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基于光热效应的显微光谱技术在单粒子检测中应用和发展
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高灵敏度的单粒子检测技术是纳米粒子在生物医学"化学"光电子等领域应用的前提条件#常见的

单粒子检测技术主要包括基于粒子的荧光"拉曼"散射和吸收等信号而发展起来的光学显微成像及光谱技

术#其中!拉曼光谱和荧光光谱技术主要适用于一些具有拉曼活性的分子+粒子或可发光的荧光分子或粒

子!然而即使对于荧光效率高的有机染料分子和半导体纳米粒子!固有的光漂白和
;&96W96

`

现象也对单粒子

探测形成了挑战#散射光谱测量是应用于单粒子检测的另外一种方法!从理论上讲!由于瑞利散射随着尺寸

的减小而呈六次方减弱的趋势!在细胞或生物组织内!小尺寸粒子的散射信号很难从背景散射噪声中分离

出来#众所周知!介质吸收激发光后会引起介质内的折射率变化!进而在光加热区附近出现折射率的梯度分

布!称为光热效应$

)
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%#基于粒子光热效应的光学显微成像和光谱测量技术具有信号灵敏

度高"无背景散射"原位和免标记等优点!在单粒子检测领域展现了良好的应用潜力#综述了近年来基于光

热效应的显微光谱技术在单粒子检测中应用和研究发展!首先介绍了光热效应的测量原理'接着分别讨论

了光热透镜测量技术"微分干涉相差测量技术和光热外差测量技术的实验装置!比较了各种测量技术的信

噪比"灵敏度"分辨率等特点!并且介绍这些测量技术在单粒子检测中的应用研究进展'接着!论述了近年

来研究人员在提高光热显微测量的信噪比"改善动态测量性能以及在红外波段拓展等方面的最新研究成果'

最后!简单总结了光热测量技术在单粒子检测领域所面临的挑战#
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由于具有小尺寸效应"表面效应以及量子效应!纳米粒

子在光"电"热等方面均表现出优异的特性!被广泛应用于

生物"电子"光学"医学等领域)

"+!

*

#受其尺寸限制!单粒子

的简单灵敏的检测方法对其应用来讲是至关重要的#目前!

单粒子的光学检测方法普遍采用
.[\.

和激光诱导荧光信号

等测量方法)

?+Q

*

#但是!这类检测主要局限在具有
.[\.

活性

的粒子或可发光的荧光分子或粒子#并且!即使对于发光性

能较好的有机染料分子和半导体纳米粒子!固有的光漂白和
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现象也对单粒子探测形成了挑战#光散射测量是应

用于超细粒子的显微成像和检测的另外一种方法!但从理论

上讲!受液体背景下瑞利散射截面所限!最小的探测尺寸大

约为
,-6G

#文献已有报道!在表面等离子共振频率的暗场

照明下结合微分干涉对比技术和视频增强技术可探测到直径

小于
!-6G

金属粒子)

"-

*

#然而!由于瑞利散射随着尺寸的减

小而呈六次方减弱的趋势!在细胞或散射组织内!小尺寸粒

子的散射信号很难从背景散射噪声中分离出来#

众所周知!介质吸收电磁波后!部分或者全部激发能会

转化为热能#

#-

世纪
O-

.

,-

年代!研究人员基于这种能量

的弛豫机制发展了基于光热效应的光谱技术)

""+">
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#其中比较

常见的包括光热干涉技术"热透镜"光热偏转等测量技术!

并且这些测量技术也逐渐与光学显微成像结合起来#利用这

些测量方法!研究人员测量了薄膜"固体"液体和气体等样

品中物质的微弱光吸收!检测极限可达到
6

`

甚至
)̀

量级#

随着技术的不断发展!近年来光热测量技术在单粒子"单分

子检测领域体现了极强的应用前景#本论文主要介绍基于光

热效应的光谱检测技术在单粒子+分子成像和光谱检测方面

的应用和发展历程#主要包括热透镜显微技术"偏振干涉测



量技术"光热差分测量等技术的实验装置"原理以及在单粒

子+分子检测方面的应用!论文还论述了近年来研究人员在

提高光热显微技术的信噪比"实现动态测量以及拓展红外测

量方面的研究进展#

"

!

光热测量原理

!!

介质对激发光的吸收会引起介质内的折射率变化!并且

会在加热区附近出现折射率的梯度分布!称为光热效应#人

们利用第二束探测光入射至介质!可以获取光热效应导致的

光程改变"折射率曲率变化或光偏转等!由这些信号就可以

得到介质内的光吸收特性#对于纳米粒子而言!它的吸收截

面随着尺寸的减小而呈三次方减小的趋势!当粒子小至某一

尺寸后!吸收将会大于散射#强吸收所导致光热效应会导致

颗粒周围的温度增加#

图
)

!

单粒子光热测量原理模型.
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根据热传导理论!假设粒子位于各向同性介质中!如图

"

所示!当激发加热光束作用在粒子上!在距离功率为
B
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%*%加热点$即纳米粒子%的某处温度
/

可

以表示为
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其中!

/

-

是环境温度!

7

是介质热导率!

2

是激发光的调制

频率!

"

是在频率
2

下的热扩散特征长度#由于
'
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)
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是介质折射率随温度的变化率$热光系数%!这一

温度场分布引起介质内折射率分布的变化#根据散射模型!

当入射平面波探测光束通过显微物镜聚焦在粒子上!粒子周

围的折射率分布将会引起光的偏转形成散射场)

"O+",

*

!透射+

反射和散射光共同被收集进入探测器!人们可以通过光束调

制"干涉"外差等技术将粒子的光热信号提取出来!从而获

得粒子的光吸收特性#有关粒子光热测量的理论模型不断完

善和发展!例如!

C5W5

4

%3_9f%;5

4

53_9

小组在散射模型的基

础上将透镜对平面波的聚焦作用考虑进去!分析了角度和调

制频率对光热信号影响)

"O

*

#与散射模型中采用的平面光波

入射不同!

:256WN_90_%3

小组从几何光学角度!利用
8PNM

高斯矩阵光学建立了高斯型光束入射下光热显微测量的理论

模型)
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常见的光热显微测量技术

$*)

!

热透镜测量技术

最初!光热测量技术一般被用于平面样品的检测!

"QQ-

年!东京大学的
C3<

`

<%.5B575

小组将光热偏转测量技术用

于单个微球的检测中!所采用的树脂微球的尺寸在
#--

!

>--

#

G

之间)

#-+#"

*

#

"QQ*

年!该组将显微镜引入光热偏振测量系

统!实验装置如图
#

所示!在这一测量系统中!激发加热光

使用
82

a激光器的
!,,6G

波长!探测光束为功率
"G^

的

X/+(/

激光器的
>**6G

波长!激发光经声光调制后和探测

光束同轴引入显微物镜!经显微物镜后聚焦在样品上!光束

经样品后由滤光片去除激发光#如图
*

$

5

%所示!由于吸收介

质的折射率一般具有负温度系数!因此!激发光束的吸收导

致的热透镜效应会使探测光束发散!通过测量透过小孔的探

测光束的强度变化可检测样品的热信号#该光热显微测量系

统对染料包覆的树脂微球样品的检测极限达到了
d

`

量级!

并且!信号的空间分辨率近
"-

#

G

)

##

*

#在这一测量系统中!

激光发和探测光同轴引入显微镜!利用物镜的色差使两束光

束聚焦于不同的点!可以避免调整和准直激发和探测光束的

麻烦#考虑到测量原理基于热透镜效应!因此!研究人员将

这种探测方法归类于双光束热透镜测量技术)

#*+#?

*

#

图
$

!

热透镜显微测量装置示意图.
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"QQ?

年!

.5B575

小组将这种热透镜显微技术应用于水

环境中染色生物细胞的分析中!显示了这种探测技术在生物

领域的应用前景'

"QQ,

年!

.5B575

小组利用该技术成功地

检测了液体中单个粒子的脉冲光热信号!并分别对它们进行

计数)

#>

*

#图
*

$

;

%是显微镜焦点附近液体环境中单粒子光热

显微检测的截面示意图!根据
.5B575

的模型)

#-

*

!透过物镜

的激发光诱导样品中的热效应!对单个粒子!其尺寸远小于

光束的束腰半径!在激光束探测体积内!作布朗运动的单个

粒子像一个运动的点状热源!粒子周围的温度梯度增强了光

热效应#图
!

为不同粒子数浓度的
,-6G

聚苯乙烯球的光热

信号响应!其中探测区粒子数在
-

到
,'OE"-

F!之间变化#

从图中可以明显观察到痕量粒子的光热脉冲信号#同时研究

人员发现!系统的光热信号响应主要决定于锁相放大器的时

间常数!在传统的热透镜测量中!常采用增大时间常数的方

法改善信噪比#而在单粒子检测中!粒子在探测区体积内平

均停留时间仅有几十到几百毫秒量级!具体时间与粒子的尺

-,*
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图
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$热透镜效应示意图.
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$单粒子在液体微区内的

光热效应示意图.
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痕量
=<97

聚苯乙烯微球溶液的光热信号%期望值#探

测区内的粒子数$分别为 #

.

$
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寸有关#因此!锁相放大器较小的时间常数更有利于提高脉

冲信号的信噪比#

!!

在光热透镜测量系统中!显微物镜的色差会使激发光束

和探测光束聚焦于不同的点!二者聚焦的位置对探测信噪比

有极大影响#当两束光聚焦点相距
*

"

+

#

g

0

时$

g

0

共焦距离%系

统的灵敏度最佳#因此!

C5W/_9W%f915G%29

等改进了实验装

置)

#O+#Q

*

!引入了焦点控制单元来调整激发和探测光的聚焦点

的相对位移!以达到最佳的热透镜测量布局#此外!光热透

镜显微测量的空间分辨率是由热扩散长度决定的!因此!材

料本身的热光系数和激光的调制频率也是决定测量分辨率的

两个重要参数#在测量系统中一般将探测光调制在
"WXb

左

右!采用锁相放大器来去除背景信号提高信噪比!但是这样

并不能去除由背景噪声导致的
"WXb

左右的低频波动的影

响#

$*$

!

微分干涉相差测量技术

在热透镜测量技术中!主要通过检测热致折射率变化所

引起的透射光强度的变化#当采用这种技术来检测纳米流体

$

656%d&<97903

%时!由于纳米通道$

656%0_566/&

%的尺寸小于波

长!因此不能用几何光学来描述热透镜的折射现象!而探测

光热效应引起的相位信号变化可以解决这一问题#

#--#

年!

法国波尔多大学国家科学研究中心的
P25_9GY%<693

小组和

荷兰莱顿大学惠更斯实验室的
@90_/&S2291

小组采用灵敏的

微分干涉方法去探测粒子光热效应引起的微弱相位变

化)

*-+*"

*

#图
?

$

5

%是测量的实验装置!采用了
?"!6G

的
82

a

激光器作为激发加热光源!

X/+(/

激光器
>**6G

激光作为

探测光束#将加热光束的功率保持在
#-G^

!并用声光调制

器将频率调制在某一频率$

"--WXb

和
"-@Xb

之间%#探测

光束通过偏振分束后经过一个
%̂&&531%6

棱镜后偏振方向旋

转
!?

度!之后分成两个垂直偏振的光束!夹角约
-'"]

#两束

图
?

!

#

.

$偏振干涉光热测量装置&#

@

$直径为
?97

的金纳米

粒子的光热成像.
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光聚焦到显微镜物镜的物平面形成两个相距
"'#

#

G

的光

点#加热光束经分束器后与其中一束探测光重合#两束探测

光经样品表面反射后在
%̂&&531%6

棱镜中重合!二者的相位

差引起的垂直偏振光信号被偏振立方体反射进入快速探测

器#显然!两个探测光束的相位差变化与某点的平均温度呈

正比关系#

在微分干涉相差测量中!为了使两束反射光在
%̂&&53+

1%6

棱镜达到最佳重合!研究人员在光路内插入远心镜头系

统使得棱镜处于物镜的像焦平面!并通过调整加热光束在两

个探测光点间移动!当它与某一个探测光点重合时能够获得

最大的信号#为了提高测量的信噪比!实验采用了锁相放大

器来检测调制频率下两束探测光的强度变化以及相位变化!

并且采用了高频调制的方法来抑制噪声!调制频率决定温度

调制的区域!通过频率的选择使得温度调制区域的体积容量

与显微物镜聚焦点大致重合#为了获得单个粒子的显微成

像!样品由精密位移台控制并相对于三个光点进行扫描#在

这一实验中!研究人员获得了直径为
?6G

的金纳米粒子的显

微图像!如图
?

$

;

%所示!该测量的信噪比达到了
"-

#

!!

液体环境中单粒子探测的难度较大!这主要是由于粒子

的快速布朗运动会导致在聚焦区内停留时间非常短暂$约几

个毫秒%!在这种情况是无法利用信号积分的方法来改善探

测极限的#

#--Q

年!

C5W/_9W%f915G%29

小组利用微分干涉相

差法对水中的单个金纳米粒子$

?6G

%进行计数)

*#

*

!并研究

了微分干涉相差测量中激发光的偏振方向和调制频率对光热

信号的影响#为了获得良好的相位对比!他们采用一对差分

干涉相差棱镜!它们具有
?

#

G

的高切变值!与热扩散长度

一致#实验表明!与传统的热透镜测量技术相比!微分干涉

相差测量方法可使信号的背景降至
"

+

"--

!信噪比提高
"

个

数量级#

在活细胞生物标记成像方面!单粒子$分子%跟踪是常用

的方法!但是所采用的标记粒子必须尺寸足够大$

#

!-6G

%!

其瑞利散射强度才能通过传统的光学显微镜检测#另一方

面!单分子检测中常采用的有机染料"蛋白质标记分子的光

漂白问题限制了它在活细胞内的观察时间#利用光热法可以

实时检测小尺寸金属纳米粒子!从而解决以上问题#

#--*

年!

N%

`

6/1

等采用
"-6G

的金粒子作为标记!利用干涉光热

测量技术成功对膜蛋白显色成像)

!#

*

!实验发现!该方法面临

的一个限制是信噪比与光吸收导致的样品温度上升之间的平

衡#

$*B

!

光热外差测量技术

尽管干涉相差法具有较高的灵敏度!但是它受限于干涉

仪两臂光束的重合度以及二者相位差的波动#

#--!

年!

P25+

_9GY%<693

小组提出了光外差法用于检测单个纳米粒子的光

热信号!并实现了对仅包含
>O

个原子的金属纳米团簇成像#

与微分干涉相差法相比!信号的灵敏提高了
#

个数量级)

**

*

#

理论上!对于一个处于各向同性介质中的金纳米颗粒或

其他吸收纳米粒子!在一束强度调制的激光照射下!可以看

作一个热功率为
B

_/51

)

"a0%3

$

#

<

%*的热源!其中
#

是调制频

率!

B

_/51

是粒子吸收的平均激光功率#光热效应导致粒子周

围介质受时间调制的折射率分布发生变化)

*#

*

'

*

$

'

!

<

%

)

-

*

-

/

B

_/51

!

&+

'

"

3

0%3 #

<

1

'

"

$ %

1_

/

1

'

+

"

) *

1_

其中!

'

是与粒子的间距!

*

为介质的折射率!

-

*

-

/

是折射率

随温度的变化率!

"

1_

)

#

+

+

#槡 G

为热扩散特征长度!

+

和
G

是介质热导率和单位热容#当探测光束与这一折射率分布场

相互作用后!散射光将包含频移
#

的边带信号!利用锁相放

大器检测散射光与参考光干涉后调制频率为
#

的拍频信号

即可获取样品的光致热分布#

!!

其测量装置如图
>

$

5

%所示)

*!

*

!采用了
C9

蓝宝石激光器

图
Q

!

#

.

$光热差分显微测量装置&#

@

$直径为
?97

的金纳米粒子的光热成像&

#

:

$

)*>97

的金纳米团簇光热图像.

BB

/

+,

-

*Q

!

$

.

%

XY

D

5;,7592L:457.2,:803

D

4020245;7.E4525;0F

/

95,7.

-

,9

-

75240F

'$

@

%

D

4020245;7.E,7.

-

,9

-

03,80E.25F?97%1

9.90

D

.;2,:E58

'$

:

%

D

4020245;7.E,7.

-

503,80E.25F)*>97%19.90

D

.;2,:E5

#,*
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的
O#-6G

作为探测光!

(7IJ8K

的倍频光
?*#6G

作为加

热光束#为了避免吸收光功率对电子弛豫动态的影响!实验

采用弱激发条件!使得两次连续吸收过程的平均时间间隔比

纳米粒子的弛豫时间长#利用声光调制器将加热光束调制频

率保持在
"--WXb

到
"?@Xb

#两束光用高孔径物镜聚焦在

样品同一点!探测光与散射场干涉作用后通过另一物镜"分

色镜和红光滤光片后进入锁相放大器#实验中激光光点固

定!通过
#M

压电扫描系统移动样品从而获取粒子的显微图

像#图
>

$

;

%和$

0

%分别是直径为
?6G

的金纳米粒子和
"'!

6G

金纳米团簇的三维光热外差图像#可以看出!图像中没

有衬底的背景噪音!信号完全来自于光吸收粒子即金纳米团

簇#此外!该小组利用这一方法在弱光照射下成功地完成了

对
N7./

+

g6.

发光量子点的成像!并且还测量了单个金纳米

粒子的吸收截面#

!!

与早期的光热透镜测量和干涉相差测量技术相比!光热

外差显微技术具有灵敏度高"装置相对简单!无需光束准直

等显著优点!因而在单粒子检测方面获得了广泛的应

用)

*!+!?

*

#

#--?

年!

P25_9GY%<693

小组利用光热外差法测量了

单个金纳米粒子的吸收光谱!研究了金属纳米粒子表面等离

子吸收的尺寸效应!清楚地观察到了最小直径为
?6G

的金纳

米粒子的局域表面等离子共振的均匀展宽)

*?

*

#同年!该小组

利用同样的方法首次在室温下测量了单个
N7./

+

g6.

半导体

纳米晶的吸收光谱!观察到了带边
c

态和高能态$

"5

/

!

#5

_

!

*

+

#

%的共振吸收!测得了吸收和荧光谱线的斯托克位

移)

*O

*

#

#--,

年该组又将光热外差法用于单根碳纳米管吸收

截面的测量)

*,+*Q

*

#

#-"-

年!

K2/

`

X521&567

小组用光热外差

成像法测量了单根
N7./

纳米线的吸收截面!并且观察到了

了纳米线沿不同方向的各向异性光吸收现象)

!-

*

#同年!

S2291

小组利用该技术首次在室温下测量了单个
PXH"

$

P&50W+

X%&/+H</60_/2

%分子的吸收截面)

!"

*

!实验结果表明!这一测

量技术对缺陷或粗糙度的散射不敏感!在
*--G3

的积分时

间内单分子检测的信噪比可达到
"-

#

#-"?

年!莱斯大学的

.1/

)

_56Y96W

小组将多波长超连续激光作为加热光束引入光

热测量装置!测量了金属纳米粒子的吸收光谱!并且实验确

定了不同尺寸和形状的单个粒子的吸收和散射光谱间的相对

位移)

!#

*

#

光热外差法在生物机理研究中也展示了优异的应用前

景)

*?

!

!*+!,

*

#

#-->

年!

Y536/

等利用更高灵敏度的光热外差法

检测了利用低粒子数密度的
?6G

金粒子标记的膜受体在活

的
NS.O

细胞内的二维运动轨迹!并且实验发现!对于水介

质中
?6G

的金纳米粒子!功率密度为
!--Ŵ

&

0G

F#的激光

仅会引起
"'?f

的温升)

!!

*

#

#-""

年!

Y/7<0

等利用光热外差

法探测了
@h.

+

SC

包覆的金纳米粒子在细胞质内的动态特

性!并且可根据光热信号获知探测区内局部的细胞粘度信

息)

!>

*

#

*

!

单粒子光热检测技术的发展

B*)

!

信噪比的改进

在光热测量技术中!纳米粒子或分子样品均浸没在光热

介质中!如空气"水"硅油"甘油等!因此周围介质的光热特

性是决定信号强度的一个重要因素#定义光热介质的品质因

数
:S@D*

-

*

-

/

"

+

!其中!

-

*

+

-

/

称为介质的折射率敏感

系数!也称光热系数#采用热光系数高的材料作为纳米粒子

的周围介质可以大大改善光热信号的信噪比)

!Q+?#

*

#

@90_5/&

S2291

等将纳米粒子置于甘油内!与在水中相比光热外差成

像的信噪比提高了
?

倍'当将纳米粒子置于正戊烷溶液内

时!成像信噪比与甘油中相比又提高了
?

倍)

!Q

*

#

#-"#

年!

P25_9GY%<693

小组又选用了
!+0

4

56%+!

1

+

)

/6

4

&;9

)

_/6

4

&

$

?NP

%

液晶作为周围介质!利用液晶相变时强烈的折射率变化特

性!将金纳米粒子成像信噪比相比水环境中提高了近
!-

倍#

图
O

对比了尺寸为
#,6G

的金纳米粒子在不同介质内光热成

像!介质为水和硅油时光热信号如图
O

$

;

%和$

0

%所示!介质

为
#*

和
*"k

的
?NP

液晶时的实验结果如图
O

$

7

%和$

/

%所

示#显然!介质对图像信噪比影响极大!当粒子置于液晶且

相变温度
*"k

时!图像的信噪比最好)

?"

*

#

#-">

年!

S2991

小

组又将超临界流体
c/

作为粒子的浸没介质!在液
+

气相变的

临界点流体
c/

介质具有极大的光热系数!利用这一特性将

?6G

粒子的光热差分显微成像的信噪比提高了
!!-

倍)

?#

*

#

图
I

!

直径为
$=97

的金纳米粒子在不同介质条件下的光热信号对比

$

;

%(水'$

0

%(硅油'$

7

%(

#*k

时液晶
?NP

'$

/

%(

*"k

时液晶
?NP

)

?"

*

+,

-

*I

!

V4020245;7.E,7.

-

5803$=97

-

0EF9.90

D

.;2,:E58;5:0;F5F,9F,335;59275F,.

$

;

%(

5̂1/2

'$

0

%(

.9&90%6/%9&

'$

7

%(

?NP51#*k

'$

/

%(

?NP51*"k

B*$

!

动态测量技术的发展

*'#'"

!

光热关联光谱法#

)

_%1%1_/2G5&0%22/&519%63

)

/012%3+

0%

)4

$

#--Q

年!光热信号关联光谱技术开始被用于探测单个纳

米粒子在介质中的扩散"光物理等动态特性研究中)

?*+?>

*

!与

荧光关联光谱$

d&<%2/30/60/0%22/&519%63

)

/012%30%

)4

!

:N.

%类

*,*
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似!它测量与纳米粒子光吸收成正比的光热信号的相关函

数#其检测实验装置与光热外差法一样!时间调制的激发光

束诱导纳米粒子周围的随时间改变的折射率分布!探测光束

与折射率分布相互作用后携带与调制频率同步的散射信号!

探测器检测该散射场与前向透过光束相干后的拍频信号#在

自相关测量中!探测光束"激发光束以及样品位置保持不

变!伴随纳米粒子在探测区域内扩散的高取样频率下信号的

涨落被记录下来#该信号主要来自于光热信号$

&

%的自相关

函数)

,

$

3

%*为

,

$

3

%

)

4

$

5

$

<

%

$

5

$

<

33

%5

4

5

$

<

%5

#

)

4

5

$

<

%

5

$

<

33

%5

4

5

$

<

%5

#

3

"

其中45代表时间平均#假设观察区域是椭圆高斯形分布!并

且粒子运动为自由扩散!那么!

,

$

3

%

)

"

N

"

3

3

3

$ %

9

"

3

3

.

#

3

$ %

9

"

+

#

其中
N

是观察区域的平均粒子数!

.

是观察区域的形状参

数!

3

9

是特征扩散时间#观察区域的形状参数
.

对确定特征

扩散时间是非常重要的!假设探测区域为准共焦$

U

<539+0%6+

d%05&

%高斯形状!

.DA

O

+

A

;

D

!

A

O

和
A

;

D

分别为椭球横向和

纵向半径#在实验中!根据归一化自相关函数拟合实验曲

线!获得参数
N

和
3

9

!由扩散时间
3

9

和液体的粘度系数
'

以及与温度和装置几何形状相关的参数
(

间的关系!

3

9

D

(

'

M

!就可以获得粒子在液体介质中的动态半径以及扩散情

况#如图
,

所示!

$9e9/6

等用这种技术测量了功能化修饰的

金纳米粒子的光热关联曲线!通过与理论拟合!可以分别获

取生物素单功能化"链酶亲和素混合后的纳米粒子以及

N8Y((

包覆前后的纳米粒子光热信号的关联曲线!得到不

同修饰的纳米粒子的扩散时间!进而获取粒子动态的流体学

直径!精度可达到纳米量级)

?*

*

#

#-"*

年!

@52W<3./&GW/

等在双焦点探测区域体积近似

的基础上分析评价相关函数!提出了一个新的光热关联光谱

测量技术)

?O+?,

*

#结果表明!该技术可以测量
"!6G

的金纳米

粒子在辐射压力引导下的漂移速度大约为
"-6G

&

G3

F"

!这

一数值低于单粒子荧光关联光谱测量的探测极限!在这一测

量中!由于样品的采样体积非常小!大约飞升$

d/G1%&91/2

%量

级!因而获取的光热信号不包含空间和时间分布的信息#

#-"?

年!利物浦大学的
(9/e/23

等将栅格图像关联光谱技术

应用于光热显微镜成像系统!不仅实现了纳米粒子空间分布

的观察!而且获得了粒子在宽时间范围内的扩散动态)

?Q

*

#

图
=

!

#

.

$

)<97

生物素单功能化的纳米粒子#左$和与链酶亲和素混合后#右$的纳米粒子的光热信号关联曲线&#

@

$

Z%"TT

包

覆前后的纳米粒子光热信号关联曲线

+,

-

*=

!

$

.

%
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光热外差全息成像#
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常规的光热测量技术一般采用单点测量!它通过激光对

粒子周围折射率的变化进行空间扫描成像!因此!入射光瞬

时的噪声将会引起图像在空间上的噪声#同时!单点测量很

难提供快速的大视场成像!难以获得粒子间的相对位移等信

息)

>-+>"

*

#光热激发与数字外差全息技术的结合是近年发展的

大视场$

"--

#

G

# 区域%光热探测方法)

>"

*

#其测量装置如图
Q

所示!光热激发采用波长为
?*#6G

的正弦调制的连续波激

光!通过分束器后直接进入物镜照射在样品上#全息照相臂

采用波长为
O,?6G

单模激光二极管!由半波片和偏振分束

器将光分为参考光束和照射光束#二者都采用了声光调制器

将频率调制在
,-@Xb

附近#为了使两束光的偏振方向一致

以便干涉!在其中一束光路上加入半波片#与大多数差分干

涉仪一样!该装置可以通过选择适当的失谐频率来研究调制

在任一频率下的光热信号#

图
R

!

光热外差全息成像的测量装置示意图
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这种光热外差全息成像方法可以在
?3

内对
",-

#

G

# 范

围内的样品成像!与单点扫描成像技术的
#?

#

G

#

&

G96

F"相

比要高的多#同时!该方法可以研究纳米粒子在三维空间的

信息!在生物领域对标记纳米粒子的三维成像中具有较好的

应用价值#然而值得注意的是!与单点检测相比!大视场检

测的信噪比要大约低一个数量级#该方法需要在大的观测范

围"视频速率采样速率以及大热扩散半径之间权衡协调#此

外!要获得在大视场内对样品加热的功率密度!就需要超高

的激光功率!这就有可能会对样品造成损伤#

B*B

!

激发光波长的拓展

红外显微技术与光谱技术的结合可用于微区样本分析!

在材料"生物等领域具有非常广阔的应用前景#然而!由于

红外光谱中大多数可利用的激光波长位于中红外$

*

!

""

#

G

%!瑞利判据
4

D-'>"

%

+

N.

的限制决定了红外显微镜的

空间分辨率普遍较低!采用固体浸没透镜可提高分辨能力!

但最多可以使分辨率达到
#

#

G

左右#近年来!红外光热外

差显微技术逐渐发展起来)

>#+>Q

*

#与普通光热外差测量装置不

同的是采用中红外激光作为激发光源!仍然采用可见光为探

测光!这样光热差分显微技术不仅可以测量样品带间吸收的

光热信号!还可测量带内跃迁"振动跃迁吸收等#并且!信

号的空间分辨率可提高至亚微米量级#

#-"O

年!
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X52&567

小组利用中红外可调谐光学参数振荡器$

#'?

!

*'O

#

G

%作为激发光源!

?*#6G

激光作为探测光!在干燥环境中

实现了亚微米尺寸聚合物粒子的成像!分辨率达到
-'*

#

G

)

>O

*

#同年!

P9

T

//3_

等采用双光子吸收导致的热效应!对

单个
#-6G

的
P5C9S

*

纳米粒子的成像!由于非线性光激发

可避开生物组织对
*?-

!

>?-6G

可见光的吸收!从而实现快

速深组织成像!因此!红外光热成像在生物非线性光学标记

领域展现出了良好的应用前景)

>#

*
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!

!

结
!

论

!!

基于光热效应的显微光谱技术具有优异的时空分辨率"

信噪比和灵敏度!可实现对样品的实时"原位和免标记检

测!因而!近年来在单粒子成像和光谱分析方面取得广泛的

应用#但是!光热显微技术的发展仍然面临一些挑战!比如

实验装置相对复杂"信号的时间分辨率较低"检测速度慢等

问题#通过技术的不断进步!可望克服现有技术的不足!进

一步提升其检测性能)

O-+O#

*

#同时!在大数据时代!基于机器

视觉等人工技术的图像分析和数据处理技术可以高效的从海

量的图像数据中获得更准确的信息!这些技术的引入可望进

一步推动光热显微光谱技术在单粒子检测领域的应用#
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!

\%G

4

\57p6b

!

:256WN90_%3=V2%0=%d.VZ[

!

#--Q

!

O",?

(

O",?-$=

)

?>

*

!

\%G

4

\57p6b

!

M569/&\96

`

3

!

f&5<3f2%

4

!

/15&=L=V_

4

3=N_/G=8

!

#--Q

!

""*

(

">O!=

)

?O

*

!

@52W<3./&GW/

!

@520%P25<6

!

:256WN90_%3=8N.(56%

!

#-"#

!

>

(

#O"!=

)

?,

*

!

@52W<3./&GW/

!

\%G

4

.0_50_%dd

!

@520%P25<6

!

/15&=\.N87e560/3

!

#-"*

!

*

(

*Q!=

)

?Q

*

!

(9/e/3ML

!

Y9J

!

:/2696

`

MK

!

/15&=\=.%0=S

)

/6.09=

!

#-"?

!

#

(

"!-!?!=

)

>-

*

!

@90_5/&81&56

!

@90_/&K2%33

!

V9/22/M/3;9%&&/3

!

/15&=S

)

1903Y/11/23

!

#--,

!

**

(

?--=

)

>"

*

!

8;39&[

!

C/339/2K

!

K2%33@

!

/15&=S

)

1903[A

)

2/33

!

#-"-

!

",

(

O,-=

)

>#

*

!

P9

T

//3_@ @

!

._5W_9Vf

!

82<6W521_90W.

!

/15&=.09/619d90\/

)

%213

!

#-"O

!

O

(

">!*=

)

>*

*

!

8&W/1@q21929

!

C_%G53L/

4

3

!

$&579G92Y9;/2G56

!

/15&=8

))

&=V_

4

3=Y/113=

!

#-"#

!

"-"

(

-!!"-"=

)

>!

*

!

[<6./%6

`

Y//

!

L5/J%6

`

Y//=S

)

1903[A

)

2/33

!

#-""

!

"Q

(

"*O,=

)

>?

*

!

8&W/1@/21929

!

X5190/8&1<

`

!

@9fX%6

`

!

/15&=8N.V_%1%6903

!

#-"!

!

"

(

>Q>=

)

>>

*

!

g_56

`

M/&%6

`

!

Y9N_/6

!

g_56

`

N_9

!

/15&=.09/60/87e560/3

!

#-">

!

#

(

/">--?#"=

)

>O

*

!

P59J/256

!

g_56

`

M/&%6

`

!

Y9N_/6

!

/15&=L=V_

4

3=N_/G=P

!

#-"O

!

"#"

(

"-#!Q=

)

>,

*

!

Y9g_%6

`

G96

`

!

f

4

&/8&/3_92/

!

@5352<f<6%

!

/15&=L=V_

4

3=N_/G=P

!

#-"O

!

"#"

(

,,*,=

)

>Q

*

!

\<3_5N_511/2

T

//

!

Z&95@V5e&%e/10

!

f

4

&/8&/3_92/

!

/15&=C_/L%<265&%dV_

4

3905&N_/G9312

4

!

N

!

#-",

!

"##

(

">!!*=

)

O-

*

!

82<6W521_90W.

!

P9

T

//3_@ @

!

K//1_5f$529/2

!

/15&=L%<265&%d@902%30%

)4

!

#-"!

!

#?>

(

"""=

)

O"

*

!

@52W<3./&GW/

!

8672lX/;/2

!

@520%P25<6

!

/15&=8

))

&9/7V_

4

3903Y/11/23

!

#-"!

!

"-?

(

-"*?""=

)

O#

*

!

X5%._/6

!

Y5B2/60/LC5<b96

!

\53_57P59

4

539

!

/15&=N_/G905&\/e9/B3

!

#-"O

!

""O

(

O**"=

>,*

光谱学与光谱分析
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

第
!"

卷



%

DD

E,:.2,09.9F&5H5E0

D

759203V4020245;7.EJ.85FS,:;08:0

D/

,9L,9

-

E5

V.;2,:E5&525:2,09

YZ._5%+_<5

"

!

gX8SX%6

`

+A95

"

!

^[(N_/6

"

!

MZ(Kg_9+

U

<6

"

!

^8(KL96

`

+2<9

"

!

NX[(KV/9+_%6

`

"

!

#

)

"=.0_%%&%d[&/012%6903567Z6d%2G519%6[6

`

96//296

`

!

(96

`

;%h69e/2391

4

%dC/0_6%&%

4̀

!

(96

`

;%

!

*"?#""

!

N_965

#=.151/f/

4

Y5;%251%2

4

%d.9&90%6@51/295&3

!

g_/

T

956

`

h69e/2391

4

!

X56

`

b_%<

!

*"--#O

!

N_965

%@82;.:2

!

X9

`

_3/63919e/396

`

&/

)

52190&/

+

G%&/0<&/7/1/019%61/0_69

U

</93569G

)

%21561

)

2/2/

U

<9391/d%2656%

)

52190&/5

))

&90519%696

;9%G/79096/

!

0_/G9312

4

567%

)

1%/&/012%6903=N%GG%6396

`

&/

)

52190&/7/1/019%61/0_69

U

</3960&<7/%

)

1905& G902%30%

)4

567

3

)

/012%30%

)4

;53/7%6d&<%2/30/60/

!

\5G5630511/296

`

!

\5

4

&/9

`

_30511/296

`

!

5675;3%2

)

19%639

`

65&3d2%G396

`

&/

)

52190&/%2

G%&/0<&/=\5G56567d&<%2/30/60/3

)

/0125565&

4

39352/5

))

&905;&/1%d&<%2/30/60/G%&/0<&/3%2G%&/0<&/3B91_.[\.5019e91

4

=

X%B/e/2

!

/e/6d%2%2

`

56907

4

/5673/G90%67<01%2656%

)

52190&/3B91__9

`

_d&<%2/30/60//dd909/60

4

!

96_/2/61

)

_%1%;&/50_96

`

567

;&96W96

`

9350_5&&/6

`

/d%2396

`

&/

)

52190&/7/1/019%6=.0511/296

`

;53/71/0_69

U

</9356%1_/23%&<19%6d%2396

`

&/

)

52190&/7/1/019%6

!

;<1531_/30511/296

`

39

`

65&7/02/53/3B91_1_/

)

52190&/339b/B91_1_/39A1_

)

%B/2

!

919379dd90<&11%3/

)

5251/1_/30511/296

`

39

`

65&%d

3G5&&39b/

)

52190&/d2%G;50W

`

2%<6730511/296

`

6%93/=83B/W6%B6

!

1_/&9

`

_15;3%2

)

19%6%dG/79<GB9&&967<0/2/d25019e/967/A

0_56

`

/

!

56752/d25019e/967/A

`

2579/61793129;<19%6B9&&;/

)

2/3/61961_/&9

`

_1_/5196

`

b%6/=C_93

)

_/6%G/6%693W6%B6531_/

)

_%1%1_/2G5&/dd/01=@902%30%

)4

;53/7%6

)

52190&/%2G%&/0<&/&9

`

_15;3%2

)

19%6967<0/71_/2G5&/dd/01_531_/G/291%d_9

`

_

3/63919e91

4

!

d2//7%Gd2%G ;50W

`

2%<6730511/296

`

!

96+391<567&5;/&+d2//=Z1_53;//67/G%631251/7

)

%1/6195&5

))

&90519%696

396

`

&/+

)

52190&/

+

G%&/0<&/7/1/019%6d9/&7=Z61_93

)

5

)

/2

!

1_/5

))

&90519%65677/e/&%

)

G/61%d

)

_%1%1_/2G5&;53/7G902%30%

)4

567

3

)

/012%30%

)4

B533<GG529b/7=:9231&

4

!

1_/ G/53<2/G/61

)

29609

)

&/ B539612%7<0/7=C_/6/A

)

/29G/615&3/1+<

)

3%d3/e/25&

79dd/2/611/0_69

U

</3960&<796

`)

_%1%1_/2G5&&/63

!

79dd/2/6195&961/2d/2/60/0%612531567

)

_%1%1_/2G5&_/1/2%7

4

6/B/2/7930<33/7=

C_/39

`

65&+6%93/2519%

!

3/63919e91

4

5672/3%&<19%6%d1_/3/1/0_69

U

</3B/2/0%G

)

52/7

!

5671_/2/0/6196e/319

`

519%63%65

))

&90519%63

%d1_/3/1/0_69

U

</31%396

`

&/

)

52190&/7/1/019%6B/2/5&3%9612%7<0/7=8671_/61_/2/0/612/3/520_

)

2%

`

2/33/3969G

)

2%e/

)

_%1%+

1_/2G5&G902%30%

)4

B53/&5;%251/7

!

960&<796

`

39

`

65&

+

6%93/2519%9602/5396

`

!

7

4

65G90G/53<2/G/619G

)

2%e/G/6156796d252/7

3

)

/012<G/A

)

56796

`

=:965&&

4

!

1_/0_5&&/6

`

/d%21_/

)

_%1%1_/2G5&1/0_69

U

</<3/796396

`

&/

)

52190&/7/1/019%6B533<GG529b/7

;29/d&

4

=

W5

/

G0;F8

!

.96

`

&/

)

52190&/7/1/019%6

'

V_%1%1_/2G5&G902%30%

)4

'

V_%1%1_/2G5&/dd/01

$

\/0/9e/7M/0=#>

!

#-"Q

'

500/

)

1/7@52="O

!

#-#-

%

!!

)

N%22/3

)

%6796

`

5<1_%2

O,*

第
#

期
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

光谱学与光谱分析




