
第42卷
 

第4期/2022年2月/光学学报 封面文章·研究论文

可变焦叶绿体光学微透镜
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摘要 光学微透镜在光学成像、信号探测、生物传感等方面有重要的应用。针对现有固体微透镜难以变焦和生物

不兼容的问题,提出将细胞内的叶绿体作为天然的微透镜,并研究了叶绿体微透镜的聚焦特性及其在光学成像和

信号探测中的应用。研究结果表明,叶绿体微透镜对不同波长的入射光能产生聚焦效应。借助光镊产生的光力可

实现叶绿体形状的可控变化,进而可实现对叶绿体微透镜焦距的调节,调节范围为15~45
 

μm。由于叶绿体微透

镜具有光束聚焦特性,故其能够应用到亚波长结构的成像和荧光信号的增强中。在实验中,叶绿体微透镜实现了

对线宽为200
 

nm的光栅结构和细胞内部肌动蛋白丝的光学成像,以及对量子点荧光信号的探测和增强。
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Abstract Optical
 

microlenses
 

have
 

important
 

applications
 

in
 

optical
 

imaging 
 

signal
 

detection 
 

biosensing 
 

and
 

other
 

fields 
 

As
 

existing
 

solid
 

microlenses
 

have
 

invariable
 

focuses
 

and
 

are
 

biologically
 

incompatible 
 

chloroplasts
 

in
 

cells
 

are
 

used
 

as
 

natural
 

microlenses 
 

and
 

the
 

focusing
 

properties
 

of
 

chloroplast
 

microlenses
 

and
 

the
 

application
 

of
 

such
 

microlens
 

in
 

optical
 

imaging
 

and
 

signal
 

detection
 

are
 

studied 
 

The
 

results
 

show
 

that
 

chloroplast
 

microlens
 

can
 

focus
 

incident
 

lights
 

with
 

different
 

wavelengths 
 

The
 

optical
 

force
 

generated
 

by
 

optical
 

tweezers
 

can
 

be
 

leveraged
 

to
 

control
 

the
 

shapes
 

of
 

the
 

chloroplasts 
 

and
 

thereby
 

adjust
 

the
 

focal
 

length
 

of
 

the
 

chloroplast
 

microlens 
 

The
 

focal
 

length
 

can
 

be
 

adjusted
 

in
 

the
 

range
 

of
 

15--45
 

μm 
 

Due
 

to
 

their
 

ability
 

to
 

focus
 

light 
 

chloroplast
 

microlenses
 

can
 

be
 

applied
 

to
 

the
 

imaging
 

of
 

subwavelength
 

structures
 

and
 

the
 

enhancement
 

of
 

fluorescence
 

signals 
 

In
 

the
 

experiment 
 

optical
 

imaging
 

of
 

the
 

grating
 

structure
 

with
 

a
 

linewidth
 

of
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nm
 

and
 

actin
 

filaments
 

inside
 

cells 
 

as
 

well
 

as
 

detection
 

and
 

enhancement
 

of
 

the
 

fluorescence
 

signal
 

of
 

quantum
 

dots
 

are
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by
 

the
 

chloroplast
 

microlens 
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1 引  言

光学微透镜作为一种重要的光学器件,具有小

型化、可集成等优点,在光学成像、信号探测、光通信

和微流体传感等领域中有着广泛的应用。现有的光

学微透镜按材料划分,可分为固体微透镜[1-6]、液体

微透镜[7-8]和液晶微透镜[9-10]。由于固体微透镜折

射率较高,因此其具有良好的聚焦性能[11-13]。然而,

固体微透镜的性能受到了固体材料的限制,在实际

应用中存在着难以移动和变焦的问题。与固体微透

镜不同,液体微透镜具有变焦范围大的优点,可通过

机械力[14-15]、热变形[16-17]和电压控制[18-19]等方式改

变其表面曲率,但液体微透镜在实际应用中存在液

体蒸发、漏液以及自身重力会引起变形等缺点。液

晶微透镜在常温环境中能保持形态稳定,改变外加

的驱动电压可使其折射率发生变化,进而改变其焦
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距范围。然而,外加电场具有非均匀性,容易造成光

学失真。此外,现有的微透镜都需要人工合成,与生

物细胞和组织不相容。因此,亟需寻找一种天然存

在、与生物兼容且焦距可调的光学微透镜。
一些生物体在进化过程中具备了对光束进行

调控的能力[20-22]。例如,球形的藻类细胞能够利

用聚光效应,提高光合作用的效率[23]。脊椎动物

细胞内由中性脂质和色素组成的液滴能选择性地

调控光强[24]。上述现象使得在生物体中寻找天然

存在的可变焦生物微透镜成为可能。叶绿体是高

等植物细胞内特有的细胞器,呈球形或椭球形,它
的外膜主要是由蛋白质和脂质构成的富有弹性的

生物膜[25]。由于叶绿体的主要功能是进行光合作

用,故其对太阳光具有调控能力,是一种潜在的光

学微透镜材料。
叶绿体可作为可变焦微透镜的关键是叶绿体

在外力作用下能发生形变。目前,使生物体产生

形变的方法主要有压痕法[26]、微管吸吮法[27]和光

镊拉伸法[28]等。其中,光镊技术利用高度聚焦的

激光束对生物体施加光学梯度力和光学散射力以

实现对生物体的捕获、排列、旋转和拉伸等光学操

作。由 于 光 镊 技 术 具 有 非 接 触、无 损 伤 的 优

势[29-31],因此被广泛应用于物理光学、生命科学等

研究领域中,成为细胞拉伸[32]、细胞分化[33]和颗

粒组装[34]等研究的重要工具。
本研究工作发现细胞内的叶绿体具有聚光能

力,通过丁达尔效应对不同形态和不同直径的叶绿

体的光聚焦特性进行了系统且深入的研究。此外,
利用光镊技术实现了对细胞内叶绿体的捕获和拉

伸,构建了焦距可调的叶绿体微透镜,并将其应用于

对光栅结构和植物细胞内肌动蛋白丝的放大成像以

及对量子点荧光信号的增强。

2 实验部分

2.1 仪器设备

图1为实验装置和材料表征。采用高速扫描光

镊系统(Aresis公司生产的 Tweez250si)对叶绿体

进行捕获和拉伸,该系统的光路结构如图1(a)所
示。首 先,利 用 声 光 调 制 器 (AOD)对 波 长 为

1064
 

nm的近红外激光进行时空分布调制。然后,
利用扩束器对调制后的激光进行扩束,扩束后的激

光被双色镜反射后会进入高数值孔径物镜,并聚焦

到样品处。此外,在光镊系统中配置了荧光模块,
荧光光源为自制冷LED灯,利用准直器对LED发

出的光进行准直,准直光通过滤波片后会被双色

镜向上反射,光束经过物镜后可以激发样品的荧

光。在实验过程中采用高速CCD记录荧光信号,
并在计算机屏幕上实时显示。光镊捕获和拉伸叶

绿体的原理如图1(b)和图1(c)所示。叶绿体在光

梯度力的作用下被稳定束缚在聚焦光束的焦点附

近,AOD可以改变激光光束的位置,叶绿体会随着

激光位置的改变而移动。在利用双光束拉伸叶绿

体的过程中,光势阱分别设置在叶绿体的两端,其
中一个势阱用于固定叶绿体,另一个势阱作为手

柄,可以自由移动,此时叶绿体会被相应拉伸,发
生轴向形变。利用光镊可以同时捕获和移动多个

叶绿体微透镜,并排列成特定的图案,进而可以提

高操控效率,如图1(d)~(f)所示。此外,光镊移

动叶绿体的最大速度(v)与激光功率(P)呈正相

关,如图1(g)所示。因此,增大激光功率可以有效

提高叶绿体的移动速度。

2.2 材料准备

实验中所用的叶绿体是从轮叶黑藻叶子中提取

的。具体过程:1)选取5~8片新鲜的黑藻叶片,洗
净后用镊子撕裂叶片并放入离心管中。在离心管内

注入1.5
 

mL的NaCl溶液(体积分数为2%),用于

维持溶液的渗透压,避免叶绿体被破坏;2)过滤掉溶

液中的叶片残渣,在转速为1000
 

r/min的离心机中

离心2
 

min,倒去上层清液;3)向沉淀物中注入

1
 

mL的NaCl等渗溶液。此过程重复三次,可得到

叶绿体悬浮液。
为验证叶绿体的光聚焦能力,实验利用光纤探

针将入射光照射到叶绿体表面上。实验中所用的光

纤探针是通过熔融拉锥法制备的。在加热光纤前,
首先用光纤钳剥除单模光纤表面的涂覆层和缓冲

层,留出一段长为4
 

cm,直径为125
 

μm的裸光纤,
并在 其 外 面 套 上 毛 细 玻 璃 管 (内 径 为 0.9~
1.1

 

mm),以避免光纤在拉制过程中被折断。然后,
剥除光纤包层,将纤芯置于酒精灯外焰(温度约

500
 

℃)上方加热约20
 

s后,沿光轴方向进行拉伸

(速度为4
 

mm/s)。当光纤熔融断裂后,其末端会

形成特定大小的锥形结构(锥角为48°、尖端直径为

3
 

μm),可通过改变加热时长和拉伸速度控制锥形

结构的直径和锥角。
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图1 实验装置与材料表征。(a)光镊系统示意图;(b)光镊移动叶绿体示意图;(c)光镊拉伸叶绿体示意图;(d)~(f)光镊排

列叶绿体的显微图片;(g)叶绿体移动速度随光功率的变化;(h)叶绿体的荧光图片,插图为黑藻叶片;(i)叶绿体的三

          维共聚焦照片;(j)叶绿体的等效直径分布;(k)单个叶绿体的透射光谱
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  成像实验中使用的样品是红光光盘表面的光栅

结构。制备过程:1)用无水乙醇擦拭红光光盘的表

面,再裁剪出长为2
 

cm,宽为1
 

cm的光盘结构,并
除去红光光盘表面的保护膜,将光栅结构裸露在空

气中。利用扫描电子显微镜测量得到光盘表面光栅

结构的特征尺寸为200
 

nm;2)在荧光增强实验中使

用发射波长为520
 

nm的量子点作为样品。在5
 

μL
量子点溶液中注入1

 

mL去离子水,将稀释后的量

子点溶液放置在超声波振荡器中超声振荡10
 

min;

3)将量子点溶液滴加到用75
 

%无水乙醇擦拭过的

载玻片表面上,并在干燥无尘的环境中静止5
 

h,随
后载玻片上会自组装形成量子点团簇。

2.3 材料表征

实验中所用的叶绿体是从水生植物轮叶黑藻的

叶片中提取得到的。由于轮叶黑藻的叶子透明度

高,细胞呈单层结构且内含大量的叶绿体,故其是观

察和提取叶绿体的典型样本。在荧光显微镜下,叶
片中的叶绿体被蓝色波段的光激发,呈红色的自发
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荧光,如图1(h)的荧光图片所示。图1(i)展示的是

叶片中叶绿体的三维共聚焦荧光图像。可以看出,
叶绿体的形状为球形或椭球形。图1(j)的直方图是

对100个叶绿体的尺寸进行统计测量,得到叶绿体

的平均直径为4.8
 

μm。图1(k)为单个叶绿体在紫

外-可见-近红外的透射光谱,叶绿体透射峰的中心

波长为530
 

nm,与后续成像实验中显微镜照明光源

的中心波长(560
 

nm)接近。

3 结果与讨论

3.1 不同形状叶绿体微透镜的聚焦特性

为探究不同形态叶绿体的光聚焦特性,利用双

光束光镊捕获叶片内的叶绿体,并沿垂直光轴方向

缓慢拉伸叶绿体的一端,使其产生形变,其拉伸过程

如图2(a)、(b)所示,图2(b)中的F 表示光势阱对

叶绿体拉伸的力。随着拉伸时间的增加,叶绿体长

短轴比A/B(A 为叶绿体的长轴,B 为叶绿体的短

轴)逐渐增大,比值最大为2.7,表明叶绿体具有可

控的形变能力,如图2(c)所示。除了可借助高速扫

描光镊系统对叶绿体微透镜进行操控外,利用简易

的光纤光镊也可以捕获和拉伸叶绿体,实验步骤如

下。将拉制好的锥形光纤放置在光纤调节架上,用
微型注射器将叶绿体悬浮液滴到样品池中,使溶液

完全浸没光纤末端。同时,向光纤中通入波长为

980
 

nm的激光,以将叶绿体捕获在锥形光纤尖端,
如图2(d)所示。当叶绿体固定在样品池底部时,利
用锥形光纤拉伸叶绿体的一端,可使叶绿体产生形

变,如图2(e)所示,其中F1 和F2 表示拉伸叶绿体

的力和将叶绿体固定在样品池底部的力。此外,借
助双光纤光镊捕获叶绿体,可以将光纤波导和叶绿

体微透镜进行集成,如图2(f)、(g)所示。为了观察

叶绿体微透镜的聚焦效果,将粒径为50
 

nm的聚苯

乙烯(PS)纳米颗粒溶液滴到叶绿体悬浮液中,再将

波长为637
 

nm的激光通入光纤探针。当可见光通

过粒径远小于入射光波长的PS胶体颗粒溶液时产

生丁达尔效应,此时溶液中会出现明亮的光路。当

利用入射光波照射叶绿体时,由于散射光和透射光

的干涉效应,故在叶绿体背后的阴影区域中会产生

一个聚焦的光束。对于 A/B 分别为1(A=B=
7

 

μm)和1.3(A=9
 

μm,B=7
 

μm)的叶绿体微透

镜,它们的焦距L 分别为14.8
 

μm和20.3
 

μm,相
应的实验图如图2(h)和2(i)所示。通过COMSOL

 

Multiphysics有限元方法进行相应的数值模拟,其
相应的场分布如图2(j)和2(k)所示。模拟得到的

焦距略大于实验得到的焦距,这是因为在模拟中将

叶绿体设置成了结构和折射率均匀的球体。在模拟

中,将叶绿体的折射率设置为1.42[35],其周围环境

的折射率设置为1.33,将辐射边界的一端设为入射

端口,其他边界采用散射边界条件。在入射光波长

为637
 

nm下,通过一系列的二维有限元模拟,得到

了叶绿体微透镜的焦距和半峰全宽(FWHM)与

A/B 的函数关系,如图2(l)所示。在实验中,光镊

能够实现的叶绿体长短轴比A/B 的最大值为2.7,
相应的焦距为45

 

μm。随着叶绿体微透镜长短轴比

的增大,焦点沿光传播方向向前移动,相应的焦距与

FWHM均增大。

3.2 不同直径的叶绿体微透镜的聚焦特性

相比不同形态的叶绿体微透镜,直径不同的叶

绿体所产生的聚光效应也不同。在对不同直径叶绿

体微透镜聚焦特性的研究中,将光纤探针放置在距

离微透镜60
 

μm处,分别在直径(D)为4.0
 

μm和

9.0
 

μm的微透镜中通入波长为637
 

nm的激光,在
丁达尔效应的作用下,微透镜的焦距分别为7.3

 

μm
和19.7

 

μm,聚焦效果如图3(a)和图3(b)所示。接

着,改变入射光的波长,在直径为9.0
 

μm的叶绿体

微透镜中通入波长为532
 

nm的光束,测量得到其

焦距为16.6
 

μm,如图3(c)所示。对上述的实验进

行相应的模拟,相应的光场分布如图3(d)~(f)所
示,相应的焦距分别为8.1,18.3,16.9

 

μm。实验

与模拟得到的焦距的误差在合理的误差范围内。
在相同的模拟参数下,改变微透镜的直径大小,通
过一系列的二维有限元模拟,得到微透镜焦距L
和FWHM与直径的函数关系,如图3(g)所示。
当光照射叶绿体(直径为2~11

 

μm)时,由于入射

光波长小于叶绿体的尺寸,因此不会出现干涉和

衍射现象。一部分光在叶绿体表面会产生散射现

象,这是叶绿体表面不完全光滑导致的,对光的聚

焦没有产生明显的影响。微球的散射光强集中分

布在向前的小角度内,直径越大的叶绿体微透镜,
其向前的散射角度越大。同时,微透镜焦斑会延

长,微球焦点会逐渐远离微球,FWHM 会 增 大。
对于同一直径的叶绿体微透镜,不同的入射波长

对其焦距和FWHM的影响也不同,相应的函数关

系图如图3(h)所示。不同波长的光在介质中传播

的速度不同,其折射率也不同。波长越大,相应的

折射率越小,光线折射程度越低。对于相同的叶

绿体微透镜,入射波长越大,其散射角越大,相应

的焦距与FWHM也越大。
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图2 不同形态叶绿体微透镜的光聚焦。(a)(b)叶绿体的拉伸过程;(c)
 

A/B 随拉伸时间的变化;光纤光镊(d)捕获和

(e)拉伸叶绿体的显微图片;(f)(g)光纤波导与叶绿体微透镜的集成;(h)球形和(i)椭球形的叶绿体光聚焦的实验照

片;(j)球形和(k)椭球形的叶绿体光聚焦的模拟光场分布;(l)叶绿体的焦距和FWHM 与A/B 的关系,其中圆点代

                  表模拟数据,实线代表拟合曲线

Fig 
 

2Light
 

focusing
 

by
 

chloroplast
 

microlenses
 

with
 

different
 

shapes 
 

 a  b 
 

Stretching
 

process
 

of
 

chloroplasts 
 

 c 
 

A B
 

varying
 

with
 

stretching
 

time 
 

micrographs
 

images
 

of
 

chloroplast d captured
 

and
 

 e 
 

stretched
 

by
 

optical
 

fiber
 

tweezers 
 

 f  g 
 

integration
 

of
 

optical
 

fiber
 

waveguide
 

and
 

chloroplast
 

microlens 
 

experimental
 

images
 

of
 

light
 

focusing
 

by
 

 h 
 

spherical
 

and
 

 i 
 

ellipsoidal
 

chloroplast 
 

simulated
 

optical
 

field
 

distribution
 

of
 

light
 

focusing
 

by
 

 j 
 

spherical
 

and
 

 k 
 

ellipsoidal
 

chloroplast 
 

 l 
 

relationship
 

among
 

focal
 

length
 

of
 

chloroplast 
 

FWHM
 

of
   

 

chloroplast 
 

and
 

A B 
 

in
 

which
 

dots
 

represent
 

simulated
 

data
 

and
 

solid
 

lines
 

represent
 

fitted
 

curces

3.3 叶绿体微透镜的光学成像

3.1节和3.2节中的实验证明了叶绿体对光具

有聚焦能力,为了研究叶绿体微透镜的成像能力,利
用叶绿体微透镜对精细结构样品进行成像观察。在

实验中,将叶绿体微透镜的悬浮液滴到处理后的红

光光盘表面上。图4展示了叶绿体微透镜的成像与

探测。扫描电子显微镜(SEM)图像显示红光光盘

上的光栅结构间距为200
 

nm,如图4(a1)所示。图

4(a2)和图4(a3)展示了直径为6
 

μm的球形和椭球

形叶绿体对光栅结构的成像。图4(a3)中的Ⅰ线记

录的是无叶绿体条件下光栅结构中凹槽的强度灰度

值,Ⅱ线为存在叶绿体微透镜条件下光栅结构中凹

槽的强度灰度值,它们相应的归一化强度分布图如

图4(a4)所 示。经 过 测 量 可 以 得 到,I曲 线 的

FWHM为4.3
 

μm,II曲线的FWHM 为6.8
 

μm。
将两曲线的FWHM 的数值相比,可得到该叶绿体

微透镜的放大倍数(约为1.6)。在成像实验中,体
态小的叶绿体的边缘会出现畸变,畸变的程度随着

叶绿体尺寸的增大而降低,也可通过图像处理技术

对畸变进行补偿和纠正。叶绿体微透镜的成像原理

是叶绿体与成像样品接触,样品表面的微纳结构被

叶绿体微透镜放大,再被光学显微镜接收进行二次

放大。在近场条件下,包含物体精细结构的倏逝波

在微透镜内会转换为传播波,在远场中可以形成清

晰放大的图像。
不仅可以利用叶绿体进行体外成像,还可以通

过光镊移动叶绿体对植物细胞内的微结构进行成

像。叶绿体对细胞内的肌动蛋白丝成像的示意图如

图4(b1)所示。图4(b2)展示的是黑藻叶片内肌动

蛋白丝在光学显微镜下的图像。通过光镊操控技术

捕获和移动叶片内的叶绿体,可对肌动蛋白丝进行

放大成像,放大成像图如图4(b3)所示。图4(b4)记
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图3 不同直径叶绿体的光聚焦特性。直径为(a)
 

4.0
 

μm和(b)
 

9.0
 

μm的叶绿体对波长为637
 

nm光的聚焦;(c)直径

9
 

μm的叶绿体对波长为532
 

nm光的聚焦;(d)~(f)与图3(a)~(c)对应的叶绿体光聚焦的模拟光场分布;(g)叶绿

体的焦距和FWHM与直径的关系,其中圆点代表模拟数据,实线代表拟合曲线;(h)叶绿体的焦距和FWHM与入射

           光波长的关系,
 

其中圆点代表模拟数据,实线代表拟合曲线
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录了有叶绿体微透镜和无叶绿体微透镜情况下的肌

动蛋白丝的强度分布,其中w/o
 

Chl表示无叶绿体

条件下的情况,
 

w/t
 

Chl表示存在叶绿体微透镜条

件下的情况。可以发现,在有叶绿体微透镜的情况

下,其强度分布比无叶绿体微透镜情况下的强度分

布要高,且曲线呈现出两个小峰,表明在叶绿体微透

镜的作用下,肌动蛋白丝被放大,更多的细节被观察

到,这有望为研究单细胞的移动和收缩等功能提供

帮助。

3.4 叶绿体微透镜的荧光信号增强

叶绿体的聚光特性除了可以应用于光学成像领

域,其还可以应用于荧光增强领域。在众多的荧光

材料中,量子点具有荧光寿命长、发光稳定性好的优

点,是常用的细胞内的荧光探针。本实验利用叶绿

体微透镜对量子点进行荧光增强。将发射波长为

520
 

nm的量子点自组装在载玻片上,并将叶绿体悬

浮液滴到量子点样品上,玻片上的量子点被光学显

微镜中的蓝光激发,激发光通过叶绿体后产生的局

域光斑可使电场强度得到增强,进而可提高荧光的

激发效率,其荧光增强示意图如4(c1)所示。利用

光镊将直径为4.5
 

μm和9.0
 

μm的叶绿体微透镜

(Chl
 

A
 

和
 

Chl
 

B)分别移动到量子点的上方,量子点

被蓝光激发,荧光信号得到增强,如图4(c2)和图4
(c3)所示,此时增强倍数的关系图如图4(c4)所示。
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图4 叶绿体微透镜的成像与探测。(a1)光盘光栅的SEM 图;(a2)球形和(a3)椭球形的叶绿体对光栅的成像;(a4)图4
(a3)的肌动蛋白丝强度分布;(b1)叶绿体对胞内肌动蛋白丝的成像示意图;(b2)(b3)叶绿体微透镜对植物细胞内肌

动蛋白丝的成像过程;(b4)有无叶绿体的植物肌动蛋白丝的强度分布;(c1)叶绿体对量子点荧光增强的示意图;直径

为(c2)
 

4.5
 

μm和(c3)
 

9.0
 

μm的叶绿体微透镜对量子点的荧光增强;(c4)图4(c2)、(c3)中荧光增强的关系图;
(d1)无叶绿 体 情 况 下 量 子 点 的 荧 光 图 像;A/B 分 别 为(d2)1.0和(d3)1.5的 叶 绿 体 对 量 子 点 的 荧 光 增 强;

                (d4)图4(d1)~(d4)中荧光增强的关系图
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可以发现,荧光增强倍数分别为2.6和3.3,对于直

径越大的微透镜,其荧光增强倍数越大。对于不同

形态的叶绿体微透镜,其对量子点荧光的影响也不

同。在没有微透镜的情况下,量子点的荧光信号微

弱,如图4(d1)所示。将球形的叶绿体微透镜(Chl
 

C)放置在量子点上,并将其沿垂直方向移动,相应
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的荧光图像如图4(d2)所示。利用光镊对该微透镜

拉伸,使其A/B 变为1.5(A=9
 

μm,B=6
 

μm)的
叶绿体微透镜(Chl

 

D),并对量子点进行荧光成像,
如图4(d3)所示,此时荧光增强倍数关系图如图4
(d4)所示。可以发现,荧光增强倍数分别为2.5和

2.0,表明球形叶绿体微透镜具有较强的信号收集

能力。

3.5 叶绿体微透镜的数值模拟

叶绿体微透镜收集和增强信号的原理可以通过

模拟计算来进行研究。该模拟使用基于有限元积分

的COMSOL
 

Multiphysics软件。在模型中,设置

背景介质是折射率n 为1.33的水溶液,使用电磁波

中的点光源模拟量子点荧光,并设其为坐标原点,发
射波长为470

 

nm。叶绿体微透镜折射率为1.42,
其在点光源下方100

 

nm距离处。在荧光收集过程

中,使用显微镜水镜,其数值孔径NA为1,水环境

的折射率n 为1.33。由公式NA=n·sin
 

∂,其中∂
为孔径半角,可计算出α 为49°,物镜收集角2α 为

98°。在无透镜的情况下,点光源的光场分布图如图

5(a1)所示,其相应的发散角分布图如5(b1)。通过

测量得到,在无微透镜的情况下,其发散角β 为

180°,大于物镜收集角98°,故在无透镜的情况下较

难收集荧光信号。接着,在点光源下方100
 

nm 处

分别设置直径为3.0
 

μm和7.0
 

μm的微透镜,在激

发过程中,激发光和微透镜相互作用使样品位置的

局域电场得到增强,激发出的荧光信号会向目镜方

向会聚,进而实现了荧光收集效率的提高,此时的光

场分布图分别如图5(a2)和图5(a3)所示,相应的极

坐标图如图5(b2)和图5(b3)所示,收集角分别为

77°和88°。直径较小的叶绿体微透镜的发散角小,
荧光 信 号 更 容 易 被 收 集。在 相 同 的 模 型 下,将
图5(a3)中微透镜的A/B从1.0(A=B=7.0

 

μm)更

图5 叶绿体微透镜增强量子点荧光的数值模拟。(a1)无微透镜的光场分布图;直径为(a2)
 

3.0
 

μm和(a3)
 

7.0
 

μm的微透

镜的荧光增强模拟;(a4)
 

A/B 为1.8的微透镜的荧光增强模拟;(b1)~(b4)图5(a1)~(a4)相对应的极坐标图;
(c)叶绿体微透镜的增强倍数和发散角与直径的关系,其中圆点代表模拟数据,实线代表拟合曲线;(d)叶绿体微透镜

        的增强倍数和发散角与A/B 的关系,其中圆点代表模拟数据,实线代表拟合曲线
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换为1.8(A=9.4
 

μm,
 

B=5.2
 

μm),其相应的电场

分布图如5(a4)所示,相应的极坐标如图5(b4)所
示,相应的发散角为109°。发射过程中荧光收集效

率增强的计算公式[36]为

φ=
IS

Irad
/IS,0

Irad
, (1)

式中:IS,0 表示量子点的荧光直接辐射到收集面上

的光强;IS 表示量子点的荧光经过微透镜后辐射到

收集面上的光强;
 

Irad 表示量子点在辐射场中的总

光强。
根据(1)式和相应的极坐标辐射分布图,可计算

出不同直径的叶绿体微透镜的荧光收集效率和发散

角的大小,其关系图如图5(c)。可以看出,随着微

透镜直径的增大,其荧光收集效率的增强倍数在逐

渐增大,并且发散角也在逐渐增大。当叶绿体直径

为11
 

μm时,其发散角为91°,小于物镜收集角98°,
故利用球形叶绿体可以有效收集和增强荧光信号。
对于不同长短轴比的叶绿体微透镜,根据(1)式和相

应的极坐标辐射分布图,可得到其荧光收集情况,函
数关系图如图5(d)所示。对于 A/B 越大的微透

镜,其荧光增强倍数越小,相应的发散角越大,表明

椭球形的叶绿体微透镜较难收集荧光信号。

4 结  论

利用光镊操控技术并结合丁达尔效应,发现了

细胞内叶绿体的聚光特性,并将其应用于纳米结构

成像和荧光信号增强。实验结果显示,叶绿体微透

镜的聚焦光斑大小和焦距与叶绿体的形状和尺寸有

关。利用双光束光镊对叶绿体进行拉伸,可以灵活

地调节叶绿体微透镜的焦距(15~45
 

μm)。利用光

镊捕获和移动叶绿体微透镜,可对光盘表面的纳米

光栅结构、植物细胞内的肌动蛋白丝进行放大成像,
成像精度为200

 

nm。此外,利用叶绿体微透镜还可

以有效地增强量子点的荧光信号,进而可实现对微

弱荧光信号的探测。
相对目前报道的固体微透镜,该研究使用的叶

绿体微透镜具有制备简单、不需要化学合成、生物兼

容和环境友好等优点。在实验中,利用光镊技术可

非接触、无损伤地捕获和拉伸叶绿体,提高了叶绿体

微透镜在光学成像和探测应用中的灵活度,在监测

细胞内部的动态过程和生理活动等方面展现出了潜

力。此外,叶绿体微透镜的研究思路,还可以拓展到

其他的天然生物材料上,例如球形细胞、脂质液滴

等,为单细胞成像和探测提供了新的思路和方法。
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