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微球透镜超分辨成像研究进展与发展前景
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摘要　受衍射极限的限制,传统光学显微镜的分辨率只能达到入射光波长的一半.超分辨显微镜已有很多,但制

作工艺复杂,适用样品有限,对成像条件要求苛刻,因此应用受到很多限制.研究表明,将直径为几微米至几十微

米的透明电介质微球置于样品表面,能显著提高传统光学显微镜的分辨能力,在白光下即可实现超分辨成像,与其

他类型显微镜结合使用时也能保持超分辨能力.这种新型透镜为纳米结构和生物样本的实时超分辨成像提供了

一种简单、直接的方式.结合本课题组研究结果,介绍并总结了国内外微球透镜的研究进展.
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１　引　　言
光学显微成像在许多领域有十分重要的作用.传统光学显微镜无法突破衍射极限的限制,当光源为可

见光时,显微镜的分辨率约为２００nm,实际上,传统光学显微镜已经很难分辨３００nm的物体.存在衍射极

限的原因在于远场中隐失波的损失.隐失波中带有表示物体精细结构信息的高空间频率谐波,谐波强度随

距离的增加呈指数衰减,因此只在近场中存在.
研究人员为使显微镜的分辨率可突破衍射极限,一直努力对显微镜进行优化.用负折射率的超材料制

成的超透镜能达到很高的分辨率,但由于光衰减程度非常高,而且不能在白光下工作,因此没有用于生物成
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像.扫描电子显微镜(SEM)、透射电子显微镜(TEM)和扫描近场光学显微镜(SNOM)的分辨率也非常高,
但SEM和TEM要求成像样品在真空内,因此不适用于观察活体生物样本,SNOM 通过与样品表面十分接

近(约几纳米)的光纤探针对样品逐点扫描而获得图像,即将激光耦合进探针,以近场的方式照射样品.

SNOM成像所需时间较长,因此不能实现生物组织的实时观测.荧光显微镜常用于生物成像,荧光显微成

像技术是通过探测被一定频率的光激发时样品发出的荧光而实现的.该方法面临的主要问题是光漂白,即
在光的照射下荧光物质的荧光强度随时间推移而逐渐减弱,因此光照射时间只能限制在几十秒内;而且荧光

显微成像要求用荧光分子标记目的蛋白,对蛋白本身是一种伤害,并且一次只能对一种蛋白成像.共聚焦显

微镜和固体浸没透镜也可以提高成像质量与分辨率,但两者都是传统显微镜,未能突破衍射极限,分辨率有

时不能达到要求.

２０１１年,Wang等[１]报道了微球透镜技术,将透明电介质微球置于物体表面,结合传统光学显微镜,可以

在白光下得到５０nm的分辨率.研究人员认为,微球能够耦合近场信息并将其放大,传输到远场后被物镜

接收.这种简单有效的技术为实时超分辨成像提供了一种新的可能.本文结合本课题组的成像结果介绍了

微球透镜的三种类型,归纳总结了影响微球透镜成像的因素以及分辨率评估方式,介绍了微球透镜的应用与

发展前景.

２　微球透镜的三种类型
按照微球在介质中的浸没方式,可将微球透镜分为无浸液、微球半浸没、完全浸没三种类型.

２０１１年,Wang等[１]将直径为４．７４μm的二氧化硅玻璃微球(折射率n＝１．４６)置于样品表面,用放大倍

数为８０×,数值孔径NA＝０．９的传统显微镜物镜对其成像,在白光照明条件下获得５０nm的分辨率以及８
倍的放大倍数,成像装置如图１所示.微球透镜所成的像为虚像,像在样品表面之下,透镜在反射和透射模

式下都可实现高分辨成像.图２所示为 Wang等的成像结果,对比了微球透镜成像(ON)结果和SEM 成像

结果,图２(a)~(d)所示为透射模式下成像,图２(e)~(h)所示为反射模式下成像.

图１ 成像装置

Fig敭１ Experimentalimagingconfiguration

Wang等[１]对微球透镜成像做了进一步分析,认为微球的光子纳米喷射效应是微球透镜超分辨能力的

来源[２].光子纳米喷射效应反映微球的聚焦特性,当平面波入射时,微球的背光表面附近会产生一个小于衍

射极限的聚焦光斑,且在这个被聚焦的区域内,光场得到极大增强,在焦点附近约几倍波长的距离处光斑尺

度都小于衍射极限.文中用 Mie理论进行了数值模拟,得到光强分布图.Wang等[１]进一步提出,只有满足

一定条件的微球才具有光子纳米喷射效应,只有这些微球才具有高分辨能力,如图３所示.图３(b)中纵轴

分辨能力的定义为(聚焦光斑直径－衍射极限)/微球半径,只有该值小于零才具有超分辨能力.横轴尺度参

数q的定义为２πa/λ,a 表示微球半径.由此 Wang等[１]得出,折射率大于１．８的微球不适合成像,只有尺度

较小的微球才能用于高分辨成像.例如,对n＝１．４６的微球而言,当q＜７０时才可以实现超分辨成像,即入

射光的波长为４００nm时微球的直径需要小于９μm才可以实现高分辨成像.

Hao等[３]发现微球半浸没后比微球处于空气中时得到的图像更清晰、对比度更高、分辨能力更强,而且
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图２ ４种样品的成像结果.(a)~(d)透射模式;(e)~(h)反射模式

Fig敭２ Imagingresultsoffoursamples敭 a Ｇ d Transmissionmode  e Ｇ h reflectionmode

图３ (a)微球的光子纳米喷射效应;(b)分辨能力和微球尺寸的关系(插图描述了n＝１．４６的情况)

Fig敭３  a Photonicnanojet  b superＧresolutionstrength theinsetspeciallyshowsthesituationwhenn＝１敭４６ 

即使形状有缺陷的微球成像效果也很好,这种方法的缺点是放大倍数有所减小,且液面的蒸发会影响成像.
微球完全浸没时则不具有超分辨能力.用直径为３μm的二氧化硅玻璃微球对蓝光碟成像,无浸液时微球

的放大倍数约为２．７,半浸没在酒精中时,放大倍数随浸液深度的变化而变化,在某一深度下测得放大倍数约

为２.后续实验发现,半浸没的微球对尺度的要求降低,可以用较大尺寸(直径为十几微米)的微球得到类似

的结果.为尽量消除液面蒸发的影响,可以对微球进行处理使其具有亲水性,也可以使用不易蒸发的浸液,
如显微镜镜头油.成像实验发现对微球作亲水性处理后,随着浸没液体的增多,放大倍数减小.实验还发现

微球透镜成像也可以反映物体内部物理性质的改变,而不仅是表面的起伏特征.由于微球透镜成像属于宽

场光学成像,因此与样品表面起伏特征相比,样品的光学性质,如反射和透射系数,对成像的影响更大,这对

于研究表面形貌改变不大但内部性质有改变的样品十分重要.例如,对于蓝光碟,光刻过程会改变碟片表面

的反射率,但其表面条纹并不会改变,对于记录数据前后的蓝光碟,SEM 无法观察到差别,而微球透镜可以

观测到记录数据后蓝光碟上的数据点[４].

Darafsheh等[５]证明高折射率微球完全浸没时也具有超分辨能力.他们将折射率为１．９和２．１的钛酸

钡玻璃(BTG)微球完全浸没在异丙醇(折射率为１．３７)中,得到了超分辨图像,微球直径在２~２２０μm之间

时,对金纳米颗粒二聚体(NPD)成像,放大倍数在２．５~４．５之间变化.
完全浸没的微球成像对微球的大小没有太多限制,可以使用大的微球辅助成像,BTG微球在直径为

１００μm时仍保持了超分辨能力.大尺寸微球的好处是单次的成像范围大[５].Darafsheh等[６]认为微球能提

高分辨率的原因在于系统有效数值孔径的增大,原因在于:１)介质中光波长减小;２)物镜接受光锥增大,任
何直径的微球都可以做到这一点.对于空气中微球和物镜的组合系统,几何光学计算得到的数值孔径

NAs＝nsinθ/(２－n),n 为微球的折射率,这种情况下可以得到的最大数值孔径为n.而对微米量级的微球

而言,分辨能力会因为光子纳米喷射效应而进一步增强.由于接受光锥的增大,微球透镜对物镜数值孔径的

依赖度降低,因此小数值孔径的物镜也能用于高分辨成像,这对于长工作距离的情况十分有利[７].微球透镜

可在有水的环境下成像,这一特点在生物成像方面更具应用价值,而且可消除半浸没条件下出现的一些问题
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(如液体的挥发使浸没的深度发生变化,导致分辨能力和放大倍数变化),因此完全浸没的微球在实际应用中

更具优势[５].
本课题组也进行了完全浸没的微球辅助成像研究,成像样品为光栅.光栅基底材料为玻璃,表面镀厚度

为３０nm的铬.使用离子束刻蚀掉一部分铬形成精细光栅.光栅分上下两区域.上部区域刻蚀掉的部分

宽度为３１０nm,存留的铬层宽度为１４０nm,下部区域刻蚀掉的部分宽度为１９０nm,铬层宽度为１２０nm.图

４(a)所示为光栅的SEM图像.对条纹宽度为１２０nm、间距为１９０nm的区域成像,选用物镜数值孔径为

０．８５,用折射率为１．９、直径为１６μm的BTG微球辅助成像,完全浸没在浸油中(折射率为１．５２).仅用该物

镜无法分辨出光栅条纹,使用微球辅助成像后则可以分辨,并可得到超分辨图像,如图４(b)所示,图像放大

倍数为２．３.

图４ (a)光栅SEM图像;(b)光栅微球透镜成像

Fig敭４  a SEMimageofgratings  b microspherenanoscopicimageofgratings

３　影响微球透镜成像的因素
对于微球透镜成像而言,微球及浸液的折射率、微球的直径、成像面的位置(指成像面在样品表面下与表

面的距离)、入射光波长以及样品本身都会影响成像结果,成像的放大倍数、分辨率等也会随着这些参数的改

变而有所不同,研究人员通过研究这些成像条件,希望获得最佳成像效果.

３．１　折射率

研究微球折射率和浸液折射率之比,即相对折射率对成像的影响.对半浸没微球透镜的研究表明,微球

折射率不变时,浸液折射率越大,图像放大倍数越小,且当浸液折射率大于微球折射率时,微球透镜仍具有超

分辨能力[４].无浸液的微球与完全浸没的微球相对折射率相差较小时,完全浸没的微球成像效果更好、放大

倍数更大[８].
Lee等[９]将直径为１００μm的BTG微球(n＝１．９)分别浸入水(n＝１．３３)、质量分数为４０％的蔗糖溶液

(n＝１．３９９)与镜头浸油(n＝１．５１８)中,对蓝光碟成像,改变成像面位置获得最清晰的图像.蓝光碟的条纹宽

度为１８０nm,条纹间距为１２０nm.实验中由于微球直径较大,物镜的工作距离不能太小(至少不能小于微

球直径),选择５０×、NA＝０．７５的物镜.三种情况下进行成像,蓝光碟条纹均可分辨,但浸没介质为浸油时

条纹比例失真,成像情况如表１所示.
表１　不同浸液中的成像情况

Table１　Imagingindifferentmedia

Medium
Refractive
index

Relative
refractiveindex

Magnification
Onepitch
size/nm

Groove
size/nm

Focalimage

position/μm
Focalimage
range/μm

Water １．３３０ １．４２９ ３．３~３．８ １０００ ６００/４００ １００ ７０~１５０
Sugarsolution １．３９９ １．３５７ ２．５~３．０ ８５０ ５００/３５０ ６２ ４２~８７
Immersionoil １．５１８ １．２５２ ２．０~２．５ ７００ ４５０/２５０ ２５ １５~４５

　　如表１所示,相对折射率越大,像放大倍数越大,最佳成像面位置越深.最佳成像面的位置是指图像最

清晰时像面在样品表面下距表面的距离.成像面范围表示像面在此范围内均能获得清晰的超分辨图像.实

验表明,在成像范围内,随着像面加深,像放大倍数增大[９Ｇ１１].
为分析成像机制,Lee等[９]在坡印廷矢量场中用 Mie理论进行模拟,研究光子纳米喷射效应.结果表
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明,相对折射率越大,最大光强越大,光强最大处也越接近微球表面.文中认为这个位置与微球的分辨能力

密切相关,位置越接近表面,微球分辨能力越强.

Yang等[１２]用有限元方法(FEM)进行数值模拟,研究光子纳米喷射效应中相对折射率对最大聚焦光强

和焦点位置的影响,所用微球直径为６０μm,入射光波长为６８０nm.定义光强最大处为焦点,焦点处光场分

布的半峰全宽(FWHM)为光斑直径.研究结果表明,相对折射率在一定范围内增大时,最大光强明显增大,
焦点的位置也更接近微球表面,当相对折射率为１．６时,焦点在微球表面出现,此时光强最大,而当相对折射

率大于１．６时,光强会减小,焦点处光斑会增大.实验表明相对折射率在１．４~１．７５之间时成像效果最佳[８].

３．２　微球直径

曹玲玲等[１３]使用直径为１．９７、３．３５、４．８７、７．２７μm的二氧化硅微球进行成像实验,微球半浸没在酒精

中,样品是由直径２８０nm的聚苯乙烯小球制备的二维六角密排的胶体晶体.随着微球直径的增大,放大倍

数变化不大,分别为１．７２、１．６５、１．６５、１．６３.

Darafsheh等[５]将BTG微球(n＝１．９)浸入异丙醇(n＝１．３７)中,对NPD成像,实验研究了直径对放大倍

数与视场的影响,视场指样品表面可分辨出条纹的圆形区域的直径,实验结果如图５所示.

图５ (a)放大倍数和 (b)视场与微球尺寸的关系(插图是一个直径为９μm的微球的视场)

Fig敭５  a Magnificationand b fieldofviewversusspherediameter

 theinsetillustratesfieldofviewforaspherewithD＝９μm 

视场随微球直径几乎呈线性增加,当直径大于２００μm时视场大于３０μm.微球直径为２~６μm时,直
径越大,放大倍数越大,与低折射率的微球在空气中的情况类似;直径为６~１０μm时,放大倍数达到极大

值,在３．５~４．５之间变化;直径增大到２２０μm时,放大倍数约为２．５,此时几何光学适用.由于枕形失真,随
着像远离光轴,放大倍数增大,因此只取图像中心区域的放大倍数来研究.

Lee等[１０]用 Mie理论对坡印廷矢量进行理论计算,研究了光子纳米喷射效应.模拟条件是６００nm平

面波入射,聚苯乙烯微球(n＝１．５９,空气中)的直径分别为３０、５０、１００μm.结果表明,微球直径越大,最大光

强越大,但是焦点位置离微球表面越远.微球可将隐失波转换为传播波,高强度能量可以携带更多亚波长信

息,这可能是微球透镜超分辨能力的一个原因.Yang等[１４]用FEM进行数值模拟,微球折射率为１．９２,浸液

折射率为１．５２,入射光波长为６００nm,并研究了聚焦光斑大小与微球直径的关系.研究结果表明,随着微球

尺度的减小,光斑直径也减小,且光斑出现的位置越来越靠近微球表面,研究认为这有益于微球的成像.

３．３　成像面位置

Lee等[１０]研究了成像面位置对放大倍数的影响,用直径为５０μm和１００μm的聚苯乙烯微球(n＝１．５９,
空气中)对蓝光碟成像.总体上,随着像面加深,放大倍数增大,但是微球直径同样对其有影响.对直径为

５０μm的微球而言,最佳成像面在样品表面下１２０μm处,在１００~１４０μm范围内都能得到非常清晰的超分

辨图像,放大倍数在５．７~７之间;对直径为１００μm的微球而言,最佳成像面在样品表面下３００μm处,在

２６０~３００μm范围内都能得到非常清晰的超分辨图像,放大倍数在７~８之间.

Yang等[１２]认为,像面在一定的范围内都能得到清晰的超分辨图像的现象,与光子纳米喷射效应中焦点

附近约几倍波长的距离内光斑均可保持尺度小于衍射极限的现象相吻合.

０７０００３Ｇ５



５３,０７０００３(２０１６) 激光与光电子学进展 www．opticsjournal．net

３．４　入射光波长

实验中都用白光照明,可见光波长范围为４００~７６０nm.Lee等[１１]理论研究了光子纳米喷射效应,进而

推测波长对成像的影响.微球直径为６０μm,折射率为２．２,浸没在水中.平面波入射,波长分别为４００、

５００、６００、７００nm.用 Mie理论计算坡印廷矢量.取球心为原点,入射光沿z 轴方向,研究xＧz 平面的电磁

场分布.计算z轴上光强最大处距微球表面的距离(DMI),在光强最大处计算y 轴方向上光强的FWHM,
以此来反映可见光照射时的光强分布情况,结果如表２所示,表中最后一行是前几行的平均.可见当入射光

波长改变时,微球仍具有光子纳米喷射效应,只是光强分布不同.
表２不同波长光照射下的光子纳米喷射效应

Table２　Photonicnanojetforincidentplanewaveswithdifferentwavelengths

λ/nm FWHM DMI/nm
４００ ０．６９λ ５６３５
５００ ０．６３λ ５２１３
６００ ０．５９λ ４８６７
７００ ０．６２λ ５０５９
Visible ０．６３λ ５１９４

３．５　成像样品

微球透镜对不同的样品成像结果不同.Wang等[１]用直径为４．７４μm的二氧化硅玻璃微球成像,样品

为光栅时,放大倍数为４．１７,样品为镀金多孔阳极氧化铝薄膜时,放大倍数为８.

Lee等[１０]用直径为３０、５０、１００μm的聚苯乙烯微球(n＝１．５９)在空气中对蓝光碟和石英基底金纳米点

图案成像,样品不同时,相同微球成像图像的放大倍数、最佳成像面等均不同,而且图像的直观性质也有明显

不同.样品为蓝光碟时,３０μm的微球所成的像中间有暗斑,直径为５０μm和１００μm的微球则没有该缺

陷.样品为金纳米点时,微球所成的像中心无暗斑,但是金纳米点会异常增大,因此图像的比例失真.镀金

表面可能会有强的表面等离激元(金属表面自由电子同入射光子相互耦合形成非辐射电磁模式,是局域在金

属和介质表面传播的一种混合激发态[１５]),这也许是成像失真的原因.石英基底对成像没有干扰,但是蓝光

碟基底的近场信息会传递给微球,因而会影响成像.

Yang等[１４]用浸在镜头油中直径为６０μm的BTG微球结合６３×、NA＝１．４的油镜对不同特征尺度的

硅纳米结构成像,所得的放大倍数都相同,可以看出,仅改变结构的尺度不会影响成像的放大倍数.

４　分辨率的定义
微球透镜成像时,如果图像有的清晰有的模糊,一般会认为图像越清晰,分辨率越高[１０Ｇ１１],并且当实验样

品能被清晰分辨时,会将该样品的尺度作为微球透镜的分辨率[１].为了评估微球透镜的分辨率,首先需要定

义分辨率.
对银纳米线(直径为１００nm)成像,只用１００×、NA＝０．９的物镜时,截面光强分布的半峰全宽是

３９０nm,而加上浸入异丙醇中直径为９．６μm的BTG微球后,半峰全宽为２３０nm,表明分辨率的提高[７].

Darafsheh等[５]用微球透镜(BTG微球,浸在异丙醇中)对NPD成像,颗粒间最小间距为１２０nm,光强

分布计算结果如图６所示.
图６(a)~(c)中微球半径分别为４．２、２１．５、５３μm,从图中可判断得出分辨率随着微球直径的增大而减

小.使用瑞利判据进一步分析.当一个点物衍射图样的中央主极大与另一点物图样的第一极小重合时,认
为系统刚好可以分辨这两个点物,对于缝形光阑,此时两图样重叠区中点的光强约为每个衍射图样中心最大

光强的８１％[１６].对应于图中情况,认为当中心强度为本身强度的８１％时,可以分辨两个强度相等的点.如

果选定入射光波长为５５０nm(本来是白光入射),则直径为４．２μm的微球分辨率达到λ/７,直径为５３μm的

微球分辨率达到λ/４．５[５].

Darafsheh等[６,１７]提出了一种得到分辨率的方法.衍射极限的判据很多,在微球透镜成像中,由于镜头

像差和噪声的影响,光强不会降为０,可以选用Houston判据.对于两个强度相同的光源,如果这两个光源
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图６ 光强分布(插图为对应的微球透镜成像)

Fig敭６ Intensityprofiles theinsetsshowthecorrespondingmicrospherenanoscopicimages 

的强度分布中心的距离等于任一点光源强度分布的半峰全宽,则这两个光源刚好可以被分辨.在这种情况

下,系统的点扩展函数(PSF,对于光学系统即输入为一点光源时其输出图像的光场分布)的半峰全宽就是系

统的分辨率,该值为０．５１５λ/NA.样品经透镜成像的过程可以看作成像系统PSF和样品光强分布的卷积,
结果即为所成图像的光强分布;同样,PSF可由图像和样品光强分布的去卷积得到.经典的分辨率定义都

是针对点光源和点物的,但是对于有一定大小的物体,如果忽视尺度带来的效应,简单地将其中心距或者边

到边的距离作为分辨率,会带来偏差,如图７所示,图中w 表示宽度,g 表示间距.

图７ 成像分析.(a)(b)成像样品光强分布;(c)(d)点扩展函数;(e)(f)卷积计算得到的图像光强分布;
(g)(h)与图７(e)、(f)对应的成像图案

Fig敭７ Imaginganalysis敭 a  b Intensityprofilesofobject  c  d PSFs  e  f calculatedprofiles 

 g  h imagepatternscorrespondingtoprofilesinFigs敭７ e and７ f 

由图７可知,对条纹宽度w＝２００nm,条纹间距g＝１００nm的样品,用PSF半峰全宽为２３０nm(即分辨

率为２３０nm)的系统成像,最后图像鞍峰比为０．８１,这时样品条纹刚好可被分辨,即系统的分辨率为２３０nm
时,即可分辨出１００nm的物体.当系统的分辨率增加到１００nm时,图像的鞍峰比减小,说明图像更清晰.
综上可知,当处理有限大小的结构时要注意分辨率的定义,最终确定分辨率需要将图像的光强分布与成像样

品光强分布作去卷积计算.下面是应用该判据得到分辨率的一个实例.成像样品为蓝光碟,用数值孔径为

０．９的物镜时,去卷积运算后系统PSF的半峰全宽为３００nm,加了直径为５０μm的BTG微球(折射率为

２．１,浸液折射率为１．４１)后,系统PSF的半峰全宽变为１３５nm,因此分辨能力提高了一倍,由于入射波长约

为５５０nm,因此可认为微球透镜的分辨率为λ/４[１７].

５　微球透镜的应用与发展
５．１　微球透镜在生物成像中的应用

生物成像中多用荧光显微镜,但荧光成像存在一定的缺点.Li等[１８]在无荧光标记条件下,用折射率为

１．９、直径为１００μm的BTG微球,浸在水中对７５nm的腺病毒进行成像,成像结果如图８所示.共完成两组

实验,第一组[图８(a)、(b)]对比了SEM和低倍物镜(５０×,NA＝０．７５)结合微球成像,此时微球透镜并不能
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图８ 对腺病毒成像.(a)SEM成像;(b)低倍物镜结合浸没微球成像(SMON);(c)高倍SEM成像;
(d)高倍物镜结合浸没微球成像

Fig敭８ Imagingofadenoviruses敭 a SEMimage  b lowmagnificationSMONimage  c highermagnification
SEMimage  d highermagnificationSMONimage

分辨出腺病毒.第二组[图８(c)、(d)]对比高倍SEM和高倍物镜(８０×,NA＝０．９)结合微球成像,此时微球

透镜能分辨出腺病毒,最佳成像面在样品表面下７０μm处.Li等[１８]还用更高倍的物镜(１００×,NA＝０．９５)
对样品成像,图像也可以分辨,最佳成像面在样品表面下８０μm处,图中没有给出所成的像.

本课题组也用微球透镜进行了无荧光标记生物成像,成像样品为胃癌细胞.图９(a)所示为单个癌细胞

的传统光学显微镜成像,图９(c)为癌细胞充分成长、大范围占据培养基后层状结构的传统光学显微镜成像,
图９(b)、(d)是对应结构的微球透镜成像,癌细胞浸在磷酸盐缓冲液(PBS)中,用BTG微球(n＝１．９,直径约

为２０μm)辅助成像.传统光学显微镜成像时,图９(a)中单个细胞中的点状结构可以被分辨,边缘趋近于圆

形.用微球透镜成像时,从图９(b)可以看出点状结构依然清晰可辨,被一定程度地放大,且加入微球后可以

观察到不规则边缘结构.图９(c)中大范围占据培养基的细胞由于挤压和折叠原因内部结构分辨效果较差,
原本可见的细胞质中斑点大多重叠而难以辨认,只能观察到非常密集而且大部分连在一起的点状结构以及

细胞的分界面.如图９(d)所示,加入微球后,原本难以分辨的点状结构得到了有效放大,可以观察到几个分

离的点状物.由此可见,本课题组用微球透镜进行无标记生物成像得到了较好的结果.

图９ (a)传统光学显微镜对单个癌细胞成像;(b)微球透镜对单个癌细胞成像;
(c)传统光学显微镜对层状癌细胞成像;(d)微球透镜对层状癌细胞成像

Fig敭９  a Imageofasinglecancercellbyconventionalmicroscope  b imageofasinglecancercellbymicrosphere
nanoscope  c imageofpiledcancercellsbyconventionalmicroscope  d imageofpiledcancercells

bymicrospherenanoscope

微球透镜和荧光显微镜的结合在生物成像方面也得到了很好的成像效果.在荧光显微镜成像中,一般

选取像显出最强荧光信号的位置为最佳成像面[１２].

Yang等[１２,１９]结合微球和荧光显微镜对小鼠肝细胞株(AML１２)成像,使用折射率为１．９２、直径为６０μm
的BTG微球,物镜为４０×、NA＝０．８的水镜,样品浸在PBS中.首先对中心粒成像.在真核细胞中,中心

粒的柱状结构由９束三体微管构成.每个中心体由两个中心粒构成,两者相互垂直.传统光学显微镜只能

观察到它们的存在而无法观测到其精细结构,如图１０所示.图１０(a)中单个中心粒微管蛋白显示为一个模

糊的点,而图１０(b)中则可看到环状结构.图１０(c)、(d)是对两个中心粒中的微管蛋白成像,图１０(d)中可

以分辨两个中心粒的连接处.
对线粒体和染色体成像的结果如图１１所示.从图中可以看出,有微球时两者复杂的形态结构能更好地
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图１０ (a)传统显微镜对单个中心粒成像;(b)微球透镜对单个中心粒成像;
(c)传统显微镜对两个中心粒成像;(d)微球透镜对两个中心粒成像

Fig敭１０  a Imageofasinglecentriolebyconventionalmicroscope  b imageofasinglecentriolebymicrosphere
nanoscope  c imageoftwocentriolesbyconventionalmicroscope  d imageoftwocentriolesbymicrospherenanoscope

图１１ (a)传统显微镜对线粒体成像;(b)微球透镜对线粒体成像;(c)传统显微镜对染色体成像;(d)微球透镜对染色体成像

Fig敭１１  a Imageofmitochondriabyconventionalmicroscope  b imageofmitochondriabymicrospherenanoscope 

 c imageofchromosomesbyconventionalmicroscope  d imageofchromosomesbymicrospherenanoscope

被分辨.实验中所用水镜视场较大,视野中可看到许多微球,即一次可对多个精细结构进行高分辨成像,这
对生物研究至关重要,因为生物学中需要大面积的覆盖研究来得到具有统计相关性的结论.

微球辅助成像时,一般将微球浸入液体中,Darafsheh等[１７]对此加以改进,将微球嵌入透明固化膜中.
微球在固化膜中而不是在浸液中成像最大的好处(尤其对于生物样本)是膜可以提前制备并可当作盖玻片使

用,并且成像可以在倒置显微镜中进行,基本消除了液体蒸发对成像的潜在影响.固化膜制备过程如下:

BTG微球置于盖玻片基底上,液状聚二甲基硅氧烷(PDMS)人造橡胶(折射率为１．４１)和硬化复合物用旋涂

的方式覆于微球上,膜的厚度可由旋涂的时间和速度决定,最后烤干即可,这种情况下微球完全浸没在

PDMS中.另一种可移动微球成像薄膜是将微球半浸没,介质为SUＧ８胶,所用微球为二氧化硅微球,在微

球上滴加稀释的SUＧ８胶进行甩胶,可以通过调整甩胶机的转速制备出不同浸没深度的微球成像系统,然后

进行烘干[２０].

Darafsheh等[１７,２１Ｇ２２]对人胶质母细胞瘤U８７细胞成像,加上BTG微球盖玻片,其中的间隙用４′,６Ｇ二脒

基Ｇ２Ｇ苯基吲哚(DAPI)染液(折射率为１．４５)充满,倒置荧光显微镜成像,２０×、NA＝０．４物镜.像中会出现

红点,即γＧH２AX(一种磷酸化组蛋白)焦点,表示脱氧核糖核酸(DNA)双链断裂,这是成像前用临床质子束

照射激发的结果,不用微球时则无法分辨出该焦点.成像时用DAPI溶液和γＧH２AX抗体分别标记细胞核

和焦点形成的位置.DNA损伤尤其是DNA双链断裂损伤后,在断裂位点会出现γＧH２AX形成的焦点.这

种效应对预测癌症病人对放射疗法的反应具有实用价值,可以通过观察DNA双链断裂的修复来评估癌细

胞对电离辐射的敏感性.操作方法如下:细胞被射线照射后,每隔一段时间对核内γＧH２AX焦点计数来确

定消失的焦点的数目,焦点消失表示由辐射造成的DNA损伤被修复.有研究表明,除焦点数量之外,焦点

的质量(如大小、聚集程度)也会决定损伤修复的可能性,当焦点光斑增大时细胞存活的可能性降低,因此研

究细胞对射线的敏感程度时焦点的性质也要加以考虑.大的光斑可能与射线引起的更大、更复杂的DNA
损伤有关,由于这样的损伤很难或不能被修复,大的光斑可能说明细胞被杀死的可能性更高.由于现在无法

研究焦点的特征,因此对这些大的、复杂的光斑的本质几乎一无所知.传统光学显微镜的分辨率有限,无法

得知光斑聚集程度和所用射线类型的关系等重要信息.微球透镜的分辨率更高,可得到更加细致的图像,能
够通过焦点光斑的复杂程度而不是大小将其分类,可将光斑复杂程度和细胞生存的可能性联系起来,再与病

人存活的可能性联系起来.
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Darafsheh等[６,２２]还对小鼠肾组织切片成像.大部分影响肾脏功能的肾小球疾病都是通过肾脏切片的

组织学分析诊断得到的.要了解疾病的严重程度,需要对切片样本有更高的成像分辨能力,一般用电子显微

镜或其他高分辨成像方式,都需要对样品进行许多额外处理.微球透镜成像也可以提高分辨率,为诊断提供

一种更简单、经济的方式.Myo１c和ZOＧ１这两种蛋白对于保持肾小球中足细胞的结构和功能非常重要,它
们的缺失会严重影响肾功能,因此如果在足细胞细胞膜内发现这两种蛋白,表明结构正常.实验中对小鼠肾

脏切片进行免疫组织化学染色:Myo１c(红光)和ZOＧ１(绿光).将直径为８０μm、折射率为２．１的BTG微球

浸没在抗荧光猝灭封片液中,为样品封片,结合落射荧光显微镜,用２５×、NA＝０．８的油镜成像.对比有无

微球时的成像,如图１２所示,有微球时成像能力明显提升,可明显分辨出 Myo１c和ZOＧ１,无微球时很难注

意到 Myo１c和ZOＧ１的共存.从研究的角度看,微球透镜用于分析肾小球各种细胞内蛋白分布方式的改变

时效果很好.

图１２ 染色后肾小球的成像.(a)Myo１c;(b)ZOＧ１;(c)DAPI染色后;(d)图１２(a)~(c)的综合;
(e)Myo１c;(f)ZOＧ１;(g)DAPI染色后;(h)图１２(e)~(g)的综合

Fig敭１２ Imagingofglomerulistained敭 a Myo１c  b ZOＧ１  c stainedwithDAPI  d compositeimageof
Figs敭１２ a Ｇ c   e Myo１c  f ZOＧ１  g stainedwithDAPI  h compositeimageofFigs敭１２ e Ｇ g 

５．２　微球透镜与其他透镜的结合使用

Yan等[２３]将二氧化硅微球、聚苯乙烯微球与传统的激光扫描共聚焦显微镜(SLCM)结合,在波长为

４０８nm的照射光下获得了２５nm的分辨率.激光扫描共聚焦显微镜用聚焦的激光作为照明光,用单束激光

以光栅扫描的方式扫描焦平面,由物镜聚焦在样品表面.反射光由物镜收集,透过针孔后用光电倍增管来探

测强度,光子均来自物镜焦点处.只基于一个被照明的点的反射光强,在扫描中逐渐收集光强并将这些点光

强相加得到一幅完整的图像,即运用逐点扫描技术,而不是直接将宽场像投影到CCD上.图１３(a)所示为

装置图,图１３(b)为装置中的光路.

图１３ (a)实验装置;(b)光路

Fig敭１３  a Schematicofexperimentalconfiguration  b opticalpath

图１４所示为对直径４０nm的Ag纳米线(NW)成像,图１４(a)为SEM图像,图１４(b)为传统激光扫描共

聚焦显微镜图像,图１４(c)为加入直径５μm的二氧化硅微球后的图像.对比图１４(b)、(c),可看出微球提高

了分辨能力.成像样品还有阳极氧化铝模板和最小间距为２５nm的金纳米点图案,传统激光扫描共聚焦显

微镜不能分辨这些样品,但是加入微球后可以分辨.共聚焦显微镜并不是宽场显微镜,而是基于逐点扫描技
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图１４ 对直径４０nm的银纳米线成像.(a)SEM图像;(b)传统SLCM图像;(c)微球结合SLCM图像

Fig敭１４ ImagesofAgnanowireswithdiameterof４０nm敭 a SEMimage  b conventionalSLCMimage 

 c microsphereＧassistedSLCMimage

术的,但是仍能与微球成像技术成功结合.

Allen等[２４]用深紫外光作为照明光,发现微球透镜同样具有超分辨能力.研究者用直径为５μm的二氧

化硅微球,半浸没在异丙醇中(可以提高成像质量),用波长为２４８nm的光照明,对金纳米等离子体阵列成

像.通过实验测得光强分布曲线,用点扩展函数和卷积理论计算,得出分辨率为５５~６０nm,即λ/４.他们

认为局域表面等离激元共振与超分辨成像机理之间的联系,可以用不同波长的光照射不同金属制成的结构

共振激发带间跃迁来进行研究.

Wang等[２５]将微球连在内窥镜的最末端,获得了约λ/５的体外分辨率.实验用直径为３０~１００μm的

BTG微球,内窥镜使用渐变折射率透镜,施加预应力使渐变折射率透镜、微球、样品三者接触,微球浸入水

中,如图１５(a)所示.照射光为白光时,对条纹间距为２７０nm的数字多功能光盘(DVD)成像,仅有渐变折射

率透镜(NA＝０．４６)时不能分辨,加入微球后可以分辨,图像放大倍数为１．６,所成图像如图１５(b)所示.进

一步实验表明,在荧光模式下与微球结合的内窥镜同样具有超分辨能力.数值模拟发现与没有透镜时相比,
将微球加在渐变折射率透镜上时光场分布几乎没有变化,所以也不会影响微球的近场聚焦特性,因此渐变折

射率透镜不会破坏微球的超分辨能力;有了透镜后,最大光强增大,可能更利于超分辨成像.可见微球可以

和渐变折射率透镜成功结合.

图１５ (a)实验装置图;(b)微球内窥镜对DVD成像

Fig敭１５  a ExperimentalconfigurationofmicrospherebasedsuperＧresolutionendoscopy 

 b DVDimagedbymicrosphereＧfunctionizedendoscopyinwhiteＧlightmode

６　结束语
微球透镜可以实现超分辨成像,并且可以和多种光学显微镜,例如荧光、非荧光显微镜,宽场、点扫描显

微镜,结合使用而保持其本身的超分辨能力,为辅助光学显微镜成像并提高分辨率提供了一种简单的方法,
具有广阔的应用前景.微球透镜的成像机制仍在讨论中,目前认为其超分辨能力与光子纳米喷射效应、表面

等离激元、电介质微球的回音壁模式、近场的增强等因素有关.由于成像机制尚不清楚,无法在成像前预估

其分辨率及放大倍数,这对实际应用造成很大的限制,如果能解决这个难题,其实用价值会大大提高,该技术

才能真正得以发展.
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