
物理学报 Acta Phys. Sin. Vol. 62, No. 3 (2013) 034207

基于微球透镜的任选区高分辨光学显微成像
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提出和发展了基于毛细管 –微球组合探针的任选区、高分辨显微成像新方法. 建立了微球显微成像的物理模

型,利用成像理论,推导出微球成像的放大倍率;采用 3.0, 4.4, 5.6, 7.5, 10.0 µm等不同直径的 SiO2微球,对未经刻录

的 DVD光盘进行了微球显微成像实验,可以观察到 DVD光盘的微纳米结构被明显放大且对比度显著提高,与理论

计算结果相符合;采用毛细管微探针操纵微球的方法,实现了基于微球透镜阵列的样品微纳米结构的高分辨显微成

像;在此基础上,进一步将毛细管微探针与微球组合,制备出毛细管 –微球组合型探针,首次实现了基于微球透镜的

样品任意区域高分辨显微成像.
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1 引 言

在微纳米显微成像技术中, 光学显微镜无疑
是应用数量最多、应用领域最广的显微成像工具.
虽然透射电子显微镜 (TEM)[1]、扫描电子显微镜
(SEM)[2]、扫描隧道显微镜 (STM)[3]、原子力显微
镜 (AFM)[4]、扫描近场光学显微镜 (SNOM)[5]等的
分辨率可达到纳米甚至原子量级, 不过, TEM 和
SEM需要在真空下工作,无法适用于活体样品的现
场观察 [6]; STM则要求样品具有导电性,因而只能
适用于导体和半导体样品,而且也往往需要在真空
条件下工作 [7]; AFM 虽然可同时适用于导体、半
导体与绝缘体样品,而且可以在气体与液体等环境
下工作, 但是它获得的是经过原子力— 微悬臂偏
转量 — 光斑移动量 — 光电转换 — 电学放大 —
图像重构等转换的扫描图像,而不是实时与直接观
察到的现场图像 [8−9]; SNOM 的扫描成像过程与
AFM类似, 获得的也是经过多次转换的扫描图像,
同样无法实现样品的实时与直接观察 [10]. 因此,就

实时性、直接性及普适性而言,光学显微成像技术
仍有其不可替代的优越性.
近年来,国内外研究者采用负折射率材料 [11]、

环形光锥照明 [12] 及在样品表面播撒微球 [13] 等方

法, 开展了各种新型光学显微成像技术的研究, 它
们的特点是可以实时获得样品的高分辨显微图像.
据文献报道,将微球播撒在样品表面的显微成像方
法, 其横向分辨率可显著提高. 不过, 有关这一显
微成像方法的物理机理的研究尚较缺乏; 其次, 现
有的微球播撒方式是随机的,完全无法控制其播撒
的区域,也即无法有意识地对感兴趣的样品区域进
行显微观察和成像,而只能随机和孤立地观察到撒
有微球的样品表面区域 (微球正下方的区域);此外,
微球播撒在样品表面之后, 无法再清理干净, 这无
疑会对样品造成损伤和污染. 因此,还需要在理论、
方法和技术等方面开展进一步研究.
为此,本文对微球显微成像方法开展了深入的

理论和实验研究,实现了基于不同直径的微球及微
球阵列的显微成像, 在此基础上, 提出和发展了基
于毛细管 –微球组合探针的高分辨显微成像方法,
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首次实现了样品任意区域的高分辨显微成像.这些
研究工作, 是对微球显微成像技术的拓展与创新,
为今后的实际应用提供理论和技术基础.

2 原理与方法

微球透镜的光学成像特性及其与常规显微物

镜配合实现高分辨显微成像的原理如图 1所示.
在图 1(a)中, 设微球透镜的焦距为 f ′, 折射率

n,半径 r,则有

f ′ =
nr

2(n−1)
, (1)

根据物距 l,像距 l′与焦距 f ′的关系式
1
l′
− 1

l
=

1
f ′
, (2)

可推导出微球的成像放大倍率 M

M =
l′

l
=

f ′

l + f ′
. (3)

当微球播撒在样品表面时 (图 1(b)), d = 0,物距 l为

l =−(r+d) =−r, (4)

将 (1)式与 (4)式代入 (3)式,可得:

M =
nr/2(n−1)

−r+nr/2(n−1)
=

n
2−n

. (5)

由 (5) 式可知, 当样品位于微球下端面时, 微球对

样品的放大倍率 M 与微球直径 (或半径 r) 无关.

已知 SiO2 微球的折射率约为 n = 1.46, 计算得到

M = 2.7.

因此,采用 SiO2 微球,可预先将样品的微纳米

结构放大约 2.7倍 (一次放大);然后,经过后续的常

规显微物镜接收,再将微球视场内的样品结构进一

步放大 (二次放大),从而获得比采用相同显微物镜

时更高的放大倍率和更高的分辨率,为实现微纳米

样品的超分辨成像提供了新途径.

图 1 基于微球的高分辩成像原理图 (a)微球及其成像特性图解; (b)微球与常规显微物镜配合的高分辨 (高倍率)显微成像示意图

3 实验及结果

为验证上述理论及微球显微成像方法的可行

性, 采用 3.0, 4.4, 5.6, 7.5, 10.0 µm 等不同直径的

SiO2 微球, 对未经刻录的 DVD 光盘 (预先将光盘

夹层打开使其微结构位于表面) 进行了微球显微

成像实验,实验在透射型显微镜上进行,采用 40×,

NA = 0.65的物镜作为后续物镜,由 CCD及图像采

集卡将来自物镜的显微图像输入计算机进行视频

观察和测量. 部分实验结果如图 2所示.

从图 2(a), (c), (e)可以看出, DVD光盘的微纳
米结构 (未撒微球的区域)很不明显. 可见,在本实
验中, 仅采用常规 40× 显微物镜很难直接观察到
DVD 的微纳米结构. 将显微物镜向下微调直至微
球本身的边界变得模糊, 而微球视场内的 DVD结
构变得清晰, 此时, 可以观察到尺寸被明显放大且
对比度显著提高的微纳米结构,如图 2(b), (d)和 (f)
所示.
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以直径 10 µm 的微球显微成像为例, 在微球
本身的视场范围内, 可以观察到约 5 对黑白条
纹 (图 2(f)), 即 5 个周期的 DVD 线对, 每一线对
的像的周期为 10/5 = 2.0 µm, 而已知 DVD 线对
的实际周期为 0.74 µm, 可得微球对样品的放大
倍率 M 为 2.0/0.74 = 2.7 倍, 同理, 采用其他直

径的微球得到的放大倍率也在 2.7 倍左右, 因
此, 实验结果与上述理论计算的放大倍率值良好
符合.
在此基础上, 采用毛细管微探针操纵直

径7.5 µm的微球的方法, 实现了基于微球透镜或
微球透镜阵列的高分辨显微成像,如图 3所示.

图 2 不同直径的微球对蓝光 DVD的显微成像 (a), (b)微球直径 3.0 µm; (c), (d)微球直径 5.6 µm; (e), (f)微球直径 10.0 µm

图 3 不同数目的微球排列及其对样品的高分辨显微成像 (微球直径 7.5 µm)
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为了更方便而且快捷地对样品任意区域进行

微球高分辨显微成像,我们通过微纳米操纵方法进
一步将微球粘结在毛细管微探针的尖端处,由此制
作了毛细管 –微球组合型探针,采用微调机构使微
探针与样品之间在横向相对移动,如同手持一把超
微细的 “微球放大镜”,从而实现样品任意区域的高
分辨显微成像.图 4所示为采用毛细管 –微球组合
型探针对 DVD光盘进行全区域微球显微成像的视

频截图. 需要指出,当后续的显微物镜对经微球放
大后的样品结构对焦清晰时,微球本身及毛细管是
离焦的, 但这不影响微球对样品的成像. 采用这一
方法, 既基于微球实现了高分辨显微成像, 又巧妙
地利用微探针的夹持作用,使微球不再是随机播撒
在样品表面,也不再只能对播撒有微球的孤立样品
区域进行观察,而是能够对感兴趣的任意样品区域
乃至全样品区域实现高分辨显微成像.

图 4 用毛细管 –微球组合型探针对样品不同区域的高分辨显微成像 (视频截图)

4 结 论

本文对微球显微成像方法开展了深入的理论

和实验研究,首次提出和实现了基于毛细管 –微球
组合探针的任选区、高分辨显微成像技术,通过物
理模型和理论计算,推导出微球成像的放大倍率公
式, 从理论上证明当样品位于 SiO2 微球下端面时

可预先将样品的微纳米结构放大约 2.7倍;经过后
续的常规显微物镜对微球视场内的样品结构二次

放大,最终获得比仅采用相同显微物镜时更高的放

大倍率 (即提高 2.7倍);据此建立了基于 SiO2 微球

透镜的高分辨显微成像系统,采用 3.0—10.0 µm的

几种不同直径的 SiO2 微球, 将其直接播撒在样品

表面或排成微球阵列, 对未经刻录的 DVD光盘进

行了微球显微成像实验,得到与理论相符的实验结

果;在此基础上, 进一步将毛细管微探针与微球组

合, 制作了毛细管 – 微球组合型探针, 首次实现了

样品任意区域的高分辨显微成像,为这一技术方法

的真正意义上的实用化提供了理论与技术基础.
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Abstract
In this paper, we propose a novel location-free high-resolution optical microscopic imaging method based on micropipette-

microsphere combined probe. According to optical principle, a physical model is established to determine the value of magnification.

With SiO2 microspheres of different diameters such as 3.0, 4.4, 5.6, 7.5 and 10.0 µm, microscopic imaging experiments are carried
out. The results show that the microstructure of un-etched DVD disk can be significantly magnified and the image contrast is ob-
viously improved, which is consistent well with the theoretical calculation. Microscopic imaging of microstructures based on SiO2

microsphere array is realized by controlling the microspheres with a micropipette. Furthermore, a kind of micropipette-microsphere
combined probe is prepared, by which location-free high-resolution optical microscopic imaging has implemented for the first time.

Keywords: microsphere, microscopic imaging, micropipette-microsphere combined probe, high-resolution
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