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Phasenkontrast-Mikroskopie.
Von Ed. BoBhard, Kiisnacht-Ziirich.

1. Einleitung.

Die folgenden Ausfiihrungen befassen sich mit
einem neuen Zusatzgerdt zum Mikroskep, der sog.
Phasenkontrast-Einrichtung. Mit dieser ist es mog-
lich, ungefirbte, farblose, vor allem lebende mikro-
skopische Objekte kontrasireich und gleichzeitig
scharf abzubilden und zu beobachten.

Bei der am hiufigsten angewendeten Hellfel d-
beleuchtung sind die mikroskopischen Bilder solcher
farbloser Priparate — wie jeder Mikroskopiker aus
Erfahrung weill — sehr unbefriedigend. In der Regel
wird zwar vérsucht, durch mehr oder weniger star-
kes SchlieBen der Kondensorblende des Mikroskops
eine gewisse Kontrastwirkung herbeizufiihren. Dies
gelingt jedoch nur in unvollkommener Weise: Das
Auflssungsvermogen des Objektivs wird durch eine
solche Maflnahme herabgeseizt, das mikroskopische
Bild wird dunkel und zeigt schlieBlich, wenn man
die Kondensorblende stark zuzieht, Beugungser-
scheinungen, die zu falschen Deutungen der Objeki-
struktur verleiten konnen. Eine scheinbar bessere
Erkennbarkeit des Bildes wird auch dadurch er-
reicht, dal man das Mikroskop zu tief oder zu hoch
einstellt (das geschieht meistens unbewufit durch
entsprechende Einstellung der Mikrometerschraube).
Da hierbei aber die Schirfe der Abbildung beein-
trichtigt wird, ist auch die ZweckmaBigkeit dieses
Notbehelfs fragwiirdig.

Die groBite Kontrastwirkung bei den in Frage
stehenden ungefirbten mikroskopischen Préaparaten
wird mit der Dunkelfeldbeleuchiung erzielt.
Diese ist aber mit den Nachteilen behaftet, daB bei
ihr hauptsidchlich nur die Kanten der Objektstruk-
turen dargestellt werden, daB sie eine negative Ab-
bildung der Struktureinzelheiten liefert, und daB bei
schroffen optischen Kontinuitdtsinderungen einzel-
ner Priaparatestellen Ueberstrahlungen aufireten, die
die Beobachtung feinster Einzelheiten hdufig un-
moglich machen.

2. Die Entstehung des Bildes im Mikroskop.
Die Wirkungsweise der Phasenkontrast-Finrich-
tung kann nur verstanden werden, wenn man sich

zuniachst die wesentlichsten Vorginge bei der Bild-
erzeugung im Mikroskop vergegenwiirtigt, wie sie
von E. ABBE dargestellt worden sind.

Nach den Gesetzen der geometrischen Optik er-
zeugt das Mikroskopobjektiv (Ob in Abb. 1) von
dem Objekt G am Orte G’, der mit der Blenden-
offnung des Okulars zusammenfillt, ein vergroBer-
tes Bild, das durch das Okular als einer Lupe noch-
mals vergroBert betrachtet wird. Man glaubte des-
halb friiher, durch Steigerung der Objektiv- und
Okularvergriofierung immer kleinere Einzelheiien
des mikroskopischen Objektes sichtbar machen zu
konnen. ABBE hat indessen gezeigt, daBl dem nicht
so ist. Er wies nach, daB die Bildentstehung im
Mikroskop nur unter Beriicksichtigung der Natur
des Lichtes als einer Wellenbewegung (physikalische
Optik) erkldrt werden kann. Die geradlinigen
Strahlen, die nach den Gesetzen der geometrischen
Optik von einer Lichtquelle auszugehen scheinen,
geben in Wirklichkeit nur die Richtungen an, in
denen sich die von der Lichiquelle erregie Wellen-
bewegung fortpflanzt. Trifft eine solche Wellenbe-
wegung auf die feine Siruktur eines mikroskopi-
schen Objektes, so wird das hindurchtretende Licht
teilweise so abgebeugt, daBl jede Struktur als Er-
regungsherd einer neuen Wellenbewegung ange-
sehen werden kann. Dieser Vorgang spielt nun bei
der Bildentstehung im Mikroskop eine entscheidende
Rolle. Um dies zu veranschaulichen, benutzte ABBE
ein kiinstliches Objekt, ein mikroskopisches Gitter
mit parallelen Streifen. An diesen wird das von der
Kondensorsffnung EP her einfallende Lichibiindel in
zahlreiche Beugungsbiindel zerlegt, die durch das
Objektiv Ob in dessen bildseitiger Brennebene AP
als sog. Beugungs- oder Oeffnungsbilder der optisch
in weite Ferne versetzten Lichtquelle (als welche
die Kondensorsffnung EP anzusehen ist) erscheinen.
Die Gesamtheit dieser Oeffnungsbilder bei AP wird
als Beugungsspekirum bezeichnet. Neben dem di-
rekten, hellsten Oeffnungsbild 0 — dem Maximum 0.
Ordnung — sind die Beugungsbilder + 1, + 2 usw.
bemerkbar, deren Helligkeit mit zunehmender Ent-



Zur Entstehung des Bildes im Mikroskop.

Abb. 1

EP = Blende des Kondensors (Eintrittspupille):
links kreisformig (Hellfeld); rechts ring-
formig (Phasenkontrast).

Ko = Kondensor des Beleuchtungsapparates.

G = mikroskopisches Objekt (Gitter).

Ag = Amplitudengitter (entspricht geliirbtem
Priparat).

Pg = Phasengitter (entspricht vollkommen licht-
durchlassigem Priparat).

Ob = Mikroskop-Objektiv.

AP = bildseitige Brennebene des Objektivs (Aus-

trittspupille).

1:0: +1 = Maxima des Beugungsspektirums (es sind
dies die durch Kondensor und Objekiiv er-
zeugten Oeffnungsbilder der Kondensor-
blende EP: O = direktes Bild; —1 und +1
= durch die Objektstrukiur abgebeugte
Bilder (im linken Strahlengang sind s'e
kreisformig, im rechten ringférmig). Beim
Strahlengang fiir das Hellfeld sind zwei
weitere Beugungsmaxima —2 und +2 ein-
gezeichnet, die jedoch nicht mehr ins Ob-
jekiiv gelangen und deshalb am Aufbau des
Bildes bei G’ nicht teilnehmen). Im Strah-
lengang rechts werden die das Maximum 0
durchlaufenden Lichtstrahlen durch das
Phasenplittchen 90° um eine Viertelwellen-
linge in der Phase verschoben.

G’ = das vom Objektiv Ob entworfene, durch In-
terferenz siamtlicher von den Oeffnungsbil-
dern herriihrenden Lichtwellen entstandene
mikroskopische Bild des Objekies G. Die
zweite, etwas tiefer eingezeichnete Kre's-
fliche rechts oben stellt schematisch das
kaum erkennbare Bild des Phaseng tters
dar, das entsteht, wenn man ohne Plaren-
kontrast-Einrichtung arbeitet.

fernung von der optischen Achse des Mikroskops
abnimmt. Alle diese durch das mikroskopische Git-
fer veranlaBten Beugungsbilder kann man als neue
Lichtquellen auffassen, deren Wellenbewegungen
sich gegenseitig beeinflussen, d. h. sich verstirken
und dadurch grioBere Helligkeit erzeugen oder sich
schwichen und dadurch geringere Helligkeit oder
villige Dunkelheit veranlassen. Am Orte G'. der
Bildebene des Objektivs, ist die gegenseitige Beein-
flussung (Interferenz) der von den Beugungsbildern

ausgehenden Lichtwellen derart, daB} sie ein dem
Objekt G mehr oder weniger entsprechendes Bild
ergibt. Ein mit dem Objekt in allen Einzelheiten
iibereinstimmendes Bild kommt nur dann zustande.
wenn samtliche an den Strukturen des Objektes ab-
gebeugten Lichtbiindel in das Objektiv gelangen
und damit an der Bilderzeugung teilnehmen. Der
VergroBerung des Mikroskops kemmt dann nur noch
die Aufgabe zu, diese Einzelheiten so grol} erschei-
nen zu lassen, dal} sie erkannt werden kiénnen,

5. Das Amplitudengitter als Objekt.

Das von ABBE verwendete Gitter aus parallelen
absorbierenden Streifen mit durchlissigen Zwischen-
raumen vertritt etwa die meist kiinstlich gefirbten
mikroskopischen Priparate. Bei diesen wirken die
Strukturen absorbierend, d. h.. physikalisch ausge-
driickt, sie verdandern die Schwingungsweite (Ampli-
tude) der Lichtwellen. Durch Interferenz der von
den einzelnen Beugungsbildern eines solchen Ob-
jektes ausgehenden Lichtwellen ergeben sich in der
Bildebene G’ ebenfalls verinderte. meist verklei-
nerte Amplituden, wodurch das aus Helligkeitsun-
terschieden bestehende und sowohl vom Auge als
auch von der photographischen Platie wahrnehm-
bhare mikroskopische Bild des Objektes entsteht.
Man nennt ein solches Gitter Amplitudengitter (Ag
in Abb. 1) und die ihm entsprechenden mikroskopi-
schen Pridparate Amplitudenpriparate.

4. Das Phasengitter als Objekt.

Verwendet man nun als Objekt ein anderes.
ebenfalls sehr feines Gitter, das jedoch nicht aus ab-
sorbierenden. sondern aus vollig lichtdurchlissigen.
abwechslungsweise verschieden hohen Streifen be-
steht, so gelingt es mit den bisher bekannten Mit-
teln nicht, davon ein brauchbares mikroskopisches
Bild zu erzeugen. Ein solches Gitter vertritt die in
der Einleitung erwihnten vollkommen durchsichti-
gen, ungefiarbten, dii nnen mikroskopischen Pri-
parate. Seine Strukturen verdindern die Amplitude
des Lichtes nicht, sondern beeinflussen nur den
Schwingungszustand (die Phase) der abgebeugien
Biindel: d. h., sie verursachen Phaseninderungen. Im
Gegensatz zum Amplitudengitter. bei dem in der
Bildebene durch Interferenz der in ihrer Amplitude
gednderten Lichtwellen Helligkeitsunterschiede zu-
stande kommen, muf} das Bild des Phasengitters (Pg
in Abb. 1) gleichmiiBig hell erscheinen, die Strukfur
des Gitters also unsichtbar sein, weil weder das
Auge noch die photographische Platte k1 eine Pha-

Abb. 2

Der Phasenkondensor

num. Ap. 0.9:

links von oben, rechts von unten gesehen. Rechts auflen
das Hilfsmikroskop.



senunterschiede wahrnehmen kiénnen. Solche durch-
sichtige, ungefiirbte Priparate werden Phasenpripa-
rate genannt.

In Wirklichkeit handelt ¢s sich bei den vorkom-
menden mikroskopischen Objekten kaum je um
reine Amplituden- bzw. Phasenpriiparate im eben
beschriebenen Sinne. So wird eine absorbierende
Struktur wohl meistens auch in der Brechzahl von
der Umgebung etwas abweichen und ein phasen-
inderndes Element oft gleichzeitie eine geringfii-
gige Absorption bewirken. Das mikroskopische
Bild eines Phasenpriparates erscheint deshalb in
der Regel nicht ganz gleichmiBig hell. sondern 168t
immerhin einige schwache, fiir zuverlissige Be-
obachtungen aber doch ganz ungeniigende Spuren
der Objekistukturen erkennen. Die tatsiichlichen
Verhiltnisse sind also jedenfalls so., daB8 bei den im
allgemeinen zur Untersuchung gelangenden mikro-
skopischen Priparaten stets entweder die absorbie-
rende oder dann die phasenindernde Wirkung der
Strukturen eindeutig vorherrscht, weshalb mit den
neuen Begriffen Amplitudenpriparat und Phasen-
praparat ecine zweckmiBige Unterscheidung ge-
schaffen ist.

5. Das Phasenkontrast-Verfahren.

Im 5. und 4. Abschnitt wurde festgestellt, daB die
vom Phasengitier ausgehenden Lichtwellen hinsicht-
lich ihres Schwingungszustandes nicht gleich be-
schaffen sein kénnen wie die Lichtwellen. die vom
Amplitudengitter ausgesandt werden. Der Unter-
schied besteht darin, daB diese Lichtwellen beim
Amplitudengitter iiberall gleiche Phasen, aber ver-
schiedene Amplituden, und beim Phasengitter iiber-
all gleiche Amplituden, dagegen verschiedene Pha-
sen aufweisen. Genaue Untersuchungen und Berech-
nungen des hollindischen Physikers F. ZERNIKE
ergaben, daB die Ursache der fast vollstindig kon-
trastlosen Abbildung des Phasengitters darauf zu-
riickzufiihren ist, daB} die von den abgebeugten Oeff-
nungsbildern * 1, + 2 usw. ausgehenden Lichiwel-
len in der Bildebene G' nur Schwingungen aufwei-
sen, die gegen die vom direkten Oeffnungsbild 0
herrithrenden Schwingung in der Phase um eine
Viertelwellenlinge verschoben sind. Das Bild des
Phasengitters mufBl somit cbenso kontrastreich wie
dasjenige des Amplitudengitters ausfallen, wenn es
gelingt, die erwidhnte Phasenverschiebung riick-
gingig zu machen. Das ist nun tatsiichlich méglich
wenn man nach dem Vorschlag ZERNIKEs in der
bildseitigen Brennebene des Objektivs (bei AP). da
wo sich das direkte Bild 0 der Lichtquelle befindet.
eine diinne durchsichtige Plaite (sog. Phasenplatte)
anbringt, die die Phase des hier durchiretenden
Lichtes um 90°, also eine Viertelwellenldnge, ver-
schiebt. Durch diesen kiinstlichen Eingriff in das
Beugungsspektrum werden die vom Phasengitter be-
wirkten Phasenunterschiede gewissermalBlen in Am-
plitudenunterschiede umgewandelt, wodurch die
sonst kaum erkennbaren Strukturen des Phasenpri-
parates mit hervorragendem Kontrast dargestell
werden.

6. Die Phasenkontrast-Einrichtung.
Das zur Anwendung des Phasenkonirast-Verfah-
rens erforderliche  Zusatzgerit zum Mikroskop

Abb. 3
Forschungsmikroskop «LUMIPAN:
Kondensor und Phasenkontrast-Einrichtung.

mit  pankratischem

Man erkennt links vom Mikroskop-Stativ das schon in
Abb.2 dargestellte Hilfsmikroskop, im Vordergrund die
vier Phasenobjektive mit den zugehérigen Aufbewal-
rungshiilsen und ganz vorn rechts die Ringblende nebst
einem Farbfilterglas. Der Phasenkondensor von Abb, 2
wird beim «<Lumipans-Mikroskop nicht benotigt.

wurde im ZeiBwerk in Jena entwickelt. Es bestehi
aus vier besondern achromatischen Objektiven Ph
10/0.30, Ph 20/0.40, Ph 40/0.65 und Ph 90/1.25 (homo-
gene Oelimmersion). Diese Phasenobjektive unter-
scheiden sich von gewdhnlichen Mikroskopobjek-
tiven dadurch, daB in der Kittschicht der obersten
achromatischen Korrektionslinse ein ringformiges
Phasenplittchen von bestimmter Dicke eingesetzt ist.
(Die Phasenobjektive kinnen ohne Einschrinkung
auch fiir Beobachtungen bei Hell- und Dunkelfeld-
beleuchiung verwendet werden.) Ferner gehort zu
dem Gerit der Phasenkondensor n. Ap. 0.9 (Abb.2
mit angebauter Revolverscheibe mit vier verschie-
den groflen, auf die entsprechenden Phasenobjektive
abgestimmien Ringblenden, sowie ein kleines Hilfs-
mikroskop. das anstelle des Okulars in den Tubus
eingesetzt wird. Mit diesem Hilfsmikroskop kinnen
das Bild der Ringblende des Kondensors und das
Phasenpliitichen des Objektivs, die beide an der-
selben Stelle bei AP (Abb. 1) liegen, bequem be-
obachtet werden. Eine gute Phasenkontrastwirkung
wird nur erzielt, wenn das Bild der Ringblende und
der Ring des Phasenplitichens genau iibereinander
liegen. Um dies zu erreichen. ist der Ringblenden-
trager des Kondensors mit einer Zentriervorrichtung
versehen. Nach erfolgter Zentrierung wird das Hilfs-
mikroskop aus dem Okularstutzen herausgenom-
men und durch ein gewdshnliches Okular ersetzt.
Als Lichtquelle wird zweckmiBig eine Nieder-



volt-Mikroskopierlampe beniitzt, die mit einer Be-
leuchtungslinse und einer Leuchtfeldirisblende ver-
sehen sein soll. Solche Mikroskopierlampen sind
schon seit vielen Jahren im Gebrauch.

Die Phasenkontrast-Einrichtung kann an jedem
guten Mikroskop-Stativ benutzt werden. Ganz be-
sonders geeignet ist aber das «Lumipan»-Stativ (Ab-
bildung 3) mit pankratischem Kondensor und im
I'ule eingebauter Lichtquelle. Anstelle des Phasen-
kondensors (Abb. 2) wird hier fiir alle Ph-Objektive
nur eine einzige Ringblende benétigt, die auf den
Filtertrager gelegt wird. Die pankratische Vorrich-
tung des Beleuchtungsapparates gestattet dann. die
GroBe des Ringblendenbildes der Grole des Phasen-
plittchens in den Ph-Objektiven in einfachster
Weise anzupassen.

7. Das Phasenkontrast-Bild.

Die vollkommen lichtdurchlidssigen Strukiuren
eines Phasenpriaparates unterscheiden sich von ihrer
Umgebung nur entweder durch abweichende Dicke
oder Brechzahl. Von einem solchen Priparat werden
Objektteile von grioBlerer Dicke oder hoherer Brech-
zahl bei Anwendung der Phasenkontrast-Einrich-
tung im mikroskopischen Bild dunkler erscheinen
als ihre Umgebung *. Das ist aber nur dann in ein-
deutiger Weise der Fall, wenn die sichtbar zu ma-
chenden Strukturen nur k l e i n e Phasenéanderungen

#* Man bezeichnet diese Abbildungsart als positiven
Phasenkontrast, im Gegensatz zum negativen Pha-
senkontrast, der bei Verwendung eines Plittchens m’t
phasenverzogernder Wirkung (anstelle des phasenbe-
schleunigenden) zustande kime und die erwihnien
Strukturen heller als die Umgebung erscheinen lieBe.

verursachen, also geniigend diinn sind. Ist diese
Voraussetzung gegeben, so zeigt das mikroskopische
Bild alle Einzelheiten des Objektes in hervorra-
gendem Kontrast und in objektihnlicherer Wieder-
gabe als die bisher bekannten Verfahren, wobei na-
mentlich bei der Untersuchung lebender Mikroorga-
nismen noch der Vorteil hinzukommt, daff die Ob-
jekte in ihrer natiirlichen Beschaffenheit beobachtet
und photograal}i?ch dargestellt werden konnen.

Die Abb. 5=%stellen Reproduktionen mikropho-
tographischer Aufahmen dar, die nach dem neuen
Verfahren hergestellt sind. Zum Vergleich ist je eine
Aufnahme desselben Objektes beigefiigl, die unter
Anwendung der iiblichen Hellfeldbeleuchtung er-
halten wurde. Die Beschaffung des biologigchen Un-
tersuchungsmaterials zu den Aufnahmen $ “# haben
in dankenswerter Weise die Herren A. BOSSART,
Rheinfelden, und Dr. SCHMAL, Ziirich, besorgt. Da-
durch war es dem Verfasser moglich, nach dem
neuen Verfahren einige Bilder von Mikroorganismen
herzustellen, die den Lesern dieser Zeitschrift beson-
ders gut bekannt sind. Die Abb. 8—11 zeigen An-
wendungsbeispiele des Phasenkontrast-Verfahrens
aus andern Untersuchungsgebieten.
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Hellfeld

Phasenkontrast
Abb. 4
Lebende Milchsiurebakterien aus triibem Bier. 1350 : 1.

Der Unterschied zwischen Hellfeld und Phasenkontrast
ist sehr auffillig. Durch das Druckraster sind beim
Kontrastbild die Einzelheiten innerhalb der Bakterien.
die auf dem Negativ der Aufnahme als unterschied-
liche Schwiirzung deutlich zu sehen sind, leider fast ganz
unterdriickt worden. Beim Hellfeld sind die Bakterien
durch stirkeres SchlieBen der Kondensorblende besser
sichtbar gemacht worden. Das Ergebnis zeigt sehr an-
schaulich, daB diese MaBnahme nur ein Notbehelf ist.

Hellfeld Phasenkontrast

Abb. 5
Lebende wilde Hefen und Kuliurhefen. 1000 : 1.

Der Inhalt der einzelnen Zellen ist beim Phasenkonirast-
bild ganz besonders schon zu schen. Beim Hellfeldbild
bemerkt man wieder Beugungssiiume an den Rindern der
Zellen. In diesem Falle ist die Hellfeldaufnahme wahr-
scheinlich auch durch eine geringe Bewegungsunschiirfe
beeintriichtigt worden (zur Untersuchung wurden die
Hefen in einen auf dem Objekitriiger befindlichen klei-
nen Troplfen Wasser iibertragen und mit einem Deckglas
bedeckt). Im Hellfeld ist nicht die gleiche Stelle wieder-
gegeben wie bei Phasenkontrast.



Hellfeld

Phasenkontrast

Abb. 10

Fixierte, ungefirbie Trypanosomen. 570 : 1.
(Aufnahme Dr. Loos.)

Der fixierte Blutausstrich wurde mit Wasser und einem
Deckglas bedeckt. Im Phasenkontrastbild treten die
Trypanosomen sehr gut hervor, wiithrend die Blutkérper-
chen weniger kontrastreich dargestellt werden. Im Hell-
feldbild ist weder von den Trypanosomen noch von den
Blutkérperchen mehr als eine é)pur zu sehen. Durch das
Phasenkontrastverfahren ist hier also die Firbung des
Priiparates entbehrlich geworden.

Hellfeld Phasenkontrast

Abb. 11

Ungefirbter, in Kanadabalsam eingebetteier Gehirnschnitt
(Dauerpriparat). 200 : 1.

Diese Abbildung beweist, dal das Phasenkontrastverfah-
ren auch zur Untersuchung ungefiirbter histologischer
I'riiparate mit gutem Ergebnis angewendet werden kann.
Selbst gefirbte Schnittpriaparate, oder Dauerpriiparate
einer ilteren Sammlung, bei denen die Firbung ausge-
bleicht ist. erscheinen bei Anwendung des neuen Verfah-
rens oft mit besserem bzw. wieder gutem Kontrast.
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