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摘要　回音壁模式是光子在一个准二维平面内运动,并不断地在微腔边界发生全反射而不折射出腔的一种光学模

式,具有高的Q 值和小的模式体积,对外部环境的变化极其敏感.利用回音壁模式可以使宽带荧光实现窄光谱的

激光输出.利用掺杂DG(dragongreen)荧光染料的聚苯乙烯微球作为回音壁模式光学微腔,通过细胞的吞噬功

能,使荧光微球到达细胞内部,利用纳秒脉冲激光进行泵浦,实现了细胞内的回音壁模式激光输出.与在纯水环境

中的激光输出相比,细胞内荧光微球回音壁模式的谐振峰发生了红移,且红移量与细胞类型有关,说明可以用回音

壁模式实现细胞种类的无标记识别.
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Abstract　WhisperinggallerymodeisatypeofopticalmodewherephotonsmoveinaquasiＧtwoＧdimensionalplane 
andthetotalreflectionoccursattheboundaryofthemicrocavitywithoutreflectingoutofthecavity敭Thismodehas
ahighQvalueandsmallmodevolume anditisextremelysensitivetochangesinthesurroundingenvironment敭A
broadbandfluorescencecanbetransformedintonarrowＧspectrumlaseroutputbyusingthewhisperinggallerymode敭
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１　引　　言

激光自问世以来就在生物研究方面发挥着重要

作用.与荧光相比,激光的谱线窄,单色性好,能量

高,可以作为光源来激发荧光染料、荧光蛋白质和量

子点等物质,已被广泛应用于生物医学成像和传感.
目前,激光器微型化已成为一种趋势,比如使用环形

谐振腔制作成的光流体生物激光器[１Ｇ４],以及直径在

微米量级的球形结构谐振腔[５],扩大了激光器的应

用领域,为可植入激光器的研究提供了基础.
回音壁模式(WGM)是由于全反射将光束缚在

球形或者环形谐振腔中而形成的一种谐振模式[６].
制作谐振腔的材料的折射率必须要高于周围介质的

折射率.回音壁模式具有超高的Q 值、极小的模式
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体积、超高的能量密度和极窄的线宽等优越特性,得
到了人们的广泛关注.由于回音壁模式微腔的谐振

性能对其本身的材料、大小、形状,以及外部环境的

影响极其敏感,因此可用来检测温度[７]、压力[８]、电
磁场的变化,已被广泛应用于腔光机械力学[９]、腔量

子电动力学[１０]等领域.尤为引人注目的是近年来

利用回音壁谐振腔的生物传感和检测.当光在微腔

表面发生全反射时,会在表面约２００nm的范围内

形成消逝波.任何待分析物质,只要与微腔表面结

合,其有效折射率就会发生变化,这一变化可以通过

波谱的频移来测量[１１].２００２年,Vollmer等[１２]利

用火焰加热单模二氧化硅光纤端部制成了具有高Q
值的微球谐振腔,首次报道了球形微腔光学生物传

感器,并将其用于检测蛋白质分子.当分析物牛血

清白蛋白(BSA)吸附于微球表面时,回音壁模式对

微腔表面折射率的响应会导致谐振波发生位移,据
此可以实现对BSA分子的检测.Arnold等[１３]从单

光子谐振能量的角度在理论上给出了单个蛋白质分

子作用于回音壁模式微球腔表面时导致的频移的计

算公式,证明了一个大分子即可产生可探测的回音

壁模式频移,同时根据公式预测了单蛋白检测的具

体参数,并通过实验估计了单个蛋白质所占的平均

表面积.２００９年,张远宪等[１４]利用石英光纤端面所

形成的回音壁模式实现了对周围混合溶液浓度的检

测,他们同样利用的是分子影响光纤表面进而导致

回音壁激光辐射发生漂移的特性.
目前,回音壁模式用于生物传感时大多采用无

源形式,需要复杂的解调系统,从而限制了它在生物

医学领域的广泛应用.有源谐振腔包含增益介质,
允许远程激发,并能收集回音壁模式激光信号,而且

具有体积小、品质因子高的特点,非常适合植入细胞

或组织内.对于细胞内有源形式的微球形谐振腔,
增益介质可以在球体内、胞质内,也可以只在球胞质

界面处,这些微腔可以以任何方式形成回音壁模式.

２０１５年,美国哈佛大学的光物理学家Yun等[１５],利
用一个细胞内的油滴构成的回音壁微腔实现了激光

输出.同年７月,Schubert等[１６]用内染绿色荧光染

料的聚苯乙烯二乙烯基苯(PSＧDVB)微球实现了对

多种细胞的标记与追踪.利用PSＧDVB微球的回

音壁模式,绿色荧光染料在泵浦光的作用下,可以使

光子长时间局域在很小的空间内,从而相干叠加形

成谐振模式,增强光与染料的相互作用,实现染料的

激光输出,通过测量谐振谱线的TE模和TM 模的

距离就可以实现对细胞的标记.２０１８年,美国密歇

根大学的研究人员用硫化镉纳米线实现了对细胞内

环境变化的检测,检测灵敏度为５５nm/RIU(RIU
为折射率单元).硫化镉纳米线被细胞内吞后可作

为一个探针,在激光泵浦下,就可在纳米线壁上形成

回音壁模式,实现激光输出[１７].同年１１月,英国圣

安德鲁斯大学的Gather课题组报道了一种利用细

胞内集成的半导体纳米盘实现对细胞追踪的方

法[１８].半导体纳米盘同样可以形成回音壁模式,具
有阈值低、体积小、光谱稳定性高的优点.回音壁模

式微腔可以实现精确检测,为研究细胞迁移和癌症

侵袭提供了一个强有力的工具.
本文探究了一种聚苯乙烯荧光微球,该微球被

细胞内吞后,通过激发微球回音壁模式可以实现细

胞内的激光输出,利用这种细胞激光器可以检测不

同种类的细胞.实验结果表明,荧光微球形成的回

音壁谐振峰可在不同的细胞内发生不同程度的红

移,可以用来识别细胞.DG(dragongreen)微球中

心峰发生红移的原因可以用腔谐振条件来解释.对

于一个球形腔,如果腔直径远远大于入射光的波长,
那么该球形腔满足的谐振条件为[１９]

λr ＝
２πrneff

l
, (１)

式中:λr 为谐振波长;r为腔半径;neff为谐振腔周围

介质的有效折射率;l为角量子数,是一个整数.这

个公式表明,回音壁模式谐振波长与有效折射率成

线性关系,当谐振腔周围的介质发生改变时,光场在

腔径向上模式的分布就会发生变化,不同的细胞有

不同的内环境,因此会有不同的谐振波长,据此可以

鉴别不同种类的细胞.

２　实　　验

２．１　回音壁模式理论

当微球尺寸远大于入射光波长时,可以利用经

典的电磁理论结合微球腔边界条件得到回音壁模式

场分布[２０],通过化简麦克斯韦方程,就可以得到标

量形式的亥姆霍兹方程,即
Ñ２ψ＋n２k２ψ＝０, (２)

式中:ψ 为待求函数;k 为波数,k＝ω/c,c为真空中

的光速,ω 为角频率;n 为微腔的折射率.在规则微

球腔的边界条件下,分离变量可以得到球腔的解

为[２１]

ψ＝Zl(nkr)Ylm(θ)exp(－ilφ), (３)
式中:Zl(nkr)为贝塞尔函数;Ylm(θ)为球谐函数;l
描述了光场在赤道面上的波节数目,l越大,沿圆
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周分布的极值点越多,可以通过l＝２πR/λ近似得

到;m∈{－l,－l＋１,,l－１,l}表示方位角模式

数,描述了光场在微球腔内沿经线分布的波节数

目,m 越小,模式分布越趋于微腔两极,当 m＝l
时,表示光在微球赤道面上传播,此时的耦合效率

最高.根据光场在腔内的径向分布,本文引入一

个参数q 来表征微腔径向模式数,描述光场在腔

内沿径向分布的波节数目,q 越大,径向的峰值越

多,模式 体 积 越 大,当q＝１,m＝l 时 的 模 式 为

基模.

２．２　实验装置

实验用激光器为４７３nm脉冲激光器,脉宽为

２．５ns,重复频率为１００Hz.激光通过４０×物镜聚焦

到样品上,随后再通过第二个６０×物镜对样品的荧

光进行收集,并将荧光传输到光谱仪上.实验装置示

意图如图１所示,其中:greyfilter为连续衰减片,在
实验中衰减激光功率,以避免对细胞造成损伤;

longpassfilter为长通滤波片,目的是将泵浦光过滤

掉,只允许样品信号光通过;webcam为CCD相机,用
来对样品成像,可以更精确地控制激光的聚焦位置.

图１ 实验装置示意图

Fig敭１ Schematicofmeasurementsetup

图２ 单个DG微球在水中的回音壁模式激光输出.(a)不同泵浦能量下的回音壁模式谐振峰;
(b)激光输出强度随泵浦功率的变化曲线,激发阈值为２．６３nJ

Fig敭２ WGMlaseroutputofsingleDGmicrosphereinwater敭 a WGMresonancepeakatdifferentpumppowers 

 b curveoflaseroutputintensitywithpumppower thelasingthresholdis２敭６３nJ

　　实验所用荧光微球是掺杂DG荧光染料的聚苯

乙烯微球,直径为１５μm,其吸收波长为４８０nm,辐
射波长为５２０nm.根据Q 值计算公式Q＝λ/Δλ可

以计算得到Q 值约为８００,其中λ 为中心波长,Δλ
为谐振峰的线宽.

３　实验结果

３．１　回音壁模式微球在水环境中的激光输出

将DG荧光微球分散在纯水溶液中,利用图１
所示的装置进行实验.要想使DG微球在水中实现

激光输出,必须满足两个条件:１)荧光染料必须处于

激发态;２)光子在腔内经过全反射循环数次后的增

益必须大于损耗.此外,谐振腔的折射率必须大于

周围介质的折射率,这样才可以使光子束缚在腔内

而不泄漏到外面或被腔吸收.如图２(a)所示,在低

于激发阈值时,只能观察到DG荧光调制信号,随着

能量增大,当达到激发阈值时,在５２０~５５０nm范

围内,满足谐振条件的宽带荧光谱形成了一系列窄

带谐振峰,而且能量越大,谐振峰越明显.图２(b)
为单个DG微球的激光输出与激发能量的关系,可
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以看到,能量高于激发阈值时,处于激发态的光子数

目急剧增多,这是回音壁模式谐振的结果.

３．２　回音壁模式微球在单细胞中的激光输出

上述实验表明DG微球可以在水环境中输出回

音壁模式激光,且激发阈值很低.因为微球回音壁

模式对外部环境的变化特别敏感,因此本文进一步

探索其用于细胞探测的可能性.首先,研究细胞内

吞微球的过程.将DG微球和癌细胞共同培养,细
胞具有吞噬功能,可以将DG微球内吞到胞内.图

３(a)~(h)显示了乳腺癌T４７D细胞内吞DG微球

的过程,分别拍摄了８个不同时刻的细胞形貌,圆形

部分为DG微球.可以很明显地看到微球逐渐被细

胞内吞,在２．３h时,微球完全进入细胞内部.之

后,DG微球随着细胞的生长分裂到达子细胞中,几
乎不影响细胞的生长状态.本实验还对细胞进行了

固定,并用碘化丙啶(Propidiumiodide,PI)对细胞

核进行染色操作,如图３(i)~(l)所示,标记１部分

为细胞核,标记２部分为微球.可以看到细胞核仍

然保持完整,这也说明了微球不影响细胞分裂的整

个过程.

图３T４７D细胞吞噬DG微球的过程图.(a)~(h)分别为８个不同时刻的细胞荧光共聚焦图像;(i)~(l)为吞有DG微球

的已固定的T４７D细胞荧光共聚焦图像,细胞核已被PI染色,标记１部分为细胞核,标记２部分为微球;(i)细胞的明

场图像;(j)细胞核的荧光图像(PI染色,吸收波长为５３５nm,辐射波长为６１５nm);(k)DG微球的荧光图像(吸收波长

　　　　　　　　　　　　　　为４８０nm,辐射波长为５２０nm);(l)荧光明场叠加图像

Fig敭３DiagramsofphagocytosisofDGmicrospheresbyT４７Dcells敭 a ＧＧ h Showingthecellfluorescenceconfocalimages
ateightdifferentmoments respectively  i ＧＧ l representfluorescenceconfocalimagesoffixedT４７Dcells
containingDGmicrospheres thenucleusisstainedbyPI andthemarker１partisthenucleus whilethemarker２

partisthemicrosphere  i lightfieldimageofcell  j fluorescenceimageofnuclear PIstaining absorption
wavelengthis５３５nmandradiationwavelengthis６１５nm   k fluorescenceimageofDGmicrosphere absorption
wavelengthis４８０nmandradiationwavelengthis５２０nm   l fluorescentfieldsuperimposedimage

　　为了确定DG微球确实被细胞内吞,而不是置

于细胞外部,采用CellMaskTM DeepRed(CMDR)
染色试剂对细胞膜进行染色操作,然后用共聚焦显

微镜进行三维扫描观察.图４(a)所示是DG微球

被细胞吞噬后的三维成像图,标记１部分是被染成

蓝色的细胞膜,标记２部分是显示为红色的DG微

球.为了更清楚地看到微球在细胞内的位置,图４
(b)展示了图４(a)中的一个横截面,可以明显地看

到被染成蓝色的细胞膜(标记１部分)以及包裹的红

色的DG微球(标记２部分),从而证明了DG微球

确实被细胞内吞,而不是贴在细胞表面.
将吞有DG微球的细胞置于图１所示的光路中

进行检测,将光束焦点移到DG微球上,衰减激光能

量到细胞损伤阈值以下,在４７３nm脉冲激光的泵

浦下,检测到的激光光谱如图５(a)所示,DG微球在

细胞内依然可以产生典型的回音壁模式谐振峰.图
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５(b)为激光输出与泵浦能量的关系,出光阈值为

６．０３nJ.由于内外环境折射率差较小,故而胞内物

质对激光的吸收增强,导致损耗增多,因此出光阈值

与在纯水中相比增大.

图４ T４７D细胞内吞DG微球后的共聚焦成像.(a)两个细胞的三维重建图;
(b)细胞的截面图,验证了微球确实存在于细胞内部

Fig敭４ ConfocalimagingofT４７DcellsafterendocytosisofDGmicrosphere敭 a ThreeＧdimensionalreconstruction
oftwocells  b acrosssectionofcellshowsthatthemicrospheresdoexistinsidethecell

图５ 单个细胞内DG微球的激光输出.(a)在细胞中达到阈值输出时的典型的回音壁模式光谱图;
(b)激光输出强度与泵浦能量的关系

Fig敭５ LaseroutputofDGmicrosphereswithinasinglecell敭 a TypicalWGMspectrumreaching
thresholdoutputincell  b relationshipbetweenlaseroutputintensityandpumpenergy

　　在此基础上,将DG微球分别植入不同种类的

细胞中,并研究了不同细胞内DG微球的激光输出.
本实验一共测试了三种细胞,均为人类乳腺癌细胞

系,它们分别为T４７D、MCF７和SKBR３.这三种细

胞分别代表三种不同类型的乳腺肿瘤细胞,其中:

T４７D是侵入性人乳腺导管癌细胞;MCF７乳腺癌

细胞保留了多个分化乳腺上皮的特性,雌激素受体

为阳性;SKBR３乳腺癌细胞过度表达 Her２受体.
三种细胞分别与DG微球共同培养,并使微球被三

种细胞内吞,然后用４７３nm激光泵浦细胞内的微

球,每种细胞测量了３个含有微球的细胞,记录激光

输出.测出的DG微球在三种细胞中的光谱图如图

６所示,可以看出同种类型的三个细胞的光谱位置

非常一致,取三个光谱的平均值代表此类细胞的激

光发射.为了方便分析,只选择了每组峰中的中心

谐振峰进行了比较,如图６(d)所示.可以看到,由
于每种细胞内的环境不同,因此激发后的DG微球

回音壁模式中心谐振峰在不同类型细胞中的位置是

不同的:SKBR３细胞的中心发射峰位于５３６．２９nm,

T４７D细胞的中心发射峰位于５３８．６０nm,MCF７细

胞的中心发射峰位于５４０．６５nm,且相比于在水中

的发射峰位置,均发生了红移.因此,DG微球回音

壁模式可以用来识别细胞种类.

４　结　　论

本文利用DG荧光微球本身所拥有的回音壁模

式对不同种类的细胞进行了检测.在过去的十几年

中,回音壁模式光学微腔被用于生物分子上的检测

已有许多报道,但大多采用的是“无源”模式,不适用

于细胞内检测.“有源”模式因为具有增益介质,不
仅省掉了额外的耦合器件,还提高了灵敏度.DG
荧光染料具有很宽的荧光发射谱带,且荧光强度小,
直接用来检测物质时很难观察到谱带的移动,灵敏

度极低,但在４７３nm激光的激发下,再通过聚苯乙

烯微球腔的循环振荡就可以实现激光信号的输出.
微球腔具有较小的模式体积以及稳定的谐振特性,
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图６ DG微球在不同细胞内产生的回音壁模式谐振波长.(a)DG微球在SKBR３细胞中;(b)DG微球在T４７D细胞中;(c)DG
微球在 MCF７细胞中;(d)DG微球在不同细胞中的回音壁模式的中心谐振峰,插图为DG微球在不同细胞中的荧光明场图像

Fig敭６ WGMresonantwavelengthofasingleDGmicrospheresindifferentcells敭 a DGmicrospheresinSKBR３cells  b 
DGmicrospheresinT４７Dcells  c DGmicrospheresinMCF７cells  d centralresonancepeakofWGMofDG
microsphereindifferentcells andtheillustrationsarefluorescentfieldimagesofDGmicrosphereindifferentcells

在赤道面上可形成回音壁模式,实现的输出激光谐

振峰的半峰全宽窄,能量高,对于腔外环境的变化极

为敏感,可以实现对待测物质的高灵敏度检测.本

实验中的DG微球无毒性,被细胞内吞后不影响细

胞的生理状态,最终实现了不同细胞环境中回音壁

模式发射峰位置不同的结果.目前所使用的微球回

音壁模式谐振峰数目较多,体积较大,Q 值较低,因
此高Q 值、小体积、低阈值、高检测灵敏度的谐振腔

是未来追求的目标.
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