
 

激光直写玻璃基平面波导用于荧光成像*
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荧光显微成像技术具有标记能力强、信号强度高、实验成本低、成像过程简单且从活体到离体均可成像

等特点, 在肿瘤细胞成像、药物分布体内探测等生物学分析成像研究中应用广泛, 但如何同时兼具宽视场和

高分辨率是当前荧光显微成像领域的一大难点. 平面硅波导被发现可实现超薄样品大范围成像, 然而其需要

溅射沉积或是离子束刻蚀等制备工艺, 相关工艺复杂且设备昂贵. 本文设计了一种基于皮秒激光直写的平面

波导型荧光显微装置, 利用皮秒激光刻蚀玻璃表层快速制备微米级沟槽, 进一步通过旋涂 SU-8光刻胶实现

低成本、批量化制备玻璃基平面波导. 通过调整激光加工功率、频率、扫描速度等参数可以定制波导直径和

深度. 采用罗丹明 B荧光分子的显微探测实验, 验证了该激光直写玻璃基平面波导完全满足高分辨率和大视

场的生物成像需要, 这种简易快速的加工手段能够有效提升荧光成像领域的经济效益和社会效益.
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 1   引　言

近年来, 荧光显微成像技术由于良好的特异

性、高的对比度和信噪比等性能优势, 被广泛应用

于生物物理学 [1]、神经科学 [2]、细胞学 [3]、分子生物学 [4]

等生命科学研究的各个领域. 然而, 传统的荧光显

微装置仍存在很多问题, 如: 分辨率低 [5]、成像速度

慢 [6]、成像视场小 [7]、光毒性 [8] 和光漂白 [9] 等相互

限制, 使其在亚细胞结构观测 [10]、活体生物超精密

成像 [11] 和分子结构研究领域的应用 [12] 受到了极

大的限制. 目前, 许多活体生物光学成像还仅仅停

留在仿体和小动物实验阶段, 尚未进入临床应用,

在许多方面仍需进一步改进和完善. 近些年来许多

学者对此展开不同的工作, 如王美昌等 [13] 提出一

种基于数字微镜器件的数字线扫描荧光显微成像

方法和系统, 实现了三维高分辨光切片图像重构;

Chen等 [14] 利用微型荧光显微镜技术探索动物大

脑和结构动力学; Chatterjee等 [15] 对光片显微镜

在生物应用中的最新进展进行了概括; Santi[16] 介

绍了光片荧光显微镜的最新进展. 随着更多的发

现, 对于荧光显微成像技术的研究也随之深入, 显

微镜样式和功能更多元化, 从植物 [17] 到动物 [18,19],

从单一光片显微镜 [16,20] 到数字扫描显微镜 [21,22] 等,

荧光显微装置的功能逐渐完善.

一般的荧光显微镜通过同一物镜实现激发光

源的聚焦以及受激荧光的收集探测, 为了提高分辨

能力, 需要使用高倍物镜, 这就导致了视场的缩小.

近些年平面波导在荧光成像领域开始渐露头角, 基

于全内反射原理, 光从折射率较高的波导介质传播

到折射率较低的非电导介质时, 入射光的横向电场

和磁场的 Fresnel传递系数并不为零. 这说明光能

全部被反射, 但电磁场从界面延伸到了低折射率介
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质中, 该电磁场 (即消逝场)从界面向外随距离成

指数衰减, 延伸距离约 100 nm至一个波长. 王海

龙 [23] 基于平面波导的荧光显微装置就利用了消逝

场这一特性, 使得待观察样品的受激发光被严格限

制在波导消逝场范围内, 辅以低倍数观察镜头, 同

时实现了高分辨和大视场显微成像. O'Carroll等 [24]

和 Lin等 [25] 针对平面波导型荧光显微镜, 其制造工

艺需要在硬涂层上溅射沉积和离子束光刻, 且加工

时需要掩膜版 [26], 这样的工艺使其难以实现批量

制备乃至工业应用. 由于半导体工艺的限制, 上述

波导通常制备在不透明的硅基底上, 又限制了正置荧

光显微镜的使用. Anders Kokkvoll Engdahl等 [27]

报道了一种聚合物基波导用于大视场超分辨率光

学显微镜, 主要采用紫外照射和掩模版成型波导,

在利用透明的玻璃基底, 能将聚合物波导用在规模

更为广泛的倒立显微镜和光学显微镜上. 基于此,

我们提出了一种激光直写玻璃基平面波导用于荧

光成像的方法, 利用波导的消逝场实现荧光分子的

近场激发, 进而实现在暗场环境下对荧光分子的纵

向高分辨率探测. 具体地, 我们在玻璃基底表面激

光刻蚀一步直写制备微米级沟槽, 再旋涂 SU-8光

刻胶形成聚合物波导. 在聚合物波导表面涂覆罗丹

明 B(RhB)荧光颗粒, 采用直接耦合方式将 532 nm

激光输入该波导中, 实现了对 RhB荧光分子的显

微探测. 相较于现用加工工艺, 本文所提出的方法

有着突出的成本优势, 还可以通过调整激光加工功

率、频率、扫描速度等参数定制波导直径和深度.

 2   样品制备

平面波导型显微装置制备所用的红外皮秒激

光器 (华日激光, PINE-1064-30 B)如图 1所示, 所

用激光光源波长 1064 nm, 脉宽<10 ps, 最大单脉冲

能量 150 µJ, 重复频率 50 kHz—1 MHz, 配有振镜

加工和贝塞尔加工两种方式. 图 2为刻蚀微沟槽制

备波导的工艺示意图, 1 mm厚的玻璃基底 (载玻

片)用作波导的加工表面和材料支撑. 将玻璃基底

先后置于丙酮和酒精中超声清洗, 依次清洗 10 min

以去除表面杂质, 之后置于去离子水中漂洗 5 min,

最后在氮气氛围中干燥. 在玻璃基底上用红外皮秒

激光 (频率 400 kHz, 功率 20 W, 扫描速度 20 mm/s)

进行刻蚀预设轨迹的微沟槽, 然后以 SU-8负性光

刻胶为波导主体材料旋涂在微沟槽中. 具体地, 首

先将单体 SU-8以质量 1∶8配比混合溶解在环戊酮

中 (降低 SU-8的黏度, 使旋涂后表面光滑平整, 大

幅提高旋涂效果和质量), 然后将玻璃基底放置在

旋涂仪上, 利用旋涂仪将该混合溶液在玻璃基底上

旋涂成膜 (旋涂速率: 7000 r/min). 最后, 将旋涂

后的玻璃基底放置在  95 ℃ 的平板热台上加热

15 min, 这一过程中, 有机溶剂环戊酮挥发, SU-

8将均匀的被涂敷在玻璃片上, 最终得到所需样品.
 

振镜加工头贝塞尔加工头

冷水机
除尘设备

高精度直线模组

激光器

图 1    红外皮秒激光加工平台

Fig. 1. Infrared picosecond laser processing platform. 

 

微沟槽上滴入配比溶液并旋涂 烘干，完成波导制备

激光刻蚀微沟槽

配比SU-8/环戊酮 80 C

图 2    波导加工工艺流程

Fig. 2. Waveguide processing process. 
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 3   结果与讨论

 3.1    聚合物基波导的形貌表征

对聚合物波导来说, 传输损耗尤为重要, 因此

使用皮秒激光在玻璃基底上刻蚀的微沟槽如何保

证一定的平滑度和完整性就成了关键的问题. 为

此, 需要预先研究不同加工参数 (频率、功率)对微

沟槽的表面形貌和刻蚀深度的影响机制, 探究皮秒

激光刻蚀玻璃基底微沟槽的优化工艺参数组合.

100 kHz—500 kHz的激光重复频率范围, 激光功

率区间为 24—30 W, 扫描速度固定为 20 mm/s, 工

艺参数试验结果如图 3所示, 横坐标是微沟槽截面

区间, 纵坐标是微沟槽平均深度, 可以看到当激光

重复频率过高时, 由于单脉冲能量较低, 激光难以

在玻璃表面刻蚀产生痕迹; 而当激光功率过高时,

材料表面热扩散速度低于热累积速度, 加工处将产

生明显的热影响区, 伴随着热裂纹和微孔的出现,

微沟槽表面粗糙度增大. 经过探索和优化后的工艺

参数组合为重复频率 400 kHz, 扫描速度20 mm/s,

激光功率 28.5 W (功率密度 4.86 W/cm2). 由于波
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图 3    共聚焦表征　(a) 100 kHz; (b) 200 kHz; (c) 300 kHz; (d) 400 kHz; (e) 500 kHz 等重复频率下不同激光功率刻蚀的微沟槽

深度; (f)刻蚀微沟槽显微镜图像

Fig. 3. Confocal characterization (a) 100 kHz; (b) 200 kHz; (c) 300 kHz; (d) 400 kHz; (e) 500 kHz, etc repetition frequencies, etch-

ing micro groove depth with different laser power; (f) Microscopic images of etched grooves. 
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导的深度和宽度越小, 光传输过程中消逝场中能量

越大, 因此, 较小的深度和宽度将利于全反射荧光

成像. 通过激光扫描共聚焦显微镜对所制备沟槽进

行了形貌表征, 此时波导的平均深度和平均宽度为

8 µm和 26 µm, 样品形貌表征和光学表征也证明

了该参数下的刻蚀微沟槽很好的满足了需求, 所刻

蚀微沟槽整体完整, 深度约为 7—8 µm, 底部光滑.

 3.2    波导的通光表征和荧光表征

基于上述的优化工艺参数组合, 制备出玻璃表

面微沟槽并旋涂 SU-8光刻胶. SU-8光刻胶略高于

玻璃基底的折射率使得光能够很好的被限制在波

导中, 由此实现了波导的制备. 综上, 通过设计激

光扫描路径制备了如图 4(a)所示的一分三光分束

器, 采用精密六轴调整架将激光耦合到波导中, 激

光沿着微米级的波导回路被传播, 整体路径完整,

展现了波导和光分束器的均匀性, 如图 4(b)所示,

从而证明了在玻璃表面通过皮秒激光刻蚀微沟槽

并旋涂聚合物 SU-8制备波导方法的可行性.

 
 

(b)

(a)

3mm

图 4    (a)分束器显微镜图像; (b) 分束器通光表征

Fig. 4. (a) Beam splitter microscope image; (b) beam split-

ter clear characterization.
 

当光在波导内形成全内反射进行传播时, 在波

导芯和波导包层的界面处会产生一层消逝场. 消逝

场的光强会在极短的时间内指数级扩散衰弱, 全内

反射荧光 (totalinternal reflection fluorescence mi-

croscopy, TIRF)显微技术就利用消逝场, 来照明

样品, 从而致使在百纳米级厚的光学薄层内的荧光

团受到激发, 实现了信噪比很高的荧光成像. 在我

们的方法中, 利用了聚合物波导中的光全反射, 设

计了如下实验验证了该波导的工作机制.

荧光成像实验是在自主搭建的光纤耦合观测

平台上进行的, 所使用的是物镜为可调式辅助物

镜, NA为 0.25配合同轴镜头和光源, 探测器为高

清 1080 P HDMI高速 CCD, 如图 5所示, 首先将

RhB溶液滴在样品表面, 溶液蒸干后会在表面留

下极薄的一层 RhB染料层 (作为荧光激发的工作

物质), 然后将 530 nm的激光耦合输入波导中, 在

分束器输入端图 5(b)和输出端图 5(c)路径上均观

察到染料分子发出的红色荧光. 以上实验证明了本

文方法所制备的波导可以很好的实现基于消逝场

的荧光成像, 另外结合图 4结果, 该波导能够较好

地实现 630 nm和 530 nm波长的激光传输, 表明

该聚合物基波导具备多波长工作能力, 具有低选择

性和高适配性.

  
CCD
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(b)
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200 mm

图 5    (a)波导荧光探测示意图; (b)平面波导的荧光表征

图和实物图 ; (c)输入路径局部放大图 ; (d)输出路径局部

放大图

Fig. 5. (a) Schematic diagram of waveguide fluorescence de-

tection; (b)fluorescence  characterization  and  physical   dia-

gram of a planar waveguide; (c) input path local magnifica-

tion; (d) output path local magnification.
 

得益于激光直写无掩模的独特优势, 波导芯片

可以根据实际需要实现灵活定制. 图 6(a)展示了在

一块玻璃基底上的集成了不同类型波导, 包括基础的

直线型波导、单线蜿蜒型波导及合分束器. 图 6(a)

是相机 (大恒 MER-503-36 U3 M-L)拍摄的整体

形貌图, 能清晰地看到在玻璃基底上密集排列的波

导形貌, 该波导先激光刻蚀一步直写加工微沟槽,

然后旋涂 SU-8光刻胶制备而成. 图 6(b)和 (c)是
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波导的局部放大图像, 所制备的波导形貌完整、轮

廓清晰. 以上结果证明了在玻璃基底表面激光刻蚀

一步直写制备微沟槽, 再旋涂 SU-8光刻胶形成聚

合物波导的方法具有加工工艺简单, 成本低廉, 设

计灵活等优势.

 4   结　论

本文提出了采用激光直写制备玻璃基平面波

导型显微装置, 即利用红外皮秒刻蚀制备微沟槽,

再旋涂 SU-8填覆微沟槽形成波导. 该装置利用平

面波导实现了大尺度空间的激发照明场, 利用消逝

场 (仅穿透细胞内 60—250 nm)实现了 Z 方向高

分辨率; 通过调整红外皮秒激光的加工参数 (功率,

频率), 探索了可用于波导的深度、宽度、粗糙度合

适的微沟槽的加工条件; 选定合适参数后, 通过多

种光学表征手段证明了激光直写制备玻璃基平面

波导型显微装置的可行性; 最后, 通过大面型集成

波导芯片证明了该方法的灵便性. 该方法简化了波

导型荧光显微装置工艺流程, 极大地降低了加工成

本, 相信相关结果将为合理设计具有理想性能的显

微装置提供积极的启发.
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Abstract

Fluorescent microscopic imaging technology has the characteristics of strong labeling capability, high signal

strength,  low experimental  cost,  simple  imaging process,  and imaging from living to in vitro,  which is  widely

used in biological analysis imaging research such as tumor cell imaging, drug distribution in vivo detection, but

how to simultaneously have both a wide field of view and a high resolution is a major difficulty in the current

field  of  fluorescence  microscopic  imaging.  Planar  silicon  waveguides  have  been  found  to  be  able  to  achieve  a

wide range of imaging of ultra-thin samples. However, they require sputtering deposition or ion beam etching

and other preparation processes. The related processes are complex and equipment required is expensive. In this

work,  a  planar-waveguide-type  fluorescence  microscope  device  based  on  direct  picosecond-laser-writing  is

designed, in which picosecond laser is used to etch the glass surface to rapidly prepare micron sized grooves, and

the  low-cost  and  batch-preparation  of  glass  based  planar  waveguides  is  further  realized  by  spinning  SU-8

photoresist.  The  waveguide  diameter  and  depth  can  be  customized  by  adjusting  laser  processing  power,

frequency, scanning speed and other parameters. The microscopic detection experiment with using Rhodamine

B  fluorescent  molecule  verifies  that  the  direct  laser-writing  glass  based  planar  waveguide  fully  meets  the

requirements  for  biological  imaging  with  high  resolution  and  large  field  of  view.  This  simple  and  rapid

processing method can effectively improve the the fluorescence imaging.

Keywords: laser etching, polymer waveguide, fluorescence microscopic imaging, evanescent Field

PACS: 42.62.–b, 42.70.Ce, 42.70.Jk, 42.82.Et 　DOI: 10.7498/aps.72.20222033

 

*  Project  supported  by  Natural  Science  Foundation  of  Zhejiang  Province,  China  (Grant  Nos.  LZ20E050003,  LD22E050001)

and Wenzhou Basic Scientific Research Project (Grant No. 2022G0025).

†  Corresponding author. E-mail:  houzs21@wzu.edu.cn
‡  Corresponding author. E-mail:  yucao@wzu.edu.cn 

物 理 学 报   Acta  Phys.  Sin.   Vol. 72, No. 7 (2023)    074203

074203-6

http://doi.org/10.7498/aps.72.20222033
http://doi.org/10.7498/aps.72.20222033
mailto:houzs21@wzu.edu.cn
mailto:houzs21@wzu.edu.cn
mailto:yucao@wzu.edu.cn
mailto:yucao@wzu.edu.cn
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1


激光直写玻璃基平面波导用于荧光成像

张林峰   丁潇川   侯智善   曹宇

Direct laser-writing of glass-based planar waveguide for fluorescence imaging

Zhang Lin-Feng      Ding Xiao-Chuan      Hou Zhi-Shan      Cao Yu

引用信息 Citation: Acta Physica Sinica, 72, 074203 (2023)    DOI: 10.7498/aps.72.20222033

在线阅读 View online: https://doi.org/10.7498/aps.72.20222033

当期内容 View table of contents: http://wulixb.iphy.ac.cn

您可能感兴趣的其他文章

Articles you may be interested in

激光刻蚀对镀金表面二次电子发射的有效抑制

An effective reduction on secondary electron emission yield of gold coated surfaces by laser etching

物理学报. 2019, 68(6): 067901   https://doi.org/10.7498/aps.68.20181547

结构光照明技术在二维激光诱导荧光成像去杂散光中的应用

Structured illumination for two-dimensional laser induced fluorescence imaging to eliminate stray light interference

物理学报. 2019, 68(21): 218701   https://doi.org/10.7498/aps.68.20190977

含间隔层的增益导引-折射率反导引平面波导激光器中高阶模式抑制研究

Supperssion of higher order modes in gain-guided index-antiguided planar waveguide laser

物理学报. 2018, 67(10): 104204   https://doi.org/10.7498/aps.67.20180138

荧光寿命显微成像技术及应用的最新研究进展

Recent progress of fluorescence lifetime imaging microscopy technology and its application

物理学报. 2018, 67(17): 178701   https://doi.org/10.7498/aps.67.20180320

任意数量离散不规则感兴趣区域的快速荧光寿命显微成像

Fast fluorescence lifetime microscopy imaging of any number of discrete irregular regions of interest

物理学报. 2021, 70(19): 198701   https://doi.org/10.7498/aps.70.20210941

飞秒激光直写光量子逻辑门

Femtosecond laser direct writing of optical quantum logic gates

物理学报. 2019, 68(10): 104205   https://doi.org/10.7498/aps.68.20190024

https://wulixb.iphy.ac.cn
https://doi.org/10.7498/aps.72.20222033
http://wulixb.iphy.ac.cn
https://doi.org/10.7498/aps.68.20181547
https://doi.org/10.7498/aps.68.20190977
https://doi.org/10.7498/aps.67.20180138
https://doi.org/10.7498/aps.67.20180320
https://doi.org/10.7498/aps.70.20210941
https://doi.org/10.7498/aps.68.20190024

	1 引　言
	2 样品制备
	3 结果与讨论
	3.1 聚合物基波导的形貌表征
	3.2 波导的通光表征和荧光表征

	4 结　论
	参考文献

