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摘要　作为一种非侵入式的高精度微操控和力传感工具,光镊已被广泛应用于生命科学领域的研究.全息光镊利

用空间光调制器调控光场,可以灵活地产生任意排布的光阱阵列,具有比传统单光镊更高的灵活性,目前已在生物

医学领域展现出巨大的应用价值.本文综述了全息光镊的基本原理、全息图算法,以及全息光镊在生物学领域的

研究进展,希望可以为全息光镊在生物学中的应用研究提供一定的参考.
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１　引　　言

１９８６年,Ashkin等[１]使用单束强聚焦激光实

现了对微粒的三维囚禁,这标志着光镊技术的诞生.
光镊技术自发明以来已从简单的光捕获(Optical
Trapping)[１]、光推动(OpticalPushing)[２]与光悬浮

(OpticalLevitation)[３Ｇ４]发展到光学旋转(Optical
Rotation)[５Ｇ９]与光学拉伸(OpticalStretching)[１０Ｇ１２]

等更为丰富的粒子操控功能.单光阱光镊操纵功能

非常 有 限,而 多 光 阱 光 镊 则 提 供 了 更 多 的 可 能

性[１３Ｇ１４].多光阱的产生方法包括多光束耦合、多光

束干涉[１４]和光束扫描[１３],以及基于衍射光学元件

的光场调控技术[１５Ｇ１６]等.多光束干涉可以产生高质

量的三维光学栅格势阱,可以同时捕获上千个胶体

粒子并应用于晶体研究[１７].但是,这种方法只能产

生对称的光场结构,其轴向散射力需要利用重力或

者玻片的反作用力加以克服,因此只能实现二维捕

获.光束扫描利用声光调制器或扫描振镜在很短的

０２０７０２０Ｇ１
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时间内改变激光的位置,使不同位置的粒子在弛豫

时间内再次被激光照射,从而被稳定捕获在特定位

置[１３].受器件扫描频率和偏转角的限制,这种技术

无法产生大阵列光阱,也不能产生三维光阱阵列.
相对 于 声 光 调 制 器 或 扫 描 振 镜,空 间 光 调 制 器

(SLM)通过调制光场的振幅和相位而具有更高的

灵活性.基于SLM调控光场的全息光镊不仅可以

产生大阵列光阱,同时捕获和排列多个微粒,而且可

以实时动态地在三维空间中独立地操控每一个微

粒[１５Ｇ１６,１８Ｇ１９].除了普通的点光阱外,全息光镊可以

产生强度连续的光阱对粒子进行更加复杂的操纵,
例如沿特定轨迹的输运、轨道旋转等[２０Ｇ２５].

光镊具有非机械接触、低损伤、可操纵对象丰

富、可高精度测量微小位移量和作用力等特点,已被

广泛应用于生命科学、物理化学以及气溶胶科学等

交叉学科的基础研究上,并在微纳加工、传感测量等

应用中展现出了巨大的潜力.特别地,光镊已成为

表征生物物理/生物力学特性的必备工具,其发明人

Ashkin因光镊在生物学研究中的巨大成功而获得

了２０１８年的诺贝尔物理学奖.光镊被广泛应用于

生物学研究主要是因为以下几个特点:使用近红外

激光波长(常用１０６４nm)的光镊被证明对生物样品

基 本 是 无 损 的;光 镊 可 实 施 的 作 用 力 在 飞 牛

(１０－１５N)至数百皮牛(１０－１０N)之间,与生物的微

观作用力范围基本一致;与磁镊、光电镊等微操纵技

术相比较,光镊的位置控制精度可达１０nm量级甚

至更高.相较于单光镊技术,具有多粒子并行独立

动态操控和多点测力等特点的全息光镊已成为了研

究胶体粒子相互作用[２６]、微粒分选[２７]、晶体结构制

作[２８]、微量化学反应[２９]等的重要工具.近年来,全
息光镊在生物学研究中的应用也被广泛关注.本文

将综述全息光镊的基本原理、光镊全息图算法,以及

全息光镊在生物学领域的应用研究进展,期望能为

全息光镊在生物学研究中的应用提供一定的参考

价值.

２　全息光镊的基本原理

２．１　基本装置

图１所示为全息光镊的基本原理图[３０].通过

控制SLM调制入射光的相位,可以在物镜的焦平

面上产生大阵列点光阱.激光束经透镜１、２扩束准

直后入射到SLM上进行调制.调制后的光束经由

透镜３、４组成的望远镜系统后,被高数值孔径物镜

聚焦至样品处.物镜前的四分之一波片用于将线偏

振光束转换成圆偏振光束,从而使得强聚焦高斯光

斑在焦平面上的强度分布是中心对称的.被操纵的

样品 被 聚 光 镜 聚 焦 的 LED 光 照 射 后,经 物 镜

(Objective)和筒镜(TubeLens)成像至相机上.在

这里,双色镜(Dichroic)用于将激光束引导至物镜入

瞳处,同时允许LED照明光束透射,以对样品成像.

图１ 全息光镊的基本装置原理图[３０].(a)全息光镊系统的光路示意图

(QWP:四分之一波片;NPBS:消偏振分光棱镜);(b)(c)SLM的两种工作方式:(b)正入射和(c)斜入射

Fig敭１ Principleofholographicopticaltweezers敭 a Sketchoftheholographicopticaltweezerssetup QWP quaterＧwaveplate 
NPBS nonＧpolarizingbeamsplitter   b and c theworkingmodeofanSLM  b normalincidenceand c smallＧangleincidence
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　　在全息光镊技术中,系统各个器件的选择对光

镊的捕获性能起着重要影响.SLM 是全息光镊的

核心器件之一.由于相位调制具有较高的光能利用

率,因此全息光镊常用相位型液晶SLM.另外,还
需要综合考虑器件的适用波长、相位调制深度、调制

精度和损伤阈值等因素.在确定了SLM 的型号

后,还需要考虑SLM 的工作方式,常用正入射与斜

入射两种工作方式.正入射工作方式的实现需要使

用非偏振分光棱镜(NPBS),激光束两次经过分光

棱镜,因此最终的光能利用率要小于２５％,而小角

度(θ≤６°)入射的工作方式则可以最大程度地利用

激光功率(接近１００％),因此是全息光镊最常用的

工作方式.此外,由于制造工艺水平的限制,SLM
的液晶面板不可避免地会给系统引入像差,降低光

束的质量和光阱的捕获性能.通过像差校正可大大

提高全息光镊的性能[３０Ｇ３３].SLM 工作时会导致光

束相位抖动,在一些测力应用中需要特别注意这个

问题[３４].
激光器的性能直接关系到全息光镊系统的捕获

能力.用于光学捕获的激光器输出应为TEM００模.
在光镊中,光学力和光功率是成正比的[３５].一般而

言,功率在１０~１００mW 的激光器足以产生一个可

以捕获和操纵微粒的单光阱.在样品可承受的光功

率范围内,全息光镊系统需要使用功率尽可能高的

激光器,以实现高的捕获稳定性.要产生大光阱阵

列,激光功率需在１W以上.光波长也是光学捕获

需要考虑的一个重要指标.在光学捕获与操纵过程

中需要注意激光对样品,特别是对生物样品的光损

伤[３６].Svoboda 等[３７]发 现 近 红 外 波 段 (７５０~
１２００nm)的激光对生物样品的光损伤最小,对生物

材料来说是一个“相对透明的窗口”.特别需要注意

的是,在选择激光波长时还需与显微物镜相匹配,保
证显微物镜在该波段有高透过率.

显微物镜是全息光镊的另一个重要器件.光

镊需要使用数值孔径较高(通常大于１)的物镜,一
般为浸油或者浸水物镜.当浸没介质是折射率约

为１．５１５的特殊油时,物镜的数值孔径可以达到

１．４９.物镜的数值孔径越大,聚焦的光斑越小,光
镊的捕获效率越高.但是浸油物镜会引入比较严

重的球差,原因是浸油物镜在将激光束聚焦到水

中时会经过一个玻璃Ｇ水的界面,不同角度的光线

会聚到不同的轴向位置,从而产生了球差.一般

浸油物镜都会针对聚焦点位于临界面附近的情况

进行优化,因此适合在距离盖玻片表面几微米的

范围内进行光学捕获.如果要深入溶液内部对样

品进行操纵,聚焦光斑的质量就会随着聚焦深度

的增大 而 急 剧 降 低,捕 获 效 率 也 会 随 之 急 剧 下

降[３８].浸水物镜的数值孔径虽然相对于浸油物镜

而言比较小(一般小于１．２),但浸水物镜几乎不会

引入球差[３８].使用浸水物镜的光镊系统可以在样

品池深处对样品进行捕获与操纵.关于全息光镊

系统的设计与搭建可参考文献[３９].

２．２　全息图算法

全息图是除了系统器件外影响全息光镊的最关

键因素.不同的全息图算法所产生的光阱质量差异

很大,而且不同的全息图在光阱的产生速度、系统的

光能利用率上也有巨大差异.比如:直接算法可以

在任意位置快速生成点光阱,但存在均匀性差和衍

射效率低等缺点,而且光阱质量会随着复杂程度的

增加而严重下降[４０];迭代算法虽然速度较慢,但精

度和效率高,光阱间的强度均匀性好,即使在光阱分

布复杂的情况下也能保持不错的性能[４０].因此,在
实际应用中应根据实际需要选择合适的全息图

算法.
利用SLM调制入射光波前,然后通过傅里叶

变换产生特定目标光场的技术被称为全息光束整形

(HolographicBeamShaping)[１６,４１Ｇ４２].该技术已被

广泛应用于光存储[４３Ｇ４４]、光学微纳加工[４５]、光通

信[４６]、光学显微[４７]和光学微操纵[１６,４１]等研究领域.
其基本原理如图２所示,焦平面附近(x,y,z)上的

期望光场Efocus与SLM 面(x′,y′)上的调制光场

EDOE满足傅里叶变换关系[４０]

Efocus(x,y,z)＝
exp[ik０(２f＋z)]exp[ik０(x２＋y２)]

iλ０f
􀅰

４π２∬
S

EDOE(x′,y′)exp －i
πz

λ０f２
(x′２＋y′２)

é

ë
êê

ù

û
úúexp[－２π(x′x＋y′y)]dx′dy′, (１)

式中:k０为真空中的波数;λ０为真空中的波长;f 为 透镜焦距;S 为SLM的光场调制区域.

０２０７０２０Ｇ３
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图２ 基于傅里叶变换的全息光束整形的原理示意图

Fig敭２ TheprincipleofholographicbeamshapingbasedonFouriertransform

　　根据(１)式,对焦场作傅里叶逆变换可以得到被

SLM调制后的光场EDOE(包含振幅和相位).这样

操作的结果是需要同时调制入射光的振幅和相位来

得到特定的焦场分布.然而,振幅调制的光能利用

率非常低.因此,如何通过只调制入射光的相位来

得到期望光场是全息光束整形的关键问题.下面本

文将从点光阱和连续光阱两类光阱的产生来介绍计

算全息图的算法.

２．２．１　点光阱

点光阱是光镊技术应用最为广泛的光阱形式之

一,利用点光阱可以对粒子实现三维稳定捕获和沿

任意 轨 迹 移 动 的 操 纵[４１].假 设 衍 射 光 学 元 件

(DOE)的像素面积为d２,像素数为 Mx􀅰My.入

射光被DOE调制后位于像素(mx,my)的复振幅

是Emx
,my
＝Einc􀅰A􀅰exp(iϕmx

,my
),其中:A 是强度

衰减常数;ϕmx
,my

是相位调制因子;Einc是入射光振

幅,Einc≡E０(E０为均匀振幅).根据(２)式,经过傅

里叶透镜后的焦场可表示为

Efocus(x,y,z)＝

expi２πλ０
(２f＋z)é

ë
êê

ù

û
úúexpi

π
λ０z

(x２＋y２)é

ë
êê

ù

û
úú

iλ０f
􀅰

d２∑
Mx

mx＝１
∑
My

my＝１
E０ Aexp{i[ϕmx

,my －Δmx
,my
(x,y,z)]},

(２)
其中,

Δmx
,my
(x,y,z)＝

２π
λ０f

(xmx
,my
x＋

ymx
,myy)＋

πz
λ０f２

(x２
mx
,my ＋y２

mx
,my
), (３)

式中:(xmx
,my
,ymx

,my
)为像素坐标;(x,y,z)为焦场

坐 标.在 这 里,引 入 无 因 次 量 (Dimensionless
Variable)

Vn(x,y,z)＝
１

MxMy
×

∑
Mx

mx＝１
∑
My

my＝１
exp{i[ϕmx

,my －Δn
mx
,my
(x,y,z)]}.(４)

全息光镊算法的目标是使光阱n 或者所有光阱的

强度和最大化,即:使位于(xot,n,yot,n,zot,n)的第n
个光阱的模|Vn(x,y,z)|或者所有光阱模的和

∑|Vn(x,y,z)|最大化.
全息图的常用算法分为直接算法和迭代算法,

其中直接算法包括随机掩模编码法(RM)[４８]、光栅

透镜相位叠加法(S)[４２]和随机叠加(SR)算法[４９]等,
迭代算法包括 GS(GerchbergＧSaxton)算法[５０]和

GAA(GeneralizedAdaptiveAdditive)算法[４２]和加

权GS(GSW)算法[５１]等.图３(a)~(f)分 别 为

GSW、GAA、GS、SR、S和 RM 算法的光场调控结

果,它们的曝光时间一样.可以看到:迭代算法得到

的光场强度要明显高于非迭代算法的结果,说明迭

代算法的光场调制效率要明显高于非迭代算法;

RM算法因调制效率太低,产生的点光阱阵列几乎

无法辨别;S算法额外产生了分布在目标位置(虚线

框)之外的光阱,即幽灵光阱(GhostTraps),降低了

目标光阱的强度和均匀性.

２．２．２　连续光场

对于强度分布连续的光场,如果使用前面介绍

的几种算法进行计算,则计算代价会非常高.如果

使用二维快速傅里叶变换来计算连续光场的全息

图,则可以大大提高计算效率.下面介绍基于快速

傅里叶变换的GS算法(FFTＧGS)[５０]和GAA算法

(FFTＧGAA)[１６].FFTＧGS算法的流程如图４(a)所
示.图中左右两个虚线框分别表示全息面和再现

面,AH,k和AT,k(均为已知)分别表示全息面和再现

面的光场振幅,ϕ 表示相位,k 表示迭代次数.一般

来说,入射光是均匀的平行光,其振幅AH,０是常量.
第一次迭代开始前先假定再现场的初始相位因子

ϕT,０是一个随机分布,计算再现场的逆傅里叶变换

AH,１􀅰exp(iϕH,１),然后开始迭代运算.在第k次

０２０７０２０Ｇ４
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图３ ６种算法的光场调控结果图

Fig敭３ ThetrappatternsobtainedwiththesixcommonCGHalgorithms

图４ 算法流程图.(a)FFTＧGS算法;(b)GAA算法

Fig敭４ Flowchartsofalgorithms敭 a FFTＧGSalgorithm  b GAAalgorithm

迭代中,将计算得到的振幅AH,k替换为AH,０,得到

新的光场复振幅AH,０􀅰exp(iϕH,k).对新光场作傅

里叶变换得到再现场AT,k􀅰exp(iϕT,k),然后进行

收敛判断.如果收敛,则ϕH,k 就是所求的相位分

布,否则令k＝k＋１,并将再现光场的振幅替换为设

定值AT,０,再现场变为AT,０􀅰exp(iϕT,k＋１),继续进

行下一次迭代运算.图４(b)所示为GAA算法的流

程图,与GS算法类似,差别是在每次迭代过程中,
再现光场的振幅用设计值AT,０与计算值AT,k的特

定组合来替代,例如aAT,０＋(１－a)AT,k
[１６].在这

种组合下,a 取０．５时迭代过程的收敛性较好.
图５(b)所示为利用GS算法计算目标光场(图

５(a))得到的理论再现结果.可以看到,经过１５次

迭代后再现结果与理论结果非常接近.一般来说,

GS和GAA迭代算法的收敛次数为十几次.当然,
计算的光场越复杂,收敛速度越慢.图５(c)给出了

使用GS迭代算法时再现光场与目标场的误差随迭

代次数的变化曲线,可以看到开始时GS算法的收

敛速度很快,大约经过２０次迭代后再现光场就几乎

没有变化.

３　全息光镊在生物学研究中的应用

近年来,全息光镊在生物学研究中的应用受到

了越来越多的关注.全息光镊可将多个生物细胞进

行排布和组装,制作特定的生物微结构或者微环境,
帮助人们更深入地了解微环境对细胞生长过程的影

响,实现大通量的单细胞水平上的生物学研究[５２];
全息光镊可以同时操控多个微球作为力学探针进行

多点测力,分析不同位置的力学特性[５３].此外,全
息光镊与显微成像技术的结合对于未来生物学研究

也具有重要意义.本文将从三方面综述全息光镊技

术在生物学研究中的应用进展,包括细胞生物学、单
分子生物学,以及全息光镊与显微成像技术的结合.

３．１　全息光镊在细胞生物学中的应用

光镊在人们了解复杂的细胞过程中扮演着重要

角色.作为一种力工具,光镊可以直接作用在细胞

上使其发生形变,研究细胞在外力刺激下的形态和

行为;利用光镊可以控制细胞的微环境,调节细胞的

０２０７０２０Ｇ５
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图５ 基于GS迭代算法计算光场.(a)目标光场;(b)理论再现光场;
(c)理论再现光场与目标光场的标准误差随迭代次数的变化曲线

Fig敭５ OpticalfieldcalculationbasedontheGSiterativealgorithm敭 a Thetargetopticalfield  b thetheoreticallyreconstructed
opticalfield  c thestandarderrorbetweenthetheoreticallyreconstructedopticalfieldandthetargetopticalfieldagainsttheiterations

生长速率和方向等细胞行为.光镊作为一种非侵入

式的力传感器,可以探测与细胞生物学相关的作用

力,研究细胞间以及细胞与环境间的力学作用.

３．１．１　细胞生长的调节

细胞微环境会影响细胞的生长.利用微流泵可

以对细胞微环境进行干扰和控制,进而影响细胞膜

的伸 展 和 扭 曲 等 力 学 特 性,调 节 细 胞 的 生 长 行

为[５４Ｇ５６].例如,利用全息光镊通过控制一对旋转方

向相反的微球来控制微流的大小和方向,进而改变

两个微球间神经元细胞的生长速度及方向[５６].利

用微粒的光致旋转效应可以旋转微粒,利用由此产

生的旋转微流可以制作微流泵[５７].微粒的光致旋

转包括粒子形状的不对称引起的转动[５８]、自旋角动

量传递导致的粒子自旋[５９]和光学轨道角动量传递

导致的粒子圆周运动[６０]等.
除了微流,分子浓度梯度(MolecularGradient)

在生物组织和细胞极化、胚胎发育期间的细胞分化

等生物过程中也起着重要的调节作用.光镊提供了

一种精确控制细胞周围分子浓度的技术手段,利用

光镊控制微球释放生物分子的方式具有以下优点:
分子的释放范围可以控制在１μm以内,释放时间

可以控制在零点几秒至一小时之间.Kress等[６１]通

过光镊控制微球释放特定的生物化学物质,实现了

细胞极化和迁移方向的控制.进一步,Kress等利

用全息光镊实现了多点同时释放不同的化学物质,
进而实现了片状伪足(Lamellipodia)生长的促进和

抑制.从图６(a１)~(a４)可以看出,随着携带有化

学引诱剂的微球在光镊的控制下移动,人原髓细胞

白血病细胞(HLＧ６０)始终跟随着微球,证明实现了

细胞的可控定向极化和迁移.从图６(b１)~(b３)可
以看出,利用全息光镊将装有化学引诱剂甲酰甲硫

氨酰Ｇ亮氨酰Ｇ苯丙氨酸(fMLP)的两个微球放置在

靠近HLＧ６０细胞的位置,该细胞会在靠近微球的方

向上形成新的片状伪足.随着微球距离的增加,片
状伪足的面积会逐渐增大.从图６(c１)~(c３)可以

看出,两个微球在靠近迁移的 HLＧ６０细胞的层状脂

质体的中心附近释放细胞松弛素D,使得片状伪足

在微球周围的一小部分向内缩回,并逐渐分为两部

分,最后仅剩一个片状伪足.在这里,全息光镊提供

了同时控制多个分子微源的可能.实际上,利用全

息光镊的多粒子操控功能可以模拟大量的分子微源

来研究分析细胞对微环境的反应[２４].此外,利用全

息光镊的动态操纵功能,可以灵活控制微粒的空间

位置;不同的微粒可以携带不同的化学物质,具有很

高的化学灵活性.这种空间和化学物质的灵活性使

得全息光镊非常适合用于细胞生物学和细胞发育生

物学的研究.

３．１．２　细胞拉伸

红细胞主要负责生物组织中呼吸气体的交

换,通过细胞的形变来实现这些气体的运输和输

送[６２].因此,红细胞的形态特性被认为是血液质

量的直接指标.识别红细胞的形态和生物力学特

性对于研究其老化问题和病理诊断等具有重要的

科学和医学意义[６３].红细胞的变形能力会随病理

而改变.利用全息光镊产生多个光阱并同时作用

在血红细胞的多个位置上拉伸细胞,可以使其发

生形 变,如 图７(a)所 示.结 合 数 字 全 息 显 微

(DHM)等技术可以研究红细胞在形变过程中光学

特性的变化[图７(b)],从而进一步分析健康与患

病红细胞的形态特征,例如细胞的直径和厚度[图

７(c)].Miccio等[６４]根据DHM得到的细胞相位信

息发现红细胞可以看作是由某种物质填充的生物

０２０７０２０Ｇ６
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图６ 基于光镊的细胞极化和生长的调节[６１].(a１)~(a４)利用光镊控制携带化学引诱剂的颗粒来控制细胞的定向极化和

迁移:(a１)将装载了fMLP的颗粒移至靠近 HLＧ６０细胞膜;(a２)细胞沿粒子的方向极化并迁移;(a３)(a４)粒子围绕细

胞逆时针移动,细胞改变了极化和迁移的方向.(b１)(b２)(b３)双光阱捕获带有化学引诱剂的双颗粒刺激诱导了片状

伪足的形成和加宽.(c１)(c２)(c３)双光阱捕获带有细胞松弛素D的双颗粒抑制细胞的生长.轮廓虚线表示粒子

　　　　　　　　　　　　　　　周围fMLP的浓度等高线.比例尺为１０μm

Fig敭６Regulatingthecellpolarizationandgrowthusingopticaltweezers ６１ 敭 a１ Ｇ a４ Controllingthepolarizationof
migrationdirectionusingopticaltweezerscarryingchemoattractants  a１ theparticlecarryingfMLPmovedcloseto
HLＧ６０cell  a２ thecellwaspolarizedandmigratedtotheparticle  a３ and a４ thepolarizationandmigration
directionsofthecellwerechangedwhentheparticlewasrotatedanticlockwisearoundthecell敭 b１ Ｇ b３ The
induced formation and enlargement of the lamellipodium by two optically trapped particles carrying
chemoattractants敭 c１ Ｇ c３ Thecellgrowthwassuppressedbytwoopticallytrappedparticlescarryingcytochalasin
D敭Thedashedcontourlinesdenotetheconcentrationcontourinthevicinityaroundtheparticle敭Scalebar １０μm

图７ 全息光镊拉伸红细胞(redbloodcell,RBC)变形并测量其相位分布[６５].
(a)对称变形过程中的光阱配置示意图;(b)宽场图像和DHM重构相位图;(c)RBC直径(沿垂直和水平方向)随时间的变化

Fig敭７Stretchingthered blood cell with holographicopticaltweezersand measuringits phase distribution ６５ 敭

 a Schematicoftheopticaltrapsconfigurationforsymmetricaldeformation  b thewideＧfieldimagesandthe
reconstructedphasemapsbasedonDHM  c thediameteroftheRBCchangesovertimeintheverticaland
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　horizontaldirections

透镜,具有自适应微透镜的光学特性.红细胞的 中央区域呈双凹形状,可以提供负焦距,而边缘则

０２０７０２０Ｇ７
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表现为具有正焦点的环形透镜.这样的生物透镜

很容易通过改变外环境的化学缓冲液来改变其光

学特性,比如诱导细胞肿胀使细胞由凹形变成球

形,即由凹透镜变成凸透镜.

３．２　全息光镊在单分子生物学中的应用

光镊技术已被广泛应用于测量 DNA的持久

长 度 (PersistenceLength)、固 有 弹 性 (Intrinsic
Elasticity)、弹性模量(ElasticModulus)等 力 学 参

数,分析DNA分子的构象(如双链、单链、超螺旋

等)、DNA分子与酶的相互作用等[１０,６６Ｇ６７].早期人

们使用磁镊拉伸DNA[６８].但是,磁镊的作用力比

较小,只有０．０１~１０pN,而且难以实现精准的三

维控制,这些缺点限制了磁镊在单分子生物学研

究中的应用.而光镊的作用距离以及可施加的光

学力的大小与生物分子的特征长度(零点几纳米

至几微米)、相互作用力的大小(１fN~１００pN)几
乎重叠,因此非常适合用于研究生物单分子的生

物物理特性[６９].不过,在许多应用中,生物分子并

不是直接被光镊操控的,而是以黏附在其表面的

微球作为媒介.光镊主要基于图８所示的三种方

式向 微 球 施 加 光 学 力 来 拉 伸 DNA 分 子[７０]:将

DNA分子的两端分别黏附在固定墙壁的表面和被

捕获的微球表面,如图８(a)所示;将DNA分子固

定在两个胶体微球之间,其中一个微球固定在微

管上,另一个被光镊捕获,如图８(b)所示;或者利

用双光阱光镊的方式,如图８(c)所示.通过移动

DNA分子的一端使分子发生形变就可以分析分子

的受力与形变的关系.

图８ 利用光镊测量DNA分子弹性模量的原理[７０].(a)单光阱光镊,

DNA分子的一端固定在一个表面上;(b)单光阱光镊,DNA分子的一端固定在一个微管上;(c)双光阱光镊

Fig敭８PrincipleofmeasuringtheelasticmodulusoftheDNAmoleculeusingopticaltweezers ７０ 敭 a Thegeometrybased
onsingleＧtrapopticaltweezersandtheDNAmoleculeattachedtosomesurface  b thegeometrybasedonsingleＧ
trapopticaltweezersandtheDNA moleculeattachedtoonemicrotube  c thegeometrybasedontwotraps
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　opticaltweezers

　　全息光镊可以灵活控制双光阱的位置,已被成

功应用于DNA力学特性的研究.全息光镊已被证

明能实施较大的作用力(＞６５pN),光阱刚度可达

几百皮牛每微米[７１].Suei等[７２]利用全息光镊研究

了荧光染料对DNA定量分析的影响.图９(a)所示

微球跟踪位置(b、s)和光阱位置[图９(a)中白色圆

圈所标注].图９(b)清楚地显示了左边的微球b
随着右边微球s移动有一个微小的位移量,表明了

它们与DNA链的耦合作用.图９(c)表明微球s
在移动过程中沿y 方向有一定的抖动,但微球b
比较 稳 定.图９(d)、(e)是 利 用 全 息 光 镊 拉 伸

DNA分子得到的力Ｇ伸展曲线,分别是微球未标记

和标记后得到的实验结果.利用力Ｇ伸展曲线可以

进一 步 得 到 DNA 分 子 的 轮 廓 总 长 (Contour
Length)和持久长度等特征长度.Suei等[７２]发现,
给微球修饰不同的荧光染料会得到不同的 DNA
分子特征长度.全息光镊还可以被应用于蛋白质

的力学特性研究[７１],例如利用双光阱研究蛋白分

子的步进行为[７３],以及 利 用 光 致 旋 转 效 应 测 量

DNA分子的扭曲模量[７４Ｇ７５]等.

３．３　全息光镊与显微成像的结合

光学显微成像技术已将成像空间分辨率提高到

了纳米水平,而全息光镊则提供了精确操纵微观粒

子的手段,可独立操控多个微粒和精确控制样品的

取向、姿态.将全息光镊与显微技术结合,可以量化

细胞、分子的结构和动力学特性,对于生物学研究的

发展具有极大的推动作用.目前,研究人员实现了

全息光镊与共聚焦拉曼光谱显微成像[７６]、宽场三维

显微成像[７７Ｇ７８]、超分辨显微成像[７９]、定量相位成

像[８０Ｇ８６]等技术的结合.下面将主要介绍全息光镊结

合超分辨显微、定量相位成像的研究进展.

３．３．１　超分辨显微

目前,大部分的超分辨显微成像技术,包括受激

发射损耗显微(STED)、光激活定位显微(PALM)、
随机光学重建显微(STORM)等都有成像速度较慢

的缺点[８７Ｇ８８].而游离在水溶液中的生物单细胞往往

具有很快的运动速度,因此利用目前的超分辨技术

往往难以直接对这些快速运动的样品进行超分辨成

像.光 镊 具 有 非 接 触 和 低 损 伤 的 特 点,
这使其在大多数情况下都可以直接捕获与操纵生物

０２０７０２０Ｇ８
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图９ 全息光镊拉伸DNA分子[７２].(a)拉伸过程;(b)两个微球在x 方向上的位置变化;
(c)两个微球在y 方向上的位置变化;(d)微球标记前得到的力Ｇ伸展曲线;(e)微球标记后得到的力Ｇ伸展曲线

Fig敭９StretchingtheDNAmoleculewithholographicopticaltweezers ７２ 敭 a Thestretchingprocess  b thechangeof

positionofthetwomicrospheresinthexＧdirection  c thechangeofpositionofthetwomicrospheresintheyＧ
direction  d theforceＧextendcurvebeforethemicrospherewaslabeled  e theforceＧextendcurveafterthe
　　　　　　　　　　　　　　　　　　 microspherewaslabeled

图１０ 全息光镊与超分辨成像技术的结合[７９].(a)利用全息光镊将大肠杆菌细胞沿水平方向捕获;(b)水平方向的超分辨

图像;(c)利用单光镊将大肠杆菌细胞沿竖直方向捕获;(d)竖直方向的超分辨图像;(e)沿(d)中蓝色直线的一维强度分布

Fig敭１０CombinationofholographicopticaltweezersandsuperＧresolutionmicroscopy ７９ 敭 a Horizontalalignmentofthe
EＧcolicellwithholographicopticaltweezers  b thesuperＧresolvedimageofthehorizontallyalignedcell 

 c verticalalignmentoftheEＧcolicellwithholographicopticaltweezers  d thesuperＧresolvedimageofthe
　 　　verticallyalignedcell  e theoneＧdimensionalintensityplotalongthebluelinemarkedinfigure d 

样品.因此,利用光镊将溶液中的细胞、大分子等微

粒固定,可以更好地对其进行成像观察.全息光镊

和超分辨成像技术的结合已被用于对大肠杆菌细胞

的超分辨成像研究.细菌大都是棒状的,利用全息

光镊既可以束缚住细菌,还可以精确控制细菌的取

向,进而研究各种姿态下的细菌行为和结构,分析细

菌对微环境变化的反应以及细菌之间的作用等.

２０１６年,Diekmann等[７９]利用全息光镊控制细菌取

向,结合STORM 技术实现了对不同形态纳米级大

肠杆菌细胞的超分辨成像,如图１０所示.图１０(a)
所示是用两个光阱作用在大肠杆菌的两端,使其保

持水平取向,然后进行超分辨成像,成像结果如图

１０(b)所示.图１０(c)所示是用光镊将细胞垂直放

置,图１０(d)所示是细胞的超分辨图像.需要强调

的是,由于STORM 超分辨图像的重构需要拍摄几

百幅甚至上千幅图片,耗时严重,因此需要消除样品
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在光阱中作布朗运动所造成的影响.除了固定和控

制生物样品取向外,全息光镊还可以同时操控多粒

子并独立控制其取向,因此不仅可以大大提高同时

成像的样品数量,还可以同时对不同取向的细菌进

行超分辨成像,极大地提高了研究效率.此外,结合

全息光镊与超分辨成像技术可以对样品进行长期跟

踪研究.

３．３．２　定量相位成像

折射率是细胞的一个重要参数,细胞内部不同

微器官之间的折射率存在着较为显著的差异,由细

胞内部的折射率分布可以获取细胞的形态信息,解
析细胞内部结构,进而获取细胞的生物化学信息

(如,与分子特性相关的干质量密度),研究分析细胞

的发育、病变等机制[８９Ｇ９１].光学衍射层析(ODT)是
测量物体三维折射率最常用的技术,它通过测量多

角度下的物体相位信息来重建三维折射率分布[９２].
与常用的机械式样品旋转技术相比,非机械式的旋

转技术如微流控[９３]、声镊[９４]、电场旋转[８４]等提供了

无损操控和旋转水溶液中的细胞等生物样品的手

段.这些无损的样品旋转技术已在生物显微成像中

得到了应用,但是控制精度还比较低,系统装置也很

复杂.利用全息光镊控制样品旋转,可以高精度地

控制细胞实现３６０°旋转,并且可以对溶液中的细胞

进行捕获和长时间成像分析.
近年来,全息光镊与 ODT技术的结合开始受

到研究人员的关注.２０１５年,以色列特拉维夫大学

的Habaza等[８５]首次将数字全息和全息光镊技术相

结合,利用全息光镊产生两个光阱来控制酵母菌细

胞实现１８０°旋转,同时利用数字全息重构了不同角

度的细胞相位分布,如图１１(a)~(d)所示,并进一

步利用层析算法重构得到了细胞的三维折射率分

布,如图１１(e)Ｇ(f)所示.根据图中细胞的三维折射

率分布可以识别细胞的内部结构,如图１１(f)中所

标 注 的 液 泡 (Vacuole)与 细 胞 核 (Nucleus).

Memmolo等[９５]结合全息光镊和 ODT证明了健康

红细胞的中心区域呈凹面形状.目前,基于全息光

镊旋转样品的 ODT尚存在样品的横向移动、抖动

和角度控制误差比较大等问题[８６],这些问题的存在

会降低ODT重建像的质量,是将光镊技术应用于

ODT研究中亟需解决的关键技术问题.

图１１ 基于全息光镊旋转酵母菌细胞测量细胞的三维折射率[８５].(a)酵母菌细胞旋转０°的干涉图;(b)酵母菌细胞旋转４５°
的干涉图;(c)酵母菌细胞旋转９０°的干涉图;(d)酵母菌细胞旋转１３５°的干涉图;(e)在z方向中心位置处的xy 平面

切片;(f)利用层析技术重构得到的三维折射率分布;(g)利用光镊控制样品绕x 轴或y 轴转动

Fig敭１１ MeasuringthethreeＧdimensionalrefractiveindexbasedonholographicopticalrotationofyeastcell ８５ 敭 a The
interferencepatternwhentheyeastcellisrotatedtothepositionof０°  b theinterferencepatternwhentheyeast
cellisrotatedtothepositionof４５°  c theinterferencepatternwhentheyeastcellisrotatedtothepositionof９０° 

 d theinterferencepatternwhentheyeastcellisrotatedtothepositionof１３５°  e thexyＧsliceatthecentral

positioninthezＧdirection  c thereconstructedthreeＧdimensionalrefractiveindexwiththephasetomography 
　　　　　　　 g rotatingbiologicalsamplesaroundxＧoryＧaxisusingopticaltweezers
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４　总结与展望

全息光镊并行独立动态操控多粒子和多点测力

的功能使其在生物学研究中具有巨大的应用潜力.
全息图算法是全息光镊的核心,是产生高质量光阱

分布的关键.本文从点光阱和连续光阱两方面介绍

了常用的全息图算法,包括非迭代和迭代算法.非

迭代算法计算速度快,但光阱质量较低,而迭代算法

计算代价高,但其所产生的光阱质量高.随着算法

的改进和GPU加速技术的应用,迭代算法的应用

必然更加广泛.最后本文综述了全息光镊在生物学

研究中的应用进展,包括细胞生物学、单分子生物

学、全息光镊与显微成像技术的结合等.全息光镊

可以实现细胞生长的调节、细胞的拉伸、DNA和蛋

白质单分子力学参数的测量等,与显微成像结合则

可以实现对微观物体力学特性和精细结构的同时测

量.此外,全息光镊与其他交叉领域技术的结合在

生物学研究中也具有一定的应用价值,比如光流控.
光流控是光子学与微流的结合,目标是增强样品的

光学感应[９６Ｇ９８],一般具有生物学、化学和物理等多种

传感功能.利用全息光镊可以对不同大小和折射率

的生物样品进行无损的光学分选[９９Ｇ１００],为下一步的

传感或者成像分析提供合适的样品[１０１].全息光镊

可以精确控制新型光力探针,如纳米棒[１０２]、合成微

型工具[１０３]、淡水硅藻生物探针[１０４]等,这种各向异

性探针比各向同性球形探针更有潜力.
通过外加作用力来分析研究细胞的力学特性是

常用 的 技 术 方 法,比 如 原 子 力 操 控[１０５]、介 电 电

泳[１０６]等.不过,这些技术缺乏灵活性和重复性.
光镊作为一种低损伤的力学探针,具有非常高的力

学稳定性和位移控制精度,已被广泛应用于研究细

胞间的相互作用力.比如利用光镊测量细胞的黏附

力,研究细胞的黏附作用对细胞功能(如迁移、摄粒

内噬等)的影响等[１０７].由于全息光镊可以并行操

控多个光学力探针,因此可以同时测量多个位置的

力学参数.但是在大多数情况下,全息光镊在生物

学研究中的应用只是利用了光镊的捕获、固定和移

动等粒子操纵功能,没有利用光镊的测力功能.全

息光镊具有传统单光镊或双光镊技术无法比拟的多

点测力功能[１０８].利用全息光镊可以实现多个位置

力学特性的同时测量,可以分析几秒之内不同位置

的生物过程的相对差异,实现全局动态生物过程的

快速准确表征[１０９].
但是,目前仍有许多因素限制了全息光镊在测

力方面的应用,如可获得的最大光学力比较小[３４]、
光阱间差异较为明显[５１]和光阱的强度抖动[１１０]等.
激光功率的不足会导致产生大阵列光阱时每个光阱

可实施的光学力过小.光阱间的强度差异主要是由

全息图算法引起的[４０],不同算法得到的光阱质量差

异较大,特别是由直接算法得到的光阱强度差异明

显大于迭代算法得到的.SLM 液晶分子是利用脉

冲信号来控制的,在SLM 工作时会有轻微的抖动,
这会导致光阱的强度发生抖动[３４].SLM 过慢的刷

新频率也是限制全息光镊应用的重要因素.商用

SLM的刷新频率通常只有６０Hz(分辨率为１９２０
pixel×１０８０pixel),因此全息光镊难以实现光阱的

快速产生和控制.结合振镜、电光调制器等光束扫

描器件可以在一定程度上提高全息光镊的操控能

力,实现大通量的粒子捕获与并行操控[１１１].此外,
全息光镊的多点测力研究也面临着一些问题.全息

光镊测力通常利用数字视频显微技术,使用二维探

测器(相机)来跟踪多个粒子的布朗运动.但是,受
限于相机的帧率,数字视频显微技术的跟踪速度一

般只能达到几百赫兹,远小于四象限探测器等位置

探测器可实现的约兆赫兹的跟踪速度[１１２Ｇ１１３].这样

慢的粒子跟踪速度使得光阱刚度的标定准确度比较

低.随着SLM器件性能的提高和全息图算法的进

一步优化,全息光镊的微粒操控和测力精度正在逐

步提高[１１４Ｇ１２０],全息光镊必然会在生物学研究中展

现出巨大的应用潜力.
此外,除了相位调制外,偏振调制为全息光镊提

供了更多的可能性.利用偏振控制可以提高光镊的

捕获效率,实现更小纳米粒子和金属粒子等吸收性

粒子的捕获和操控[１２１Ｇ１２２].利用光阱的偏振特性可

以同时捕获多个双折射粒子并对其进行取向、旋转

等控制[１２３],实现微流泵等微流控制[５８],从而更好地

将其应用于微流控等交叉领域的研究.结合偏振调

制,未来可以实现捕获性能更突出、操控功能更丰富

的全息矢量光镊技术[１２４].
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