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摘要!远场显微成像是近年来的研究热点!而微球颗粒在远场成像中具有一定的放大作用"针

对这种现象!通过对微球颗粒的分离!对单个微球颗粒的成像特性进行了理论研究"实验表明!

利用一定尺寸的二氧化硅微球颗粒!可以使远场显微镜的分辨率提高一倍"在尼康显微镜下!

利用普通卤素灯光源%二氧化硅和相应的增强介质!对
&$%%

线的光栅实现了近一倍的放大成像

效果!证实了微球颗粒的远场显微成像能力"

关键词!远场超分辨成像#二氧化硅微球#解团聚#成像放大
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!

言

随着
$&

世纪的科技发展!人类对显微成像提出了更高的要求'尤其在生命科学(纳米技术与生物医

学等领域!对百纳米尺度下的观测(操纵和加工等提出了更高的要求)

&

*

'早在
&F"!

年!

,::;

)

$

*利用衍射

理论提出了衍射分辨极限!指出了远场光学显微镜的分辨率受限于衍射效应和数值孔径'为了提高分辨

率!科学界提出了近场扫描的显微成像模式!其中包括电子扫描显微镜)

!=>

*和光学扫描显微镜)

"=&$

*

'这些
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显微镜技术不受衍射极限的限制!实现了纳米甚至亚纳米的分辨率'但是这些近场扫描技术也存在一些

弊端而无法广泛使用到生物(医学等领域'作为生物(医学领域广泛使用的远场显微成像技术!提高分辨

率通常有两个方法"其一是尽可能选择短的照明波长!如紫外光(

A

射线等)

&!=&?

*

%其二是提高数值孔径'

前者对生物细胞容易产生影响!且不容易控制%后者则受限于工艺!因此传统远场显微成像技术很难实现

在普通可见光下的百纳米超分辨成像'为此!科学界又先后提出了多光子吸收超分辨技术)

&#

*

(受激发射

损耗显微技术)

&>

*

(随机光学重建显微技术)

&"

*

(饱和激发)

&F

*

(结构光照明显微技术)

&E

*

(荧光激活定位显微

技术)

$%

*和各种超透镜显微技术)

$&=$$

*等多种远场显微成像技术!并取得了一定的进展!为远场超分辨成像

提供了可能'随着对工艺和理论的研究深入!有学者提出了利用二氧化硅微米球颗粒进行超分辨成像技

术)

$!

*

!该技术可以在
>%%MG

可见光的照射下!通过在样品表面铺撒二氧化硅微球颗粒从而实现
/

-

&%

的远

场分辨率'该技术具有重要的应用价值!但其理论以及实验工艺还存在一定的研究空间'

在完成了二氧化硅颗粒解团聚的基础上!本文通过实验研究了微米球对
&$%%

线光栅表面微结构的

成像特性'

8

!

微球成像原理

图
8

!

二氧化硅微米球成像原理图

;#
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!!

根据光线折射定律!构建了微球的成像模型!如图
&

所示!使平

行于光轴的光线经过微球汇聚于焦点
\G

!微球焦距为
9

G

'设微球

半径为
T

!折射率为
/

#

/

为相对于外界的折射率!如果微球置于空气

中!则
/

为微米球自身折射率
&P#>

%若浸没在液体中!则
/

为微球折

射率与液体折射率的比值$!则焦距
9

G

可表示为)

$?

*

9

;

T/

$

#

/

<

&

$

#

&

$

根据物距
4

(像距
4G

以及焦距
9

之间的关系

&

4G

<

&

4

;

&

9

G

#

$

$

由此可得微球的放大倍率
O

以及像距
4G

的表达式

O

;

4G

4

;

/

$
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/

4G
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$

!!

当微球放置在样品表面时!物距
4fST

!则可以求出像距
4G

!由此可以求出不同条件下样品经微球成

像的位置!方便人们在使用显微镜观察时!快速对焦!找到成像最清晰的像面'

由式#

!

$可知!微球的放大倍率只和相对折射率
/

有关!和半径
T

无关!且随着相对折射率的增大而增

大!当微球浸没在空气中时!放大倍率最大'但是焦距的大小同时受相对折射率
/

和微球半径
T

的影响!

因此可以通过调整
/

(

T

两个参数调节焦距!提高聚焦能力!改善成像分辨率'

'

!

实验设计

'<8

!

成像系统及光栅

根据微球成像理论!构建了远场显微观测系统!并对二氧化硅微球颗粒成像观测!其系统结构图如图

$

所示'图中远场显微成像部分采用
,OI5*GH

N

;<2$

卡尔蔡司正置显微镜!其物镜的放大倍率为
&%%R

!

数值孔径为
%7E

'系统工作在反射模式!置顶的
++Z

用来成像'其照明光源为卤素灯!中心波长在

>%%MG

左右'光经物镜照射在样品上!反射后再经物镜传达至显微镜顶部的
++Z

'显微镜的横向分辨率

公式为

)

;

%P>&

!

)(

#

?

$

+

$!?

+
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式中"

/

为照明光源波长%

)(

为物镜数值孔径'

图
'

!

远场显微系统结构图

;#

3

<'

!

C/-,4/,-)"@@*-S@#)A!(#4-"+4"

60

+

0

+/)(

由此可计算出系统的光学横向分辨率为
!%%

#

?%%MG

'为了

与相关的工作进行对比!对观测样品!选用了同样的
&$%%

线进口

光栅!其特性尺寸恰能被显微镜分辨!这样的选择既方便与相应的

工作对比!同时也有利于在不同的手段下的成像效果对比和调焦'

首先需要利用远场显微镜对光栅进行初始观测!并将该数据用

于后期的实验对比'先对光栅进行处理!清洗光栅不能只用氮气或

者干净空气吹其表面!还需要配合超声振荡等工艺'将光栅悬置在

装有去离子水的烧杯内!光栅面朝下'然后将烧杯放在超声波发生

器内!超声振荡
&%GIM

!这样可同时清洗掉光栅表面附着的微米球

颗粒'振荡完毕后取出光栅放在培养皿内#无盖$!将培养皿放在烘

箱内!在
!%m

左右温度下烘
!%GIM

'烘干后用氮气吹干净光栅表

面!将光栅放在培养皿里待用'完成光栅清洗后!调节好远场显微

镜!选择适当的物镜!调节光源和焦距等!然后取出光栅进行成像观

图
B

!

光栅表面成像图

;#

3

<B

!

L(*

3

)"@

3

-*/#.

3

+,-@*4)

测'图
!

显示了在该显微观测系统下!观测到的光栅效果图'

从图中可以看出!通过显微镜分辨
!&%MG

和
#&%MG

的光栅刻

线与光栅刻线间隔!效果并不理想!且无法更好地分辨更小的细节!

但仍然可以实现该尺寸的分辨成像'同时实验结果也印证了该显

微镜的分辨率与计算值一致'

'<'

!

解团聚与微球成像实验

由理论分析知!利用微球可以很好地提高成像分辨率!通过微

球作用产生的放大虚像可提高成像品质和对细节的把握'要进行

微球实验!首先需要活动单颗粒微球!为此需对已有的颗粒进行解

团聚!使其在保持原本物理和化学特性的基础上!以单颗粒微球个

体存在'通过一系列的实验!实现了对团聚和二次团聚颗粒的解团

聚!并获得性能良好且可以长期保存的单微球颗粒'本文采用的样品微米球为直径
#7&

"

G

的
/I'

$

微米

球!其折射率为
&7#>

'因为无法直接将微米球平铺在样品光栅上!因此使用实验室获得的直径
#

"

G

的二

氧化硅微球的解团聚溶液!用微量进样器在超净工作台上滴取
$%

"

-

到样品光栅表面'将该带有微球颗

粒的样品片放入高精度恒温烘箱!取出液体后放置于远场显微镜下!保持物镜(光源不变!调节焦距!得到

图
?

所示的单颗粒微球的远场成像效果图'

图
D

!

光栅表面微球成像图

;#

3

<D

!

L(*

3

)"@

3

-*/#.

3

+,-@*4)

1#/2(#4-"+

6

2)-)

!!

从图
?

可以看出!利用直径
#7&

"

G

的干燥
/I'

$

微球并没有取

得更好的成像效果'这点与之前的理论分析有一定的出入!说明利

用微球进行超分辨成像并不能简单地利用几何光学进行分析'通

过进一步的理论分析可知!当光源照射到样品表面后!会在其表面

激发传导波和倏逝波!其中传导波主要携带的是样品的强度信息!

而倏逝波则携带了精细结构的信息!倏逝波在沿垂直于样品表面的

传播方向上呈指数衰减!只能实现波长级的传导'由于信息的损失

使远场显微镜无法获得相应的结构信息!因此无法实现超分辨成

像'为此!以往有大量的工作考虑通过增强倏逝波或将倏逝波转化

为传导波的方式来实现之前射线理论分析的放大倍数!从而提高成

像分辨率)

$&=$>

*

'本文采用了无水乙醇作为倏逝波增强剂!并进行了

对比试验!其成像结果如图
#

所示'

+

!!?

+
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图
K

!

光栅表面浸润无水乙醇微球成像图

;#

3

<K

!

L(*

3

)"@

3

-*/#.

3

+,-@*4)1#/2

(#4-"+

6

2)-)#(()-+#.

3

#./"/2)

*5+"A,/))/2

0

A*A4"2"A

图
#

显示出了良好的放大和成像效果!实验所用微球的相对折

射率
/f&7#>

-

&7!>f&7&?"

!在全浸没状态下!代入公式可得放大

倍率
Of&7!?#

!像距
4GfS&7!?#T

!取微球半径
Tf$7#%

"

G

!则

4GfS!7!>

"

G

!即像面在样品表面下
%7F>

"

G

左右的地方'因为

微米球在制造上有一定的误差!所以像面的位置也在标准值的附

近!能与之前的射线理论分析结果相吻合!基本达到了预期的成像

结果'

'<B

!

实验结果分析

通过实验比对!可以看出仅用微球颗粒进行成像!并不能实现

射线理论分析的放大和分辨要求!但通过加入无水乙醇进行倏逝波

的增强后!其结果就得到了大幅度改善!完全能够实现射线理论分

析的结果'此外通过与国外相同实验对比)

$"

*

!也取得了较好的效

果!其对比结果如图
>

所示'

图
J

!

成像对比图

;#

3

<J

!

F2)4"./-*+/@#

3

,-)"@#(*

3

#.

3

B

!

结
!

论

通过对相关文献的研究!建立了理论模型并进行了分析'在实验中!首先完成了团聚颗粒的解团聚!

使颗粒保持了很好的物理及化学特性'在此基础上!分别进行了干燥微球超分辨成像技术的实验!但实

验没有达到预期的理论效果'通过对工艺和浸润介质的研究!以及对成像特性进行了深入分析!利用无

水乙醇进行倏逝波的增强!获得了与理论相符的成像效果!同时通过比对!得到了比文献)

$"

*中同种尺寸

下更好的成像效果!为后期更小尺寸的研究打下了基础!具有一定的应用价值'
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