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基于倏逝波界面散射的单个纳米颗粒无标记成像

江丽雯１,２,孙旭晴１,刘虹遥１,谌雅琴１,熊伟１,张朝前１,路鑫超１,３
１中国科学院微电子研究所微电子仪器设备研发中心,北京１０００２９;

２中国科学院大学,北京１０００４９;
３集成电路测试技术北京重点实验室,北京１０００８８

摘要　介绍了一种利用倏逝波界面散射对单个纳米颗粒进行无标记成像的方法.分别使用全内反射(TIR)倏逝波

与表面等离激元(SPPs)两种倏逝波与单个纳米颗粒相互作用,激发纳米颗粒极化并发生散射,所产生的界面散射

与入射倏逝波发生干涉,形成了纳米颗粒极化场与抛物线形干涉条纹的特征成像.分别对直径为５００,２００,１００nm
的聚苯乙烯颗粒进行了单个纳米颗粒无标记成像.比较了两种倏逝波界面散射对单个纳米颗粒成像结果,发现表

面等离激元界面散射成像中的单个纳米颗粒极化强度约是全内反射极化强度的１０倍,并且接近于暗场成像.因

此,表面等离激元界面散射对单个纳米颗粒无标记成像具有更高灵敏度.所提单个纳米颗粒无标记成像方法可以

拓展到病毒检测、生物单分子成像等领域.
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１　引　　言

随着对生物微观领域的不断探索,可以探测单

个纳米物质的光学显微成像技术已经成为了生命科

学、生物化学领域研究生物活细胞内分子成像、单分

子示踪、病毒检测等的重要手段[１Ｇ３].光学显微成像

技术由于成本较低、无需复杂样品预处理等特点,已
经被广泛应用于生物领域.但普通的光学显微成像

方法由于受到光学衍射极限的限制,很难检测到尺寸

小于２００nm的单个物质,例如生物大分子、病毒等.
目前,全内反射荧光显微技术(TIRFM)被广泛

应用于生物单分子研究中,利用荧光探针对待测样

品进行标记,通过全内反射(TIR)照明产生的倏逝

波激发荧光探针,从而实现对待测样品成像[４].此

技术的优势在于利用倏逝波照明,使轴向照明区域

限制在样品表面百纳米量级,减少了背景光的影响,
因而成为研究细胞表面科学(如细胞膜外分泌过程

及单分子示踪等)方面的重要技术手段[５Ｇ７].然而,
传统荧光染料分子的荧光漂白效应无法对单分子进

行长期示踪,同时,荧光标记会对待测样品的本征行

为产生影响.因此,人们开始研究基于全内反射的

无标记显微成像技术.全内反射无标记显微成像技

术利用全内反射照明产生的倏逝波激发单个待测纳

米物质散射,收集空间散射光并与全内反射光进行

分离,实现了对单个纳米物质的无标记暗场成像.

２００８年,He等[８]利用该技术实现了对溶液中及

Hela细胞膜上直径为４０nm的单个金颗粒的示踪.

２０１２年,Enoki等[９]对附着在盖玻片上的直径为

１００nm左右的单个流感病毒进行了成像.
作为一种激发于金属与电介质分界面并沿其传

播的倏逝波,表面等离激元(SPPs)在纳米光电子学

研究领域中起到了重要作用[１０],由于其共振效应,
表面等离激元在分析生物分子相互作用的生物传感

器方面取得了广泛的应用[１１].表面等离激元成像

已经实现对单个纳米颗粒的实时无标记探测[１２].
在生物单分子成像领域,此方法已经实现对单个脱

氧核糖核酸(DNA)分子[１３]、病毒分子[１４]的无标记

成像以及细胞内细胞器的动态示踪[１５].干涉散射

显微成像(iSCAT)是一种利用明场照明纳米尺寸的

弱散射物质,然后通过收集入射光与散射光的干涉

信息进行成像的方法[１６],其已实现对病毒[１７Ｇ１９]、尺
寸在５０~１００nm范围的脂质囊泡[２０]以及单个蛋白

质分子的无标记成像[２１Ｇ２２].基于拉曼散射光谱分析

的近场光学成像方法也广泛应用于生物化学等领域

的单分子探测及分析中[２３Ｇ２６].
本文实现了一种新型纳米颗粒无标定成像方

法,通过对单个纳米颗粒引起的倏逝波极化及界面

散射引起的干涉场进行成像,实现了对直径为１００,

２００,５００nm的单个聚苯乙烯颗粒的无标记成像.
研究了全内反射倏逝波以及表面等离激元两种倏逝

波的界面散射成像,并对两种倏逝波的成像结果进

行了对比分析,证明了该方法对单个纳米颗粒进行

无标记快速成像的可行性,未来该方法可用于病毒

快速检测以及病毒或单分子示踪研究中.

２　实验过程及原理

２．１　颗粒制备

要实现单个纳米颗粒成像,需要将纳米颗粒分

散地制备在放置样品的盖玻片表面.实验中选用了

三种纳米颗粒溶液制备分散颗粒样品,分别是直径

为５００,２００,１００nm的聚苯乙烯乳胶球溶液(质量

分数为２．５％).为了避免纳米颗粒在制备过程中发

生团簇,需要将纳米颗粒溶液用乙醇稀释至合适浓

度,减弱相邻纳米颗粒的团簇作用力.而且在制备

过程中加快溶液蒸发速度,使纳米颗粒在团簇前可

以有效地附着在盖玻片表面.经多次试验验证,得
出制备分散样品聚苯乙烯乳胶球溶液的最佳浓度约

为１．７９×１０－３ mg/mL.操作过程为:将盖玻片放

置在加热板上,用滴管在盖玻片中心缓慢地滴一滴

稀释后的颗粒溶液,待乙醇挥发后停止加热.利用

扫描电子显微镜(SEM)观察盖玻片表面(图１),验
证了盖玻片上的待测纳米颗粒分散程度符合单个纳

米颗粒成像实验要求.

２．２　实验过程

研究中实现了对全内反射产生的倏逝波与表面

等离激元两种倏逝波的激发与探测.全内反射倏逝

波成像装置示意图如图２(a)所示,其中,光沿xz 平

面斜入射到盖玻片下表面,激发沿x 方向传播的倏

逝波.波长为６３３nm的激光器发出入射光,经整

形后聚焦到物镜后焦平面,通过调节入射光在物镜

后焦平面上的聚焦位置改变激发倏逝波的入射角

度.物镜的数值孔径为１．７,由一维电动平移台控制

入射光在物镜后焦平面上的聚焦位置,电动平移台

移动 精 度 为 ０．０１ mm,相 应 的 角 度 改 变 量 为

０．２１６５°.根据折射定律,入射角大于全内反射临界

角θTIR时,入射光在盖玻片与空气界面上发生全内

反射.临界角θTIR＝sin－１(n２/n１),其中盖玻片折射

率n１＝１．７８,空气折射率n２＝１,计算得到θTIR约为

０６２４００１Ｇ２
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图１ (a)２００nm聚苯乙烯颗粒分布SEM图;
(b)单个颗粒SEM图

Fig．１  a SEMimageof２００nmpolystyrenenanoparticle
distribution  b SEMimageofsinglenanoparticle

３４．１８°.全内反射反射率RTIR随入射角度θTIR的变

化如图２(c)所示,全反射光被物镜收集并传输到点

和电荷耦合器件(CCD)上实现远场成像.
在全内反射倏逝波激发装置基础上,将盖玻片

表面蒸镀５０nm厚的金薄膜[图２(b)],同时在入射

光路中插入偏振片,使入射光以p偏振态聚焦到物

镜 后 焦 平 面,成 为 可 激 发 表 面 等 离 激 元 的

Kretchmann物镜耦合方式.在盖玻片Ｇ金界面激发

的全反射倏逝波,可以补偿入射光与表面等离激元

之间的波矢差,激发沿金Ｇ空气界面传播的表面等离

激元.表面等离激元最佳激发角度θSPP满足公式kg

sin－１θSPP＝kSPP,其中入射光波矢kg＝
ω
c εg,表面

等离激元波矢kSPP＝
ω
c

εm

εm＋１
,ω 为入射光角频

率,c为光速,εg 为盖玻片介电常数,εm 为金薄膜介

电常数,加上在６３３nm波长下金薄膜的介电常数

为０．１２＋３．２９i,计算得到θSPP＝３６．１°.反射率RSPP

随入射角度θSPP变化如图２(d)所示.实验中,调节

入射光角度,通过CCD观察到物镜收集光随入射角

改变至最弱的位置,可以观察到表面等离激元的激

发,实验得到θSPP约为３７°.
在实现全内反射倏逝波与表面等离激元激发的

基础上,将表面制备有分散纳米颗粒的盖玻片放置

于倒置高数值孔径油浸物镜上,盖玻片与物镜之间

配以折射率匹配的浸没油.激发的倏逝波在沿界面

传播过程中遇到单个纳米颗粒,纳米颗粒被倏逝波

极化并发生散射,一部分被散射到空间呈立体角分

布,称为空间散射,另一部分为仍沿界面传播的界面

散射.界面散射在传播过程中会与沿界面传播的激

发倏逝波发生干涉.利用倏逝波的泄漏辐射效

应[２７],单个纳米颗粒的界面散射信息将与反射光一

起传输至远场,被CCD接收.由于界面散射及干涉

效应,CCD上呈现的图像包括两部分,一部分为单

个纳米颗粒极化引起的极化区域,另一部分为界面

散射与激发倏逝波干涉引起的抛物线形同心条纹.

图２ (a)基于全内反射倏逝波激发的成像装置示意图;
(b)基于表面等离激元激发的成像装置示意图;
(c)全内反射反射率随入射角度的变化;
(d)表面等离激元反射率随入射角度的变化

Fig．２  a SchematicofimagingsetupbasedonTIR
evanescentwaveexcitation  b schematicofimagingsetup

basedonSPPsexcitation  c variationofTIR
reflectancewithincidentangle  d variationof

SPPsreflectancewithincidentangle

３　实验结果与分析

３．１　成像处理及分析

实验中经CCD采集获得的单个纳米颗粒成像

原始图像,受到反射背景光、CCD暗噪声等影响,成
像对比度降低.为了提高成像对比度,需要对实验

中采集的纳米颗粒成像图做进一步降噪处理.一次

单个纳米颗粒成像过程需要采集两组数据:信号成

像与背景成像.信号成像为对单个纳米颗粒成像结

０６２４００１Ｇ３
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果,背景成像为对无纳米颗粒处的空白区域成像.
为了消除实验带来的测量误差,分别选取２０个测量

结果进行平均处理后,将信号成像与背景成像的采

集数据进行相减,并减去实际测量的CCD暗噪声,
可除去反射背景光与CCD暗噪声等影响,增强成像

对比度,得到最终的单个纳米颗粒成像图.
利用全内反射倏逝波以及表面等离激元分别对

直径为５００,２００,１００nm的聚苯乙烯颗粒进行了成

像.经上述数据处理后的单个纳米颗粒成像如图３
所示.由图３可见,全内反射倏逝波以及表面等离

激元对单个纳米颗粒的成像均包含两方面的特征:
一方面为由单个纳米颗粒受倏逝波激发极化而产生

的极化区域;另一方面为由单个纳米颗粒产生的界

面散射与入射倏逝波发生干涉,所产生的抛物线状

同心干涉条纹,该特征符合对单个纳米颗粒散射过

程的分析.从成像结果可以看出,表面等离激元引

起单个纳米颗粒极化强度更强.此外,表面等离激

元激发的单个纳米颗粒界面散射成像接近于暗场成

像,干涉条纹更加明显,干涉条纹长度所表征的倏逝

波传输长度更长,成像效果更好.

图３ 基于全内反射倏逝波的直径为(a)５００nm、(b)２００nm
和(c)１００nm的单个聚苯乙烯纳米颗粒的成像;基于表面等

离激元的直径为(d)５００nm、(e)２００nm和(f)１００nm的

单个聚苯乙烯纳米颗粒的成像

Fig．３ Imagingofsinglepolystyrenenanoparticlewith
thediameterof a ５００nm  b ２００nmand c １００nm

basedonTIRevanescentwave imagingofsingle

polystyrenenanoparticlewiththediameterof

 d ５００nm  e ２００nmand f １００nmbasedonSPPs

３．２　仿真结果

使用Lumerical公司的FDTDSolutions软件,
对基于倏逝波的单个纳米颗粒界面散射进行了建模

仿真.图４(a)、(b)分别为在全内反射倏逝波以及

表面等离激元场中,对直径为２００nm的单个聚苯

乙烯颗粒界面散射场电场强度振幅平方|E
→
|２ 的空

间分布的仿真结果.仿真设置中,探测平面的位置

分别为盖玻片Ｇ空气界面、金Ｇ空气界面;设置的入射

角度与实验中入射角度一致,为３７°;入射光波长为

６３３nm,在金Ｇ空气界面处产生的表面等离激元波长

为５９３nm,在盖玻片Ｇ空气界面产生的全内反射倏

逝波波长为５９１nm.可以看出,两种界面散射均显

示了与实验结果相似的特征图案:中心的颗粒极化

场区域及界面散射引起的干涉条纹.并且,表面等

离激元对单个纳米颗粒的极化强度大于全反射倏逝

波引起的单个纳米颗粒极化强度,仿真结果与实验

结果显示了很好的一致性.

图４ |E
→
|２ 的空间分布仿真.

(a)全内反射倏逝波;(b)表面等离激元

Fig．４ Spatialdistributionsimulationof|E
→
|２敭

 a TIR  b SPPs

３．３　极化强度比较

实验中对全内反射倏逝波和表面等离激元引起

的单个纳米颗粒极化强度进行了比较.以单个纳米

颗粒成像中心亮点区域内的像素灰度值总和表征单

个纳米颗粒极化强度.对三种纳米颗粒的纳米颗粒

极化强度进行了处理与比较.为了提高测量准确

性,对一种纳米颗粒样品中的不同颗粒进行多次实

验成像并取平均.数据处理方法如下:选取成像中

单个颗粒的极化区域,即中心亮点区域,并对区域内

所有像素的灰度值进行加合,得到一个纳米颗粒的

极化强度数,重复进行多次测量后,去掉最大值及最

小值,并对多次测量结果进行平均,得到这种纳米颗

粒的极化强度值.图５为分别采用全内反射倏逝波

与表面等离激元对直径为５００,２００,１００nm的单个

聚苯乙烯纳米颗粒成像实验的极化强度对比图.可

以看出表面等离激元对三种单个纳米颗粒的极化强

度约是全内反射倏逝波对纳米颗粒的极化强度的

１０倍.更高的单个纳米颗粒极化强度证明了表面

等离激元的极化强度增强效应,这使得表面等离激

０６２４００１Ｇ４
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元界面散射成像相比于全内反射倏逝波界面散射具

有更高的灵敏度,可探测到更小尺寸的单个纳米

颗粒.

图５ 全内反射倏逝波与表面等离激元对单个

聚苯乙烯纳米颗粒的极化强度对比

Fig．５ Comparisonofthepolarizationintensityofsingle

polystyrenenanoparticlewithTIRevanescentwaveandSPPs

４　结　　论

利用单个纳米颗粒引起的倏逝波界面散射,分
别实现了对直径为５００,２００,１００nm的聚苯乙烯颗

粒的单颗粒无标记快速成像.实验中使用全内反射

倏逝波与表面等离激元两种倏逝波界面散射对单个

纳米颗粒成像,均观察到了中心亮场以及抛物线形

同心干涉条纹的成像特征,并解释了这一现象的成

因:倏逝波引起单个纳米颗粒极化及散射,所产生的

界面散射与入射倏逝波发生干涉,进而形成了纳米

颗粒极化场与抛物线形干涉条纹的特征成像.比较

了两种倏逝波的成像结果,发现表面等离激元成像

接近于暗场成像,并且其单个纳米颗粒极化强度约

是全内反射极化强度的１０倍,因而成像灵敏度更

高.所提的单个纳米颗粒无标记成像方法可以拓展

到病毒检测、生物单分子成像等领域.
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