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摘要　疾病诊断、食品安全监测和环境污染检测等领域常涉及细菌等微生物的即时检测,光学显微镜是常用于检

测和分析这些微小样品的工具.无透镜显微成像技术是将样品与电荷耦合元件(CCD)或互补金属半导体氧化物

(CMOS)芯片等光检测器紧密接触、无需光学元件、直接对样品进行成像的技术,较传统显微装置具有结构简单、体
积小巧、操作简便、价格低廉等优点,已被应用于微小组织结构检查、细胞形态数量分析、微生物检测等领域.根据

成像原理,无透镜显微成像技术可分为阴影成像、荧光成像及数字全息成像三类.分别阐述了三种无透镜显微成

像技术的成像原理和物理结构,并综述了无透镜显微成像技术在即时检测中的应用,最后展望了无透镜显微成像

技术的发展.
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１　引　　言

疾病传播[１](如艾滋病[２])、食品安全[３Ｇ４](如病

原性大肠杆菌[５])和环境污染[６](如水体富营养)等
全球性社会问题,具有突发性和地域性等特点,长期

以来极大地威胁着人类的健康与生活.检测和分析

是预防和控制上述问题的必备环节.然而,传统分

析检测仪器价格昂贵,体量重大,需要专业人员就地

采样后返回实验室进行操作分析,影响到检测速度.
特别是对一些不发达的边远地区,落后的检测条件

和资源无法保证有效的检测分析.因此,研究人员

致力于研究即时检测装置和技术[７Ｇ１０].在无需专业

技术人员的条件下,即时检测技术可快速采集样品

并对结果进行分析,提供检测报告[１１].在即时检测

过程中,常常需要分析细胞[１２]、微生物[１３]等微小样品

的形态学信息以及核酸[１４Ｇ１５]、抗原抗体等生化反应后

的荧光影像信息,而这些信息的获取通常需要用到显

微成像设备.而无透镜显微成像装置原理简单,结构

简便,价位低廉,常集成于即时检测装置[１６]中.
无透镜成像技术是将样品与电荷耦合元件

(CCD)或互补金属半导体氧化物(CMOS)芯片等光

检测器紧密接触、无需光学元件、直接对样品进行成

像的技术[１７].根据成像原理的不同,无透镜成像技

术分为阴影成像、荧光成像和数字全息成像三类.
这三类无透镜成像技术各有优缺点,适用于不同的

应用领域.其中,阴影无透镜成像系统结构最为简

单,所得图像与原始样品比例为１∶１,常用于细胞分

类计数、尺寸测量[１８];荧光无透镜成像系统[１９]结合

了荧光成像的特点,可实现荧光酶联免疫分析[２０]等

功能;数字全息无透镜成像系统[２１]采用同轴数字全

息成像的结构,可以获得样品的空间三维信息[２２].
同时,人们还将无透镜显微成像方法与手机等其他

便携式电子设备相结合用于即时诊断领域[１７].
本文将综合介绍这三类无透镜成像技术的成像

原理、物理结构、元件选择及常用算法,并按照检测

物的不同对无透镜成像技术在即时检测中的应用进

行了分类介绍,最后对无透镜成像技术的发展前景

进行展望.

２　无透镜成像基本原理

传统的光学显微镜主要由光源、光学透镜、光检

测器三部分组成.光学透镜的主要作用是将样品进

行光学放大并将其聚焦在光检测器上进行成像.但

光学透镜通常需要和光学镜筒、光圈以及调焦系统

等部件配合使用以获得清晰的图像,大大增加了显

微镜的体积和复杂程度,成为显微镜用于即时检测

领域必须克服的一大阻力[２３].相比传统显微镜,无
透镜显微装置的基本结构只由光源和光检测器组

成,整个系统无需光学透镜,另外省去了配套使用的

光学元件,因此大大简化了显微装置的结构,同时规

避了透镜成像过程中引起的像差,保证了图像的真

实性.无透镜显微镜的光源常使用能耗低、体积小

的发光二极管(LED),由此组成的简易无透镜显微

装置[２４Ｇ２５]可满足即时检测应用的需要.另外,为进

一步实现无透镜成像技术的荧光成像功能,有时会

选用谱带窄、能量高的激光作为激发光源,并且基于

激光良好的光学相干性,还可将其作为全息无透镜

显微镜的光源.无透镜显微镜的光检测器通常根据

需求不同选用CCD或CMOS.这两种光检测器各

有优缺点:CCD图像质量较高,但能耗高,易发热,
同时制作工艺复杂,价格高;CMOS能耗低,制作工

艺简单,价格低廉,但图像质量较低.因此光学检测

器的选择需要设计者根据具体情况权衡判断[２６].
无透镜成像过程中,通过调整光源、样品和光检测器

之间的距离和结构可实现样品的阴影成像、荧光成

像和数字全息成像.下面简单介绍每种成像方法的

工作原理和异同点.

２．１　阴影无透镜成像

无透镜成像技术的阴影成像是利用光沿直线传

播的光学原理,通过光检测器采集样品的投影进而

表征其物理形态的成像方法,如图１(a)所示.成像

过程中应尽可能增大LED光源与样品间的距离,使
其远大于样品的尺寸,这样入射光线近似为平行光.
同时,应减小样品与光检测器的距离(＜１μm),以
减小光线衍射而引起的图像失真现象[１７],获得与样

品等大的图像.另外,由于过小的样品体积会使其

与光检测器间的光线衍射不可被忽略,造成图像失

真[１７],因此样品的体积也不宜过小.
阴影成像方法的主要局限是其检测样品的最

小限度受光检测器像素点大小的限制.目前,市
面上 常 见 的 CMOS工 业 相 机 的 像 素 尺 寸 约 为

２．２μm×２．２μm,CCD 相 机 的 像 素 尺 寸 约 为

５μm×５μm.但在生物检测中,生物样品(如细胞

和细菌等)的直径均处于微米量级,而由无透镜阴

影成像技术的１∶１光学放大,无法获取尺寸小于单

位像素的样本的图像信息.同时图像采集过程中

的伪影、传感器内部和数据传输过程中的噪声以

及传感器本身存在缺陷等问题还会导致样品图像
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图１ 无透镜成像技术装置示意图[２７Ｇ２９].(a)阴影无透镜显微成像;(b)荧光无透镜显微成像;
(c)透射式数字全息无透镜显微成像;(d)反射式数字全息无透镜显微成像

Fig敭１ Schematicoflenslessimagingtechnology ２７Ｇ２９ 敭 a Shadowlenslessmicroscopicimaging  b fluorescencelensless
microscopicimaging  c transmissiondigitalholographylenslessmicroscopicimaging  d reflectivedigital

holographylenslessmicroscopicimaging

不清晰[３０].为了得到清晰的图片、获得样品更细节

的信息,需要采集更高分辨率的图像.提高分辨率

最直接的方法是增加单位面积像素的数量,即减小

像素点的尺寸.但随着像素尺寸的减小,传感器单

位像素所接受到的光照度减小,使整个图像变暗,对
比度下降;同时减小像素尺寸会使散粒噪声增大,而
散粒噪声的存在从工艺上限制了像素尺寸的进一步

减小.另外,高分辨率的光检测器价格昂贵,不适用

于即时检测.因此,除了直接增加光检测器的分辨

率外,人们还通过信号处理等方法从软件和算法方

面提高图像分辨率[３０].例如,首先通过平移样品、
多点采集图像及采集不同时间的图像获取包含不同

信息的多幅低分辨率(LR)图像,然后使用超分辨率

(SR)图像重建算法提取多幅低分辨率图像中的有

效信息,并将其整合成为一张含有更多信息的高分

辨率图像,见图２.
假设光电传感元件捕获的低分辨率图像尺寸为

N１×N２,将 其 表 示 为 向 量 y＝[yk,１,yk,２,,

yk,M]T,其中 M＝N１×N２;理想的经采样、退化的

超分辨率图像尺寸为L１N１×L２N２,可将其表示为

向量x＝[x１,x２,,xN]T,其 中 N ＝L１N１×
L２N２,

yk ＝DBkMkx＋nk,１≤k≤p, (１)
式 中 Mk 为 运 动 矩 阵,尺 寸 为 L１N１L２N２ ×
L１N１L２N２;Bk 为模糊矩阵,尺寸为L１N１L２N２×
L１N１L２N２;D 为欠采样矩阵,尺寸为(N１N２)２×
L１N１×L２N２;nk 为噪声矩阵.(１)式描述了高分

辨率图像与低分辨率图像间的关系,低分辨率图像

可能存在运动伪影、模糊信号、噪声信号,以及数字

欠采样造成的信息缺失.因此,在已知低分辨率图

像信息、运动情况、模糊情况、噪声类型时,可反演出

超分辨率图像[３１].

２．２　荧光无透镜成像

荧光成像技术主要基于外源型荧光探针与某些

生物分子的特异性结合,具有灵敏度高、特异性强等

特点.在生物医学中,利用荧光成像技术观察生物

分子是探索生命过程的重要方法[３２].荧光成像过

程中,激发光与辐射光是波长不同的光.为了排除
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图２ 超分辨率算法原理[３０]

Fig敭２ PrincipleofsuperＧresolutionalgorithm

背景光对荧光信号的影响,常使用多种透镜和滤光

片来滤除背景光,从而大大增加了荧光显微镜的复

杂程度.对于无透镜显微技术的荧光成像,为了更

好地滤除背景光并获取有效信息,需要对传统荧光

显微镜结构进行调整.图１(b)所示为常用的无透

镜荧光成像系统.该结构中,光源必须是特定波长

的激发光,因此常用谱带较窄的LED光源作为激发

光源.不同于荧光显微镜,无透镜荧光成像技术将

激发光源放置于样品斜上方,激发光经棱镜传播至

样品表面激发出荧光,于样品下方的玻璃基板表面

发生全内反射(TIR).这种结构设计将背景激发光

通过全反射的方式滤除,简化了滤光的结构和过程,
缩小了设备的体积和成本.激发出的荧光信号通过

光纤面板收集,经带通滤光片过滤后至光检测器被

捕获,且全反射结构及带通滤波片的作用极大减小

了激发光对荧光检测的干扰[２９].无透镜荧光成像

过程由于不存在透镜聚焦,所采集图像往往因为

CMOS不在其成像共轭面而产生模糊,因此需要通过

压缩采样[３３]等方法来提高其图像的空间分辨率.目

前,无透镜荧光成像技术已被应用于转基因的秀丽隐

杆线虫的检测[３４]、荧光标记的白细胞计数[３５]、肉毒杆

菌毒性检测[３６]及荧光微孔分析[３７]等诸多领域.

２．３　数字全息无透镜成像

对于细胞等透明或半透明的样品,其透射率分

布相对均匀,光透过样品后强度信息变化较小,因此

仅通过光强的检测很难获得高质量的样品图像.然

而,样品折射率的改变影响了光穿过样品时的光程,

使光的相位信息发生了明显变化,因此可通过检测

光的相位信息直接准确地反映样品性质[３８].但阴

影无透镜成像技术只能检测强度信息,不能检测相

位信息,因此对细胞等生物样品成像轮廓并不清晰,
且对细胞等样品的三维形貌的观测相对困难.利用

光的波动性发展起来的全息术可以将相位信息转换

为强度,从而记录样品体的相位和深度信息[３９].全

息术中,参考光波和物体反射的光波发生相干叠加

产生干涉条纹,这些干涉条纹被记录成为全息图.
透明物体被准直相干光源照明后,投影至离物

体距离为z０ 处的光强I是参考光强R 与衍射光强

O 的叠加:

I(x,y)＝ R(x,y)＋O(x,y)２＝
O(x,y)２＋ R(x,y)２＋

R∗(x,y)O(x,y)＋R(x,y)O∗(x,y). (２)

　　I(x,y)被全息干板或光电传感元件记录,参考

光强R 为固定信息,衍射光强O 体现了待测样品的

光学信息,通过再现的方式可还原待测样品.数字

全息再现与光学再现过程不同,光学全息是用实际

光源照明再现的,只需适当的再现光,在空间中可形

成再现像的光场分布;而数字全息的再现光是模拟

的,由 无 透 镜 数 字 全 息 成 像 得 到 的 干 涉 图 样

I(x,y),通过计算机模拟光学衍射过程来实现物光

再现,经过图像重建得到平常的样品形貌图像.常

用于 图 像 重 建 过 程 的 算 法 包 括:相 位 复 原 迭 代

法[４０Ｇ４１]、孪生像消除法[４２]和角谱法[４３]等,这些算法

源于全息成像,同样适用于无透镜全息显微成像.
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通过这些重建算法分析,强度信息和相位信息被提

取,尤其是相位信息,对于散射能力较弱的透明物质

的成像十分重要.如今数字全息成像技术已广泛应

用于生物医学研究中,例如,王云新等[４４]利用数字

全息术实现对活细胞培养状态的无损检测,文献

[２１,４５]将全息成像技术应用于无透镜显微镜中.
根据结构差异,无透镜全息显微成像系统又可分为

透射型和反射型两类.

１)透射型全息无透镜成像技术.生物样品检

测中,由于细胞透光性强,参考光可在无需增加额外

光路的条件下直接到达CCD,实现与细胞散射光的

叠加干涉.正是由于生物样品的这种透光特性,透
射型无透镜数字全息显微成像应运而生,极大地简

化了全息成像的结构.该成像方法结构如图１(c)
所示,其与阴影成像方法的主要区别在于:所用光源

为相干光源,且样品与光检测器间的距离增大,这为

干涉图样的获取提供了可能性.当来自样品本身的

散射光与光源自身发射的光线发生干涉时,光检测

器可以捕获到最终的干涉图样,该图样记录了样品

不同高度处的影像信息,最后通过图像处理和三维

图像的重建算法可获得样品的三维图像.

２)反射型全息无透镜成像技术.反射型无透

镜成像[４６]是对传统数字全息成像系统的集成,整个

结构被压缩在一个很小的空间中.由于该结构易于

集成在即时诊断装置中,因此在即时诊断领域有良

好的应用前景.如图１(d)所示,激光通过小孔经分

束镜分为两路,一束光线透射至样品后经分束镜反

射至光检测器,一束光线反射至反射镜后经分束镜

透射至光检测器,两路光线叠加形成干涉图样.由

数字全息无透镜成像得到的干涉图样还需经过图像

重建才能得到平常的样品形貌图像.
上述三种无透镜显微技术分别实现了阴影成

像、荧光成像和全息成像,其比较如表１所示.相比

于传统的成像模式,无透镜显微技术极大简化了仪

器结构,降低了仪器成本.目前,无透镜成像技术已

成功应用于即时检测中,同时在生物医学领域也得

到广泛应用.下面将具体阐述无透镜成像技术在即

时检测中的应用.
表１　三种无透镜成像技术比较

Table１　Comparisonofthreetypesoflenslessimagingtechnology

System Lightsource Structurerequirement Reconstruction Rangeoffield

Shadowimaging
Monochromeor
whitelightLED

Samplemustbe
closetoCCD

SuperＧresolution[４７Ｇ５０]
Semitransparentor
opaquesamples

Fluorescenceimaging
Monochrome
LEDorlaser

Filters
SuperＧresolution[４７Ｇ５０],

compressivesampling[３３]
Fluorescentsamples

Holographicimaging Laser Pinhole

Phaseretrieval[４０Ｇ４１],

twinimageelimination[４２],

angularspectrum[４３]

Transparentor
semitransparentsamples

３　无透镜成像技术在即时检测中的

应用

　　按照被检测物的尺度,无透镜成像技术可分别

对微小组织、细胞、细菌等生命体进行检测.

３．１　微小组织结构检测

微小组织结构的检测对多种疾病的诊断具有重

要意义.例如,在严重威胁到男性身体健康且致死

率极高的前列腺癌中[５１],由分泌薄壁细胞组成的腺

泡,其完整性受到其顶部与底部极性的影响.若腺

泡极性被破坏,腺泡转化为球体是癌变的一个重要

标志.无透镜显微技术的出现为微小组织结构的即

时检测提供了可能.另一方面,多年来实验人员将

细胞培养于硬质的二维环境的塑料基底上,但细胞

在体内处于三维环境,这种二维培养环境并不能真

实反映细胞在体内的情况,细胞三维微环境概念[５２]

的提出很好地解决了这一问题.因此出现了腺泡体

外的三维环境培养方法,并应用无透镜成像技术观

察到腺泡的极化现象.例如,Monika等[５３]利用无

透镜数字全息显微成像方法实现了对腺泡图像的提

取,并利用算法还原了其结构,用以判断其极性的变

化.图３(a)为其所使用装置的示意图,图３(b)表征

了正常腺泡结构,图３(c)为腺泡失去极性的球体结

构.从成像的图片中可以很清晰地分辨出这两种结

构,从而为癌变诊断提供了有效依据.

３．２　细胞计数及形态分析

心脏病的发生和发展一直是科研工作者的研究

热点.随着各类药物的不断出现和发展,药源性心

脏病的发病率不断增高.例如,阿霉素是一种有效

的抗肿瘤药物,但若应用于心脏病患者将导致其扩
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图３ 无透镜数字全息显微成像技术分析腺泡３D结构[５３].(a)腺泡形态的检测装置示意图;(b)正常腺泡;(c)失去极性的腺泡[５３]

Fig敭３ ３Dstructuresofacinianalyzedbylenslessdigitalholographymicroscopicimagingtechnology敭

 a Schematicofthedeviceforthedetectionofacinarmorphology  b normalacini  c acinilackofpolarity

张性的心肌病或心力衰竭[５４].细胞计数及形态分

析是非常重要的一种生化检测方法,某些特定细胞

的数量及形态结构的变化可为判断疾病是否发生或

估算其发生概率的大小提供有效信息.因此,Sang
等[５５]利用无透镜成像技术研发出一种检测心脏中

毒的装置,如图４(a)所示.他们首先提取小鼠胚胎

干细胞,将其培养在腔室内诱导分化为心肌细胞,在
不同腔室内分别加入阿霉素与异丙肾上腺素.在无

透镜显微镜下检测并记录了腔室内心肌细胞的蠕

动,再通过算法模拟心肌细胞的搏动,计算出心率及

逐拍间的差异,据此来分析不同药物作用下心脏中

毒情况[５５].
除心脏病外,日益增高的艾滋病发病率也成为

近年来科研工作者重点关注的领域.在不发达的非

洲等地区,艾滋病患者在进行诊断时常遇到由于医

疗资源匮乏造成的就诊和治疗延后问题.Moon
等[５６]将微流体技术与无透镜成像技术相结合,利用

无透镜成像技术实现了对荧光标记的CD４＋ T淋巴

细胞的计数,通过CD４＋ T淋巴细胞含量的多少评

估了患病的可能性,从而实现了对艾滋病的即时

诊断.
近年来,由于社会压力增大、环境变化等问题,

越来越多的家庭饱受不孕不育的困扰,因此对男性

精子质量的检测显得尤为重要.目前主要通过对精

子数量和活性的分析评估精子的质量.微流体系统

在精子检测及追踪方面展现出了巨大的应用潜力.
张晓慧等[５７]研究了一种利用无透镜成像技术监测

和筛选精子的方法.如图４(b)所示,首先用双面胶

(DSA)将聚甲基丙烯酸甲酯(PMMA)贴合成微流

体芯片,在其通道内注入混有牛血清白蛋白(BSA)
的新鲜输卵管培养液,再将预处理过的精液放入枪

头中,放置于芯片孔上,由于毛细作用精子将充满微

流体通道,利用无透镜成像技术采集图像,得到如图

４(b)下方所示精子图像[５７].

图４ 无透镜成像技术应用于(a)心脏中毒检测;(b)精子形态分析[５７]

Fig敭４ Applicationoflenslessimagingtechnologyfor a cardiotoxicitydetection  b spermshapeanalysis ５７ 

　　传统追踪精子运动轨迹的方法(例如显微镜观

察法和上面描述的方法)追踪到的均为精子的二维

运动轨迹,而实际精子的运动处于三维空间之中.
因此,为了反映精子在体外更为真实的运动方式,
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Su等[５８]设计了一种无透镜数字全息成像技术装置

对精子进行高通量的三维运动轨迹追踪.在其设计

的无透镜成像技术装置中,采用了双光源双视野的

设计思路,通过对图像的重建得到精子三维追踪的

图像.该装置可以在８~１７mm３的空间范围内,实
现至少对１５００个精子亚微米级的动态追踪.

３．２　细菌检测

以上例子已证实无透镜成像技术在观测细胞等

样品方面的优越性.不仅如此,该技术还可用于检

测样品尺度小于细胞的细菌等.如图５(a)所示,

Allier等[５９]将细菌及其缓冲液滴在数微米厚的润湿

薄膜上,进行脱水后利用无透镜显微系统进行了观

测,发现该薄膜有一定的透镜放大作用,相较于直接

观测具有更高的信噪比.之后,基于Allier等[５９]的

研究,Poher等[６０]又报道了一种基于润湿的薄膜的

无透镜数字同轴全息显微观测细菌的方法.
除了上述直接观测细菌的方法外,利用间接的方

法也可观测到细菌.应急(SOS)反应是细菌脱氧核

糖核酸(DNA)修复和重新启动停滞的复制叉的一种

诱导途径[６１].Daniel等[６２]利用基因工程的方法合成

了一种携带recA:luxCDABE融合体的水毒性检测大

肠杆菌.该大肠杆菌在毒素刺激下发生SOS反应,
产生生物体发光,此光学信号可在盖革模式下使用单

光子雪崩光电二极管进行检测.Tsai等[６３]利用这一

原理,发明了一种基于生物体发光的全细胞传感器生

物芯片,并通过无透镜成像技术对生物体光学信号进

行了检测,实现了水中污染物的即时检测.图５(b)
为全细胞传感器生物芯片结构示意图.

图５ 应用无透镜成像技术观测细菌.(a)基于润湿的薄膜的无透镜数字同轴全息显微细菌观测装置[５９];

(b)基于生物体发光的全细胞传感器生物芯片[６３]

Fig敭５ Applicationoflenslessimagingtechnologyforbacteriadetection敭 a Bacteriadetectiondeviceoflensless

digitalcoaxialholographymicroscopybasedonwettingthinfilm ５９   b wholecellbiosensorbiochip
basedonbiologicalluminescence ６３ 

４　总结及展望

综上所述,无透镜成像技术相较于传统成像技

术显示出诸多优势.首先,无透镜显微系统轻便、小
巧,操作简便;其次,其主要单元是光源和光检测器,
不存在光学透镜,极大降低了制造成本;另外,不同

于传统成像技术通过逐层扫描的方法组建三维模

型,无透镜成像技术通过全息技术获得样品的三维

信息,可实现三维信息的实时显示.这些优点使无

透镜成像技术适用于资源匮乏和落后地区的即时检

测,为即时检测装置提供了光学检测方法,已广泛应

用于微小组织、细胞、细菌等样品的光学检测中.
但是,无透镜成像技术的发展也遇到一些挑战.

成像质量方面:传统光学显微镜的技术相对成熟,成
像质量较好,而无透镜显微系统中样品与光检测器

间的距离不易控制,不可避免产生衍射,且使用过程

中多涉及不同类型、不同材质的多种芯片,参数的改

变会影响成像的质量;分辨率方面:超高分辨率显微

镜通过宽场和共聚焦等技术可大大提高样品的光学

分辨率,而无透镜显微成像难以捕获尺寸小于光电

检测器单位像素尺寸的样品,提高分辨率依赖于光

检测器分辨率的提高及重建算法的创新,而复杂算

法不易集成于处理能力较弱的微型化处理器中;显
微镜功能方面:由于无透镜显微系统中略去了很多

光学元件,所以很多现代显微镜可实现的成像方法

(如激光扫描共聚焦成像技术、受激发射损耗成像技

术和光激活定位成像技术等)不能很好地移植到无

透镜显微系统中.
无透镜显微成像技术的发展机遇与挑战并存.

首先,光电传感技术的迅速发展使图像采集速度不

断加快、分辨率日益提高,无透镜显微成像的检测极

限随之不断减小;其次,新的图像处理算法的研究,
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使图像重建效果更为真实;另外,其他领域新技术的

出现为无透镜成像技术的发展提供了新的思路.例

如,相关研究利用具有溶胀特性的高分子材料实现

了对于细胞、微小组织等物理结构的放大[２０,６４],这
种放大方式有望弥补无透镜成像技术中受限的光学

放大,提高最小检测极限.总体来说,随着相关技术

的革新和发展,相信不久的将来,无透镜成像技术会

出现在家庭或边远地区,为人们提供便捷快速的检

测诊断.
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