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摘要 高精度的单细胞温度分布检测对于研究生命活动具有重要意义。为了实现高空间分辨率、高温度灵敏度的

细胞测温,本研究团队基于原子力显微镜的扫描成像原理,将对温度敏感的量子点与音叉驱动的近场光纤探针相

结合,提出了一种无损伤测量活细胞表面温度分布的方法;并以人脑星形胶质母细胞瘤细胞为研究对象,利用该方

法检测了吞金纳米颗粒的固定细胞和未内吞金纳米颗粒的活细胞的温度分布。结果表明:在无金纳米颗粒作为附

加热源的情况下,由活细胞内部产热引起的细胞表面最大温差超过0.5
 

℃,而细胞与其外部环境间的温差大于

2.5
 

℃。所提活细胞无损测温方法的空间分辨率小于0.2
 

μm,温度分辨率为0.16
 

nm/℃,为活细胞温度分布成像

提供了新思路。
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1 引  言

温度是反映生物自身机能的一项基本物理参

数。细胞作为生命体结构和功能的最基本单元,其
每一次温度变化都表示细胞内部进行着产生或消耗

能量的生命活动。在真核细胞中,线粒体及植物中

的叶绿体负责产生细胞能量[1-3],并释放热量。当细

胞受到外界的强刺激时就会出现应激反应,细胞的

温度就会发生特异性变化[4-5]。此外,与非肿瘤细胞

相比,肿瘤细胞具有更高的新陈代谢,温度普遍较

高,所以温度也是判断肿瘤细胞恶性程度的重要依

据[6]。因此,在微纳米尺度下对单细胞的在体温度

进行检测,对于全面理解生命活动机制具有重要

意义。
现有的细胞测温方法可以分为光学测温与非光

学测温两大类。非光学测温方法通常使用电信号反

馈温度信息。以热电偶为例,其探头由两种不同性

质的导体或半导体相互接触构成闭合回路,因此在

温度变化时可以得到塞贝克电势[7]。热电偶的主要

材料包括硅[8]、钨[9]、铂[9]、钯[10]等,探头尺寸多在

微米级别。使用热电偶进行细胞测温时,需要将热

电偶刺入细胞内部,这一操作会对细胞造成不可逆

转的损伤,影响细胞的正常生理功能,而且常规热电

偶只能单点测温,不具有测量温度分布的功能。扫

描热 场 显 微 镜 (SThM)依 赖 于 原 子 力 显 微 镜

(AFM)的成像模式,弥补了常规热电偶单点测温的

不足,而且SThM将原有硅基探针替换为具有温度

敏感特性的微纳米级别热电偶探针。与常规热电偶

相比,SThM 探针尺寸更小,具有更高的空间分辨

率。此外,SThM探针与样品间距可由分子间作用

力反馈得到,通过压电传感器进行控制,探针能够在

不损坏样品的情况下扫描,实现温度分布成像[11]。
但是这类基于电信号的细胞测温方法在液体环境中

会受到较大的噪声干扰,从而降低了测量精度。因

此,尽管SThM能够实现高空间分辨率的无损温度

成像,但 其 在 生 物 领 域 更 多 地 被 用 于 检 测 蛋 白

质[12]、植物细胞[13]、灭活的动物细胞[14]等,在活细

胞检测方面的应用较少。与电信号测温方法相比,
光学测温方法具有噪声干扰更小的优势。用于细胞

测温的光学方法以荧光测温为主,发光分子通过胞
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吞等过程进入细胞内部,温度变化使其荧光寿命、荧
光光谱等随之改变。常用发光物质包括有机荧光

团[15-17]、金属配合物[18-21]、大分子(聚合物[22]、荧光

蛋白[23]、DNA[24])、量子点[25-26]等。虽然荧光测温

方法不会破坏细胞的基本结构,但发光分子进入细

胞后对细胞生理活动的影响依然无法忽视。例如,
与其他发光分子相比,量子点具有更优越的光稳定

性,但其在细胞内部释放的毒性物质会影响细胞功

能,甚至导致细胞丧失活性。因此,在不影响细胞正

常生理状态的前提下,寻找高精度、高空间分辨率的

测温方法,成为细胞温度研究的重点。
针对以上问题,本研究团队提出了一种基于量子

点近场光纤探针的细胞测温方法。该方法将锥形光

纤探针与具有温度特性的CdSe量子点相结合,得到

了可用于扫描探针显微镜(SPM)的近场光学测温探

针。这一方法能够突破远场光学的衍射极限,实现基

于近场光学技术的高空间分辨率温度分布检测。同

时,CdSe量子点的温度传感特性决定了这一方法的

高温度灵敏度。本文提出的近场光纤测温探针在原

子力反馈的驱动下靠近细胞表面,探针针尖处的量子

点通过与细胞热交换来测量细胞表面的温度信息。
近场光纤测温探针收集包含温度信息的量子点荧光

光谱,对光谱进行解调即可得到细胞温度。采用压电

传感器控制的样品台可以实现探针与细胞表面恒间

距扫描,进而实现无损细胞检测。本研究团队使用该

探针对活体人脑星形胶质母细胞瘤(U87MG)细胞进

行了温度分布测量实验,实现了对活细胞高温度灵

敏度、高空间分辨率的无损温度成像。

2 实验系统与方法

2.1 工作原理

传统的光学显微镜能够探测远场光学信号,探
测物体与被测物体之间的距离通常远大于照明波

长。受衍射极限限制,传统光学显微镜能够实现的

光学分辨率总是大于波长的一半[27]。扫描近场光

学显微镜(SNOM)将纳米探针与样品表面的距离缩

短至纳米尺度,探针与样品表面的隐失场相互作用

产生携带样品亚波长结构信息的传播场,进而被远

场收集。SNOM 探针包括孔径型探针和散射型探

针等。近场光纤探针是一种典型的孔径型探针,它
既可以使激发光从孔径出射后激发样品,又可以收

集近场光信号并将其传输至探测器。实验中,本研

究团队使用孔径型近场光纤探针传输激发光并同时

收集背向散射光。如图1(a)所示,激光器出射的激

光经过空间耦合,进入近场光纤探针尾端,沿光纤传

输至探针尖端出射。之后,包含温度信息的荧光信

号被探针尖端收集并在光纤中传输,经过空间耦合

进入光谱仪,得到荧光光谱。与 AFM 原理相似,

SNOM探针通过针尖与样品表面的作用力控制两

者的间距。孔径型探针粘在石英晶体音叉上,通过

剪切力测控探针与样品的间距。在扫描过程中,探
针随样品表面起伏,与样品发生热交换,但不会损坏

样品。图1(a)插图展示了100倍物镜下,锥形光纤

探针针尖的光学显微图像。

图1 近场光纤探针测温系统。(a)整体系统图,插图为100倍物镜下探针的显微图像;(b)局部示意图
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  为了使近场光纤探针具备测温能力,本研究团

队将CdSe量子点与近场光纤探针相结合。量子点

是被广泛应用于细胞测温的发光分子,当温度升高

时,量子点会发生晶格膨胀,改变电子与晶格的相互

作用,进而改变其荧光光谱。如图1(b)所示,量子

点被涂覆在近场光纤探针针尖表面,并被探针针尖

出射的激光激发,其受激产生的荧光被探针收集,并
传输至光谱仪。随着样品中的热量传导至探针,探
针表面的量子点响应温度的变化,进而荧光光谱发

生变化。因此,可以通过解调荧光光谱得到温度
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信息。

2.2 近场光纤测温探针的制备

近场光纤测温探针由光纤熔融拉锥结合化学自

组装方法制备得到[28]。首先,利用以二氧化碳激光

为热源的激光微电极拉制仪(P-2000/F型)将多模

光纤局部加热至熔融状态,在熔融光纤表面张力以

及光纤纵向拉力的作用下,光纤断开,并在末端形成

锥形探针。为了获得高精度的样品局域温度,量子

点应低密度地均匀分布在探针针尖尖端位置。因

此,选择使用化学自组装方法在锥形探针针尖偶联

量子点。先用食人鱼溶液处理锥形光纤探针,使其

表面携带负电荷;然后使用5%APTMS(3-氨丙基

三甲基硅氧烷,硅烷偶联剂)处理探针,使光纤表面

重新带上一层正电荷。这些正电荷将量子点吸附到

锥形光纤探针针尖表面,从而保证量子点均匀分布;
最后,将探针与音叉结合,得到能够趋近至样品表面

微纳米区域的近场光纤测温探针。

2.3 细胞样品的制备

使用所提方法检测了两类细胞样品———内吞金

纳米颗粒的固定细胞贴片和不含金纳米颗粒的活细

胞贴片。U87MG细胞使用含10%胎牛血清和1%
青霉素-链霉素溶液的DMEM 培养液进行培养,培
养环境为37

 

℃,培养箱是含CO2 体积分数为5%的

恒温培养箱。细胞汇合度达到80%后,进行细胞传

代。实验前,所有实验器材均采用紫外线消毒
 

1
 

h。
将旧培养液吸出,使用磷酸盐缓冲液(PBS)清洗3
次;加入0.25%胰蛋白酶使细胞悬浮,加入培养基使

细胞终止消化;将细胞悬浮液在室温下离心5
 

min,转
速为1000

 

r/min;将上清液吸出,加入新鲜培养基

重悬细胞,并按1∶3比例传代。制备细胞贴片样品

时需要将盖玻片放置在重悬后的细胞液中,使细胞

在盖玻片上贴壁生长。制备活细胞贴片样品时,将
细胞贴片从培养皿中取出,使用PBS冲洗后即可进

行检测。在制备内吞金纳米颗粒的固定细胞贴片

时,使用氯金酸和柠檬酸三钠制备得到金溶胶[29],
离心后得到浓缩金溶液;U87MG细胞传代后,将浓

缩金溶液加入到细胞悬浮液中,金纳米颗粒通过胞

吞作用进入细胞;24
 

h之后,用PBS冲洗掉培养基

和细胞外的金纳米颗粒,然后将细胞浸入体积分数

为4%的多聚甲醛溶液中进行固定。

2.4 实验条件及参数

本文提出的近场光纤测温探针系统是基于

HORIBA公司的AFM-Raman(AFM-HR
 

Evolution)
仪器搭建的。通过显微镜的光学物镜(20×,数值孔

径为0.4),将激光从近场光纤测温探针尾端耦合至

光纤。制备锥形光纤探针的多模光纤的直径为

50
 

μm/125
 

μm,数 值 孔 径 为0.22。由 于 使 用 的

CdSe量子点(Life
 

Technologies公司)的中心波长

为655
 

nm,因此选择波长为532
 

nm的激发光,激光

器的最大出光功率为23
 

mW。在测温过程中,为了

避免激光加热的干扰,使用了透过率为0.01%的衰

减 滤 光 片,此 时 物 镜 耦 合 进 光 纤 的 光 功 率 为

2.3
 

μW。实验中选择了600
 

line/mm的光栅,其对

应的光谱分辨率为0.05
 

nm。在样品扫描成像过程

中,单点光谱的曝光时间设置为0.5
 

s,以获得高信

噪比的荧光光谱。

3 实验结果与讨论

3.1 近场光纤测温探针的温度标定

将本文提出的量子点近场光纤测温探针用作生

物细胞温度传感器时,首先需要确定其温度特性,即
通过温度标定,确定探针的荧光光谱与温度之间的

关系。在本文使用的温度标定系统中,将近场光纤

测温探针与标准热电偶密封在同一空气域中,以保

证探针与热电偶处在同一温度场下,利用水浴加热

的方法控制温度的变化。不同温度下近场光纤测温

探针收集的荧光光谱如图2(a)所示。
室温下,波长为532

 

nm的激光激发出的CdSe
量子点荧光光谱的中心波长在655.1

 

nm处;随着

温度升高,CdSe量子点纳米晶体发生晶格膨胀,改
变了电子与晶格的相互作用,导致荧光光谱发生红

移,荧光峰强度下降[30]。由于近场荧光信号的峰强

除了与样品温度相关外,样品表面的反射率同样会

对其产生影响,因此,本文重点关注量子点的荧光峰

位与温度的关系。为了获得荧光信号的光谱峰位,
需要将原始信号去噪并进行高斯拟合,拟合后的数

据峰值确定为荧光峰值。标定结果如图2(b)所示。
离散点为不同温度下的荧光峰位,将这些离散点用

最小 二 乘 法 进 行 线 性 拟 合,得 到 的 拟 合 曲 线 如

图2(b)中的直线所示,线性拟合方程为λ=656.4408+
0.1626×T,其中λ 为荧光光谱的峰位(nm),T 为

温度(℃),拟合优度为0.9943。在小于70
 

℃的温

度环境下,近场光纤测温探针的荧光峰位与温度保

持着良好的线性关系。线性拟合方程的斜率(即探

针的温度灵敏度)为0.16
 

nm/℃。实验中使用的光

谱分辨率为0.05
 

nm,因此,理论上探针能够检测的

最低温差为0.3
 

℃。

  在以往的报道中,以CdSe量子点的荧光峰位
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图2 近场光纤测温探针采集的温度特性。(a)不同温度下探针采集的荧光光谱;(b)荧光峰位与温度的拟合结果
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表征温度的方法较为常用,但这一方法得到的温度

灵敏度并不相同,如:陈振宜等[31]基于CdSe量子点偶

联羟基磷灰石纳米颗粒进行测量的温度灵敏度为

0.09
 

nm/℃,Li等[32]将CdSe量子点涂覆在电子器件

上进行测量的单量子点的温度灵敏度为0.105
 

nm/℃,

Pugh-Thomas等[33]将CdSe(ZnS)量子点置于SiO2
基质内进行测量的温度灵敏度为0.11

 

nm/℃。实

际上,除了量子点的尺寸、结构等因素外,量子点所

在的基质也会影响其发光特性[34],进而影响测量的

温度灵敏度。细胞是一种复杂的结构体,量子点进

入细胞后会被不同成分、结构的大分子包覆,因此其

所在的生物环境同样会影响其发光特性。将发光分

子作为纳米温度计引入细胞内部,这种细胞温度分

布检测的方法需要考虑上述因素对荧光与温度之间

关系的影响,以还原细胞真实的温度分布。对于本

文提出的基于近场光纤探针的测温方法,量子点被

固定在近场光纤探针表面,在温度成像过程中,当近

场光纤测温探针扫描样品表面时,探针在反馈电路

控制下不会刺破细胞膜,并能保证CdSe量子点作

用在细胞表面,不会与细胞内的分子发生化学反应

并释放Cd2+ 等有毒物质[35],同时避免了不同基质

对量子点荧光温度特性的影响。

3.2 吞金固定细胞的温度检测

单细胞作为一种复杂的生命结构体,其内部温

度分布尚不明确。在确定量子点近场光纤测温探针

的温度灵敏度后,为了证明探针研究温度分布的能

力,在对活细胞进行检测之前,先对内吞金纳米颗粒

的固定细胞进行了温度分布成像。固定后的细胞样

品由于失去了活性,不应存在明显的温度分布。但

预先胞吞了金纳米颗粒的细胞被固定之后,在激光

的作用下,其内部的金颗粒因对激光具有强吸收效

应而成为局部热源,从而在固定细胞内部产生稳定

的梯度温度场。样品扫描范围为30
 

μm×30
 

μm,

AFM的采样点数为300×300,光谱的采样点数为

30×30。图3展示了内吞金纳米颗粒细胞样品的扫

描成像结果。图3(a)为细胞形貌图,左下角插图为

图3 细胞内吞金纳米颗粒并固定后的测温结果。(a)单细胞形貌图,插图为对应的三维结果;(b)细胞样品内部的温差分布

Fig 
 

3 Temperature
 

measurement
 

results
 

after
 

the
 

cells
 

containing
 

gold
 

nanoparticles
 

were
 

immobilized 
 

 a 
 

Single
 

cell
 

topographic
 

map 
 

illustrated
 

with
 

corresponding
 

three-dimensional
 

results 
 

 b 
 

temperature
 

difference
 

distribution
 

  within
 

the
 

cell
 

sample
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对应的三维形貌。图像中较亮的部分为高度更大的

区域。由于金的毒性较小,金纳米颗粒进入细胞内

部后,短时间内不会影响细胞的活性。根据 AFM
的结果,使用多聚甲醛固定之前,细胞依然维持其基

本形态。细胞表面的起伏表征了固定后的细胞膜上

的大分子形态,图像中间更高区域对应细胞核所在

位置。Shukla等[36]使用悬臂梁式 AFM 探针检测

到了相似的细胞特征,与本研究结果相互验证。本

文方法的AFM空间分辨率(<100
 

nm)取决于近场

光纤测温探针针尖的曲率半径。
近场光纤测温探针出射的激光激发细胞内部聚

集的金纳米颗粒,由于等离子体共振效应,金纳米颗

粒吸收光子后会产生一个强吸收峰,并将光能迅速

转化为热能,从而在细胞内部以及细胞与周围环境

之间产生温差,如图3(b)所示。扫描区域与图3(a)
区域相同,图像中每个大小为1

 

μm的像素点对应

该点荧光光谱中的温度信息。溶酶体是参与细胞内

吞物质消化的重要细胞器,在金纳米颗粒进入细胞

的内吞过程中,含有金纳米颗粒的溶酶体更多地聚

集在细胞核周围,在细胞质中分散得较少[36]。因

此,图3(a)所示AFM图像中表征的细胞核区域,对
应在图3(b)所示温度分布图像中表现出了更高的

温度,此时细胞内由于金纳米颗粒分布不均匀而导

致细胞表面的最大温差超过了4
 

℃。细胞以外区域

的盖玻片上不存在金纳米颗粒,与细胞所在区域相

比产生了超过7
 

℃
 

的温差。这一实验结果证明了

本文所提近场光学测温探针用于生物样品的可

行性。

3.3 活细胞温度检测

本研究团队在对具有较大温度梯度的胞吞金纳

米颗粒固定细胞进行温度分布检测之后,进一步研

究了不含金纳米颗粒的活细胞的温度分布。此时,
细胞内不存在外部引入的热源,扫描得到的温度分

布能够反映细胞内的真实温度分布。用PBS清洗

后的细胞贴片表面存在一层水膜,细胞浸润在PBS
中能够保持1~2

 

h的活性。图4(a)展现了10倍物

镜下细胞贴片的光学图像,从该图中可以看出,细胞

表面含有水分,形态圆润,并且单次扫描结束后,细
胞维持形态不变,基本结构未被损坏,可判断此时细

胞未失活。选择红色方框处的单细胞作为近场光纤

测温探针的扫描对象,测得其温度分布如图4(b)所
示。扫描区域大小为20

 

μm×20
 

μm,光谱采样点

数为100×100,温度图像像素为200
 

nm×200
 

nm。
与吞金纳米颗粒的细胞样品结果相似,细胞所在盖

玻片上不存在产热物质,因此温度分布图中右上角

区域温度低于细胞所在区域,两区域间的最大温差

达到了2.5
 

℃。在活细胞区域内,由于不同细胞器

代谢时的活跃程度不同,因此细胞内部存在温差,进
而细胞表面也会存在温差,并可被近场光纤测温探

针检测到。图4(b)中间较亮的位置表明这一区域

内的生命活动释放出了更多的热量,并与周围区域

的温度差超过了0.5
 

℃。

图4 活细胞测温结果。(a)细胞光学图像;(b)20
 

μm×20
 

μm区域内的温度分布

Fig 
 

4 Temperature
 

measurement
 

results
 

of
 

living
 

cells 
 

 a 
 

Optical
 

image
 

of
 

cells 
 

 b 
 

temperature
 

distribution
 

in
 

20
 

μm×20
 

μm
 

area

  事实上,在无外部刺激的情况下,细胞内部由于

正常生命活动带来的温度分布差异的大小一直存在

争议。Baffou等[37]在2014年提出,如果将葡萄糖

作为引起细胞能量波动的主要成分,那么理论上其

消耗带来的最大温差不超过10-5
 

K。2017年,东南

大学的田文娟[38]从该结论进一步分析得出,假设直

径为10
 

μm的细胞内存在n 个线粒体,则其内部产

生的温度差可以达到n×10-2
 

K。多数研究团队使

用不同的方法,通过实验测得的细胞内部温度差异

大于2
 

℃[19,39]。因此,细胞内部真实的温度差异范
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围依旧无法确认。不过,能够达成共识的观点是,作
为细胞代谢控制中心的细胞核,以及作为能量转换

主要场所的线粒体,两者的代谢活动更剧烈,因此在

其附近区域能够产生更高的热量。本文的实验结果

表征了细胞内部温度更高、代谢活动更剧烈的区域,
并在单细胞表面展示出了明显的温度梯度。由于影

响因素众多,使用近场光纤测温探针测得的活细胞

样品内部存在的温度差异,无法明确其是否来源于

单细胞正常的生理活动。但相比热电偶等破坏性的

侵入式测温方法,以及胞吞量子点等影响细胞正常

活动的半侵入式测温方法,本研究团队提出的基于

近场光纤探针的活细胞无损温度测量方法,在细胞

内引入的干扰因素更少,得到的实验结果更贴近细

胞内的真实温度分布,为细胞内部温度分布的研究

提供了重要的测量手段及实验依据。

4 结  论

基于近场光纤测温探针及其系统,本研究团队

提出了一种无损伤的细胞测温方法。固定在锥形光

纤探针尖端的CdSe量子点作为高灵敏度的纳米温

度传感器,在小于70
 

℃的温度范围内,其荧光峰位

偏移对温度的灵敏度为0.16
 

nm/℃。在音叉的驱

动下,探针与样品在纳米尺度下保持恒定间距,并与

样品进行热交换,通过扫描可得到样品的温度分布。
使用该近场光纤测温探针分别对吞金纳米颗粒的

U87MG固定细胞和未吞金纳米颗粒的 U87MG活

细胞进行了检测。对于吞金纳米颗粒的固定细胞样

品,其内部聚集的金纳米颗粒在激光作用下迅速升

温,成为局部热点,从而产生比细胞自身更稳定且温

差更大的温度分布。分散在细胞内部的局域热点产

生的热量通过热传导到达细胞表面,进而被探针检

测到。此时,盖玻片上含细胞区域与无细胞区域之

间的温差大于7
 

℃。由于金纳米颗粒在细胞内的聚

集程度不同,细胞区域表面测得的最大温差大于

4
 

℃。对于未吞金纳米颗粒的活细胞样品,在没有

金纳米颗粒作为外部引入热源的情况下,测得的结

果真实地表征了细胞自身产热并传导至细胞表面后

的温度分布。此时,细胞与其附近盖玻片的温差超

过2.5
 

℃,细胞区域表面的最大温差超过0.5
 

℃。
在扫描前后,活细胞维持了相同的形态,表明该方法

未对细胞造成侵入式损伤。
本文所提温度测量方法结合了量子点荧光的温

度敏感性和液体环境稳定性,以及近场光学显微镜

的非侵入特性,为无损伤的活细胞研究提供了一种

新思路。未来可以通过调整荧光材料和近场光纤探

针的锥尖尺寸,实现更高温度灵敏度和空间分辨率

的细胞温度分布研究。
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Abstract
Objective Temperature

 

reflects
 

vital
 

life
 

characteristics 
 

and
 

high
 

precision
 

measurement
 

for
 

single
 

living
 

cell
 

temperature
 

distribution
 

is
 

critical
 

for
 

studying
 

living
 

activities 
 

Currently 
 

the
 

methods
 

for
 

measuring
 

cell
 

temperature
 

are
 

primarily
 

divided
 

into
 

optical
 

and
 

nonoptical
 

methods 
 

In
 

nonoptical
 

methods 
 

the
 

temperature
 

of
 

the
 

sample
 

is
 

characterized
 

by
 

an
 

electrical
 

signal 
 

As
 

a
 

common
 

nonoptical
 

method 
 

a
 

thermocouple
 

inserts
 

the
 

tip
 

into
 

a
 

cell 
 

causing
 

cell
 

damage 
 

Furthermore 
 

the
 

tip􀆶s
 

large
 

size
 

results
 

in
 

low
 

spatial
 

resolution 
 

Scanning
 

thermal
 

microscopy
 

 SThM  
 

which
 

is
 

based
 

on
 

the
 

principle
 

of
 

atomic
 

force
 

microscopy
 

 AFM  
 

implements
 

a
 

smaller
 

thermocouple
 

probe
 

to
 

achieve
 

nondestructive
 

scanning
 

with
 

high
 

spatial
 

resolution 
 

However 
 

in
 

a
 

liquid
 

environment 
 

the
 

electrical
 

noise
 

generated
 

by
 

the
 

probe
 

of
 

the
 

method
 

prevents
 

development
 

in
 

living
 

cell
 

temperature
 

measurement 
 

Optical
 

temperature
 

methods
 

are
 

mainly
 

based
 

on
 

the
 

traditional
 

far-field
 

optical
 

detection
 

technology 
 

which
 

obtains
 

low
 

spatial
 

resolution 
 

Furthermore 
 

the
 

fluorescence
 

method 
 

as
 

the
 

most
 

common
 

optical
 

temperature
 

measurement
 

method 
 

introduces
 

luminescent
 

molecules
 

into
 

the
 

cell 
 

However 
 

the
 

effect
 

of
 

molecules
 

on
 

the
 

cell
 

cannot
 

be
 

neglected 
 

In
 

this
 

study 
 

to
 

achieve
 

cell
 

temperature
 

measurement
 

of
 

high
 

spatial
 

resolution
 

and
 

high-temperature
 

sensitivity 
 

based
 

on
 

the
 

scanning
 

probe
 

principle
 

of
 

AFM 
 

we
 

propose
 

a
 

nondestructive
 

method
 

for
 

measuring
 

the
 

cellular
 

surface
 

temperature
 

distribution
 

in
 

vivo 

Methods The
 

method
 

proposed
 

in
 

this
 

study
 

for
 

cell
 

temperature
 

measurement
 

is
 

based
 

on
 

near-field
 

optics
 

and
 

the
 

temperature
 

characteristics
 

of
 

quantum
 

dots
 

fluorescence
 

 Fig 1  
 

Near-field
 

optics 
 

in
 

contrast
 

to
 

far-field
 

optics 
 

resolves
 

the
 

diffraction
 

limit
 

and
 

achieves
 

optical
 

resolution
 

of
 

less
 

than
 

half
 

the
 

illumination
 

wavelength 
 

Near-field
 

optical
 

detection
 

is
 

primarily
 

based
 

on
 

the
 

probe 
 

The
 

probe
 

used
 

in
 

this
 

study
 

is
 

an
 

aperture
 

near-field
 

optical
 

fiber
 

probe 
 

Under
 

the
 

feedback
 

control
 

of
 

the
 

tuning
 

fork 
 

the
 

probe
 

approaches
 

the
 

near-field
 

region
 

of
 

the
 

sample 
 

and
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the
 

distance
 

between
 

the
 

probe
 

and
 

the
 

sample
 

is
 

constant
 

to
 

realize
 

nondestructive
 

scanning 
 

Furthermore 
 

to
 

enable
 

temperature
 

measurement 
 

CdSe
 

quantum
 

dots
 

with
 

stable
 

luminescence
 

and
 

temperature
 

characteristics
 

are
 

combined
 

with
 

the
 

near-field
 

optical
 

probe 
 

During
 

the
 

scanning 
 

the
 

laser
 

is
 

transmitted
 

to
 

the
 

tip
 

of
 

the
 

probe
 

through
 

the
 

optical
 

fiber 
 

and
 

the
 

quantum
 

dots
 

on
 

the
 

probe
 

are
 

excited
 

to
 

emit
 

fluorescence 
 

Heat
 

transfers
 

from
 

the
 

sample􀆶s
 

local
 

contact
 

point
 

to
 

the
 

quantum
 

dots
 

on
 

the
 

probe
 

as
 

the
 

probe
 

approaches
 

the
 

sample
 

surface 
 

changing
 

the
 

fluorescence
 

signal 
 

The
 

fluorescence
 

signal
 

is
 

collected
 

by
 

the
 

same
 

near-field
 

optical
 

fiber
 

probe
 

and
 

transmitted
 

to
 

the
 

spectrometer 
 

and
 

the
 

temperature
 

information
 

of
 

the
 

sample
 

is
 

obtained
 

through
 

demodulation 

Results
 

and
 

Discussions The
 

fluorescence
 

peak
 

collected
 

by
 

the
 

near-field
 

optical
 

fiber
 

probe
 

shows
 

a
 

redshift
 

with
 

the
 

increase
 

of
 

the
 

temperature 
 

The
 

slope
 

of
 

the
 

linear
 

fitting
 

equation
 

is
 

obtained
 

after
 

linear
 

fitting
 

of
 

the
 

fluorescence
 

peak
 

position
 

and
 

temperature 
 

indicating
 

that
 

the
 

probe􀆶s
 

temperature
 

sensitivity
 

is
 

0 16
 

nm ℃
 

 Fig 2  
 

The
 

spatial
 

resolution
 

determined
 

by
 

the
 

size
 

of
 

the
 

tip
 

of
 

the
 

probe
 

is
 

<100
 

nm 
 

and
 

the
 

theoretical
 

temperature
 

resolution
 

determined
 

by
 

the
 

spectral
 

resolution
 

is
 

0 3
 

℃ 
 

The
 

temperature
 

distribution
 

of
 

the
 

fixed
 

U87MG
 

cell
 

containing
 

gold
 

nanoparticles
 

is
 

first
 

detected
 

using
 

the
 

near-field
 

fiber
 

probe
 

to
 

confirm
 

the
 

probe􀆶s
 

ability
 

to
 

study
 

the
 

temperature
 

distribution
 

of
 

biological
 

samples 
 

The
 

result
 

shows
 

that
 

because
 

of
 

the
 

heating
 

effecting
 

of
 

laser
 

on
 

the
 

intracellular
 

gold
 

nanoparticles 
 

the
 

temperature
 

difference
 

between
 

the
 

cell
 

and
 

environment
 

is
 

>7
 

℃ 
 

Meanwhile 
 

because
 

of
 

the
 

nonuniform
 

distribution
 

of
 

gold
 

nanoparticles
 

in
 

cells 
 

the
 

maximum
 

temperature
 

difference
 

is
 

>4
 

℃
 

measured
 

on
 

the
 

cell
 

surface
 

 Fig 3  
 

Then 
 

the
 

temperature
 

distribution
 

of
 

living
 

U87MG
 

cells
 

without
 

gold
 

nanoparticles
 

is
 

measured 
 

The
 

maximum
 

temperature
 

difference
 

on
 

the
 

cell
 

surface
 

is
 

>0 5
 

℃ 
 

and
 

the
 

temperature
 

difference
 

between
 

cells
 

and
 

the
 

environment
 

is
 

>2 5
 

℃
 

 Fig 4  
 

At
 

this
 

time 
 

because
 

there
 

is
 

no
 

external
 

heat
 

source
 

introduced
 

into
 

the
 

cell 
 

the
 

temperature
 

difference
 

obtained
 

by
 

the
 

near-field
 

optical
 

fiber
 

probe
 

can
 

reflect
 

the
 

real
 

temperature
 

distribution
 

of
 

the
 

cell 

Conclusions Based
 

on
 

the
 

near-field
 

optical
 

fiber
 

temperature
 

probe 
 

a
 

nondestructive
 

cell
 

temperature
 

measurement
 

method
 

is
 

proposed 
 

The
 

probe
 

has
 

a
 

temperature
 

sensitivity
 

of
 

0 16
 

nm ℃ 
 

To
 

achieve
 

nondestructive
 

scanning 
 

the
 

distance
 

between
 

the
 

probe
 

and
 

the
 

sample
 

surface
 

is
 

maintained
 

constant
 

during
 

scanning
 

via
 

feedback
 

control
 

of
 

the
 

tuning
 

fork 
 

At
 

the
 

same
 

time 
 

the
 

probe
 

measures
 

the
 

sample
 

temperature
 

through
 

the
 

response
 

of
 

fluorescence
 

collected
 

by
 

the
 

probe
 

to
 

the
 

temperature
 

change 
 

Both
 

the
 

fixed
 

U87MG
 

cell
 

with
 

gold
 

nanoparticles
 

and
 

the
 

living
 

U87MG
 

cell
 

without
 

gold
 

nanoparticles
 

are
 

measured
 

using
 

the
 

near-field
 

optical
 

fiber
 

probe 
 

A
 

maximum
 

temperature
 

difference
 

of
 

4
 

℃
 

is
 

measured
 

on
 

the
 

fixed
 

cell
 

surface 
 

and
 

0 5
 

℃
 

is
 

measured
 

on
 

the
 

living
 

cell
 

surface 
 

The
 

cells
 

have
 

the
 

same
 

morphology
 

before
 

and
 

after
 

scanning 
 

indicating
 

that
 

the
 

probe
 

has
 

caused
 

nondestructive
 

damage 
 

The
 

temperature
 

measurement
 

method
 

proposed
 

in
 

this
 

study 
 

when
 

combined
 

with
 

the
 

temperature
 

sensitivity
 

and
 

liquid
 

environment
 

stability
 

of
 

quantum
 

dots
 

fluorescence 
 

as
 

well
 

as
 

the
 

nondestructive
 

property
 

of
 

near-field
 

optical
 

technology 
 

presents
 

a
 

better
 

method
 

for
 

the
 

nondestructive
 

study
 

of
 

living
 

cells 
 

Key
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