换成可编程LED,这些基于可编程LED的无聚光器系统能够提供简单、低成本的多模式成像,但是很

大程度上降低了光采集效率[９Ｇ１４].２０１５年,GuoKK等[１５Ｇ１７]提出采用低成本液晶显示器(LCD)实现可编程照

明,此方法成本低廉、光采集效率高,并且能够方便地嵌入到大多数标准的明场显微镜中,但是系统中的扭曲向

列液晶显示器只能够提供二进制灰度图像,而不能够实现复杂的高对比度的彩色图像,例如莱茵伯格照明.
对此,本文采用薄膜晶体管液晶显示器(TFTＧLCD)作为空间光调制器,设计出一套莱茵伯格彩色显微

成像系统,将非晶硅薄膜晶体管液晶显示器置于聚光透镜的后焦平面,通过软件系统设置LCD不同的显示

模式,可以将普通的卤素灯光源调制成现有的多种显微成像以及莱茵伯格显微成像所需的光源,不仅如此,
还能拓展新型的增强对比度的光学染色模式,例如彩虹暗场、彩虹相差等,实现了普通科勒式照明显微镜的

多功能扩展以及智能化操作,操作简便并且成本低廉.

２　系统介绍与调试
２．１　系统介绍

图１　基于可编程LCD的莱茵伯格照明系统全图

Fig敭１　ProgrammableLCDＧbasedRheinbergilluminationmicroscopysystem

实验样机采用的是低端的奥林巴斯CX２２型显微镜.图１展示的是莱茵伯格彩色照明系统的光学结构

以及样机全图.奥林巴斯CX２２显微镜由带有孔径光阑的聚光镜、物镜、筒镜组成,内置卤素灯发出的光经
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过色温转换过滤器产生白平衡照明.系统图像采集使用的是工业相机ImagingSource(DFK２３U４４５,分辨

率１２８０pixel×９６０pixel,３．７５μm/pixel),核心器件 TFTＧLCD由微处理单元 RTD２６６０控制,扫描频率

６０Hz,对比度４１２∶１,最高分辨率为８００×４８０,支持VGA/AV两种输入.完整的液晶显示屏包括彩色滤光

板以及背光板,本系统移除背光板,仅使用彩色TFTＧLCD作为低成本的空间光滤波器,替换原显微镜中聚

光镜下的孔径光阑.软件系统则采用基于 MFC的操作程序,其集LCD照明控制、图像采集、图像优化于一

体(如图２所示).

图２　软件界面

Fig敭２　Softwareinterface

２．２　调试

系统安装完毕后,首先需要调整照明光轴位于显微物镜中心,因此在光路中添加１个伯特兰透镜组成校

准系统,该透镜是把物体所有造成的初级相放大为次级相的辅助透镜,能够将LCD的照明图案准确地投影

在物镜的后焦面上.在调试过程中,采用的是２０倍的相差物镜(Olympus,LUCPLanFLN２０×,NAobj＝
０．４５),利用其相差环作为标志,当LCD照明图案圆心与相差环圆心完全契合时即可确认照明光轴位于物镜

的中央.图３显示调试的整个过程,通过软件逐渐调整图像的坐标直至照明中心移至相位环的中心,此时系

统校准完毕如图３(c)所示.

图３　系统调整过程中后焦面图像.(a)、(b)、(d)、(e)水平偏移;(c)校准完毕

Fig敭３　Backfocalplaneimageswhensystemisbeingregulated敭

 a   b   d   e Horizontallydisplaced  c optimallyaligned

３　实　　验
３．１　传统多模式显微成像

首先,将LCD颜色设置为普通的白色,调节LCD的照明图案便可实现多种传统的显微方式,例如明场、
暗场、相差、倾斜照明等.系统采用２０倍长焦距的半消色差相衬物镜,测试样品为未染色的癌细胞LCＧ０６.
明场成像可以直接在LCD上显示简单的圆形得到,光路图如图４所示.图５展示的是不同照明半径的图像

结果(其中NAill是照明孔径、NAobj是数值孔径,插图(d)、(e)、(f)表示对应LCD屏上的照明图案,红色虚线

表示物镜的数值孔径):(a)为小半径照明,其图像的分辨率低,对比度高;(b)、(c)逐渐增加半径,它们的分辨

率也随之逐渐提高并且景深减小,该过程类似于打开传统显微镜中聚光镜的孔径光阑,此调节过程不需要任

何机械调整,全部由软件操控.不过由于未染色细胞在明场照明下吸收的光很少,所以采集的图像对比度

低,难以进行观察.

０８１８００２Ｇ３
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图４　明场光路图

Fig敭４　Schematicillustrationofbrightfield

图５　不同照明孔径下未染色肺癌细胞的明场图像.(a)NAill＝０．２NAobj;(b)NAill＝０．５NAobj;(c)NAill＝NAobj;

(d)~(f)对应(a)~(c)的LED屏照明图案

Fig敭５　BrightＧfieldimagingofunstainedlungcancercellswithdifferentilluminationapertures敭 a NAill＝０敭２NAobj 

 b NAill＝０敭５NAobj  c NAill＝NAobj  d Ｇ f illuminationpatternofLEDscreencorrespondingto a Ｇ c 

将中央的圆形设置成黑色,并在数值孔径外围添加照明光环,系统便可切换至暗场显微模式.其阻挡零

阶的照明光束直接进入物镜,使样品仅由衍射光照明,从而得到暗背景下的亮图像,此时LCD相当于传统暗

场显微镜中聚光镜下的挡光薄膜.为了防止少部分直射光溢出进入物镜,暗场中心的黑色区域半径需要略

大于物镜的数值孔径.暗场显微图像如图６(b)所示,图片的对比度明显得到加强,尤其是高空间频率结构

的图像信息被“点亮”.暗背景的明暗系数取决于TFTＧLCD的对比度,本系统使用的LCD对比度为４１２∶１,
这已能够提供足够的暗背景.但为了进一步删除多余的背景光,软件系统在暗场显微调节完毕后会迅速采

集LCD纯黑模式下的图像信息作为“图像噪声”,并将之后采集到的暗场图像减去该“图像噪声”便可去除多

余直射光对图像的影响.
泽尼克相差显微利用光的衍射以及干涉现象将相位信息转化为幅度信息从而观察未染色的透明样品.

在传统的相差显微镜中,照明光通过具有环状光阑的聚光器以及后端物镜中相差环成像,相差环的大小由物

镜的分辨率决定,因此不同倍率的物镜需要分别匹配不同大小的环形光阑.但在本系统中,仅需调整LCD
面板上不同半径的环形图案与物镜中的环形相位板相匹配,这样不需要任何环形光阑就能够实现相差显微

成像,并且对于不同倍率的物镜只需通过软件一键切换.相差显微主要用来观察类似细胞的相位样品,图像

结果能够定性反应样品的折射率以及微观结构的厚度,但不能呈现三维效果,并且周围有典型的光晕现象影

响观察,如图６(c)所示.

图６　未染色肺癌细胞多种对比增强图.(a)普通明场(对比组);(b)暗场;(c)泽尼克相位差;(d)倾斜照明

Fig敭６　ContrastＧenhancementimagingofunstainedlungcancercell敭 a Brightfield comparativegroup  

 b darkfield  c Zernikephasedifference  d obliqueillumination

另一种增强对比度的方法叫做倾斜照明,使用不对称的照明产生高对比度具有伪浮雕效果的图像,能够

在视觉上增强样品的对比度.如图６(d)所示,利用离轴的照明图案产生倾斜照明,对于细胞这样的相位样
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品,图像结果光强分布可以大致地对应照明方向上的光程差梯度.并且利用系统的可调节性,还可以随意旋

转方向以便观察样品不同方向的结构信息.相比于现有的显微镜系统,本系统成本低廉,无需一系列暗场遮

片、环状光阑等纷繁复杂的光学器件,并且成像模式、物镜倍率的切换无需更换光学器件以及重校准,仅需要

通过配套的软件进行控制,功能多样,可以实现一键切换.

３．２　莱茵伯格光学染色

不仅仅是灰度图像,TFTＧLCD中的红、绿、蓝彩色滤光板能够调整透过像素的色彩及光强,因此实现高

对比度的彩色光学照明.莱茵伯格显微成像是经典的光学染色成像,可以视为明场与暗场的结合体,中心的

圆锥形光束以及外面的空心圆锥形光束同时产生照明图像.光学染色中央的彩色滤片代替暗场显微镜不透

明的挡光薄膜产生背景颜色,而具有高频空间结构的样品则被外环的散射光照亮,两者形成鲜明的对比.如

图７(a)所示,采用中心圆为蓝色、外环为黄色的莱茵伯格照明模式,透过蓝色滤片的直射光产生背景色,样
品的轮廓与具体细节被外环的黄色散射光照亮,形成蓝背景上的黄色图像.相似的,绿色外环配合红色的内

圆,细胞样品就会产生红色背景的绿图像,如图７(b)所示.图７插图中红色虚线表示物镜的数值孔径.

图７　莱茵伯格照明下未染色肺癌细胞.(a)蓝Ｇ黄莱茵伯格照明;(b)红Ｇ绿莱茵伯格照明

Fig敭７　ImagingofunstainedlungcancercellwithRheinbergillumination敭 a Rheinbergillumination blueＧyellow  

 b Rheinbergillumination redＧgreen 

采用莱茵伯格彩色照明时,外环照明类似于暗场属于衍射光成像,光强较低.若中心圆区域透射率过

高,直射光的光强远大于衍射光,图中样品信息会被背景噪声淹没,因此莱茵伯格滤色片中心透射率需要远

低于外环区域.为了保证样品颜色与背景色达到最好的平衡,可以控制颜色不变,逐渐衰减中央滤波器的透

射率,调整图像直到获得最佳对比度,如图８所示.

图８　纤维组织对比增强图.(a)蓝色明场;(b)明场主导莱茵伯格照明;(c)平衡的莱茵伯格照明;
(d)暗场主导莱茵伯格照明;(e)黄色暗场

Fig敭８　ContrastＧenhancementimagingoftextilefibers敭 a Bluebrightfield  b brightfielddominatedRheinberg
illumination  c equalizedRheinbergillumination  d darkfielddominatedRheinbergillumination  e yellowdarkfield

传统的莱茵伯格照明限制于制作工艺,只包含２种或者少数颜色的彩色滤色片.然而可编程LCD面板

能够控制每一个像素的颜色,所以能够衍生出新型的提高对比度的照明方式.首先是彩虹暗场成像,类似于

传统的暗场成像,样品由中空的光锥照明,不同的是传统的暗场光环由色轮代替,光谱带从红色到紫色.传

统的暗场照明是各向同性照明,而在彩虹暗场中,互补的颜色分别位于色环的对面,使暗场成像变成各向异

性的增强色彩对比度的方式.不同于普通的暗场成像,不对称的彩色照明可产生阴影以及突出的伪三维形

貌.图９(c)为老鼠肾脏切片的彩色伪三维图像,图中样品的结构尤其是大脑皮层的远端小管和组织皱褶都

呈现出一定的厚度,并且结构中不同的方向被染上了鲜明对比的彩色,例如肾小球囊一边呈现黄色而另一边

是红色,对比色的方向可以通过改变色轮的方向来调整,从而获得最好的效果.同样地,另一种彩虹相差成
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像将环形光阑改成同样大小的色轮,使传统的相差显微成像变成各向异性的对比度增强方式,彩虹相差成像

能够产生色彩鲜艳华丽的图像,但依旧受光晕现象的影响,使样品结构尤其是轮廓模糊不清,如图９(d)所
示.因此,彩虹暗场显微更加适用于厚样片的实验观察,例如４μm左右的老鼠的肾脏切片也能呈现清晰的

图像结果,而彩虹相差经检测只适用于低于１μm相对较薄的样品.

图９　未染色小鼠肾脏切片高对比图.(a)明场;(b)暗场;(c)彩虹暗场;(d)彩虹相位差

Fig敭９　ContrastＧenhancementimagingofunstainedsliceofmousekidney敭

 a Brightfield  b darkfield  c iridescentdarkfield  d iridescentphasedifference

４　结　　论
设计出一套基于可编程LCD的莱茵伯格显微成像系统,在普通生物显微镜、聚光镜的后焦面添加低成

本的TFTＧLCD作为空间光调制器,通过配套的软件系统改变LCD的图像模式实现明场、暗场、相差、倾斜

照明、莱茵伯格照明等多种成像模式,无需复杂的配件更换以及系统重校准等复杂的物理过程,一键切换.
不仅如此,利用LCD颜色以及光强的灵活可调能够实现新型的光学染色成像模式比如彩虹暗场、彩虹相差

等.该系统功能齐全,集照明模式切换、参数调整、图像采集于一体,并且可移植性强,对于大部分采用科勒

照明的显微镜都能够进行简单快速的改装.但该系统的一个局限在于LCD屏幕的低透射率,经测量其透射

率约为１７％,大部分光强被液晶面板吸收转化为热量.但基于LCD的照明系统相对光采集效率仍远高于

基于LED的设计方案,并且随着显示技术的快速发展,LCD的透射率和对比度也会改善,这个缺陷也必定

会逐渐弥补.
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