
光学微操纵过程的轴平面显微成像技术

安莎 彭彤 周兴 韩国霞 黄张翔 于湘华 蔡亚楠 姚保利 张鹏

Observation of particle manipulation with axial plane optical microscopy
An Sha Peng Tong Zhou Xing Han Guo-Xia Huang Zhang-Xiang Yu Xiang-Hua Cai Ya-Nan
Yao Bao-Li Zhang Peng

引用信息 Citation: Acta Physica Sinica, 66, 010702 (2017) DOI: 10.7498/aps.66.010702
在线阅读View online: http://dx.doi.org/10.7498/aps.66.010702
当期内容View table of contents: http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/Y2017/V66/I1

您可能感兴趣的其他文章

Articles you may be interested in

荧光激光雷达技术探测水面油污染系统仿真研究

Simulation of fluorescence lidar for detecting oil slick
物理学报.2016, 65(7): 070704 http://dx.doi.org/10.7498/aps.65.070704

同步辐射中双压电片反射镜的研究现状

Present research status of piezoelectric bimorph mirrors in synchrotron radiation sources
物理学报.2016, 65(1): 010702 http://dx.doi.org/10.7498/aps.65.010702

基于激光诱导叶绿素荧光寿命成像技术的植物荧光特性研究

Study of plant fluorescence properties based on laser-induced chlorophyll fluorescence lifetime imaging
technology
物理学报.2015, 64(19): 190702 http://dx.doi.org/10.7498/aps.64.190702

一种新型的用于差分吸收激光雷达中脉冲式光学参量振荡器的种子激光器的频率稳定方法

A novel frequency stabilization method for the seed laser of the pulse optical parametric oscillator in
differential absorption lidar
物理学报.2015, 64(2): 020702 http://dx.doi.org/10.7498/aps.64.020702

有限远共轭显微镜光镊设计和误差分析

Design and error analysis for optical tweezers based on finite conjugate microscope
物理学报.2013, 62(10): 100701 http://dx.doi.org/10.7498/aps.62.100701

http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml
http://dx.doi.org/10.7498/aps.66.010702
http://dx.doi.org/10.7498/aps.66.010702
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/Y2017/V66/I1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/abstract/abstract67026.shtml
http://wulixb.iphy.ac.cn/EN/abstract/abstract67026.shtml
http://dx.doi.org/10.7498/aps.65.070704
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/abstract/abstract66224.shtml
http://wulixb.iphy.ac.cn/EN/abstract/abstract66224.shtml
http://dx.doi.org/10.7498/aps.65.010702
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/abstract/abstract65358.shtml
http://wulixb.iphy.ac.cn/EN/abstract/abstract65358.shtml
http://wulixb.iphy.ac.cn/EN/abstract/abstract65358.shtml
http://dx.doi.org/10.7498/aps.64.190702
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/abstract/abstract62461.shtml
http://wulixb.iphy.ac.cn/EN/abstract/abstract62461.shtml
http://wulixb.iphy.ac.cn/EN/abstract/abstract62461.shtml
http://dx.doi.org/10.7498/aps.64.020702
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/abstract/abstract53709.shtml
http://wulixb.iphy.ac.cn/EN/abstract/abstract53709.shtml
http://dx.doi.org/10.7498/aps.62.100701


物 理 学 报 Acta Phys. Sin. Vol. 66, No. 1 (2017) 010702

光学微操纵过程的轴平面显微成像技术∗
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光学俘获技术利用光与物质相互作用产生的光势阱效应来实现对微粒的操控, 已经成功应用于生物医
学、材料科学等交叉领域. 在对微粒进行三维俘获时, 传统的宽场光学显微技术只能观测到某一平面内微粒
的横向运动, 对微粒沿轴向运动的观测受到很大限制. 本文将轴平面显微成像技术引入光学微粒操控研究中,
利用 45◦倾斜的反射镜把微粒的轴向运动信息转换到横向平面进行观测, 与传统宽场显微成像技术相结合,
实现了对二氧化硅小球俘获过程横向和轴向运动的同步观测. 该成像方法无需扫描和数据重构, 具有实时快
速等优点, 在新型光束光镊、厚样品三维观测和成像等领域具有潜在的应用价值.

关键词: 轴平面成像, 光学微操纵, 光学俘获, 光学显微成像
PACS: 07.60.–j, 42.65.Jx, 87.64.M–, 87.80.Cc DOI: 10.7498/aps.66.010702

1 引 言

光镊利用光与物质间动量传递的力学效应形

成的三维梯度光学势阱实现对微粒的操控. 自
1986年Ashkin等 [1]首次提出并实现利用光强梯度

力俘获和操纵微粒的光镊概念以来, 经历了 30年
的积累和发展, 光学微操纵技术凭借其非接触、无
机械损伤、精确操作定位等独特优势, 在物理化
学、生物医学、材料科学等众多领域得到了广泛应

用, 并逐渐成为相关学科研究者们不可或缺的研究
工具.

近年来, 随着光场调控技术的不断进步, 基于
贝塞尔光束 [2,3]、艾里光束 [4−6]等具有无衍射、自愈

合特性的新型光束 [7−10]的相关技术也不断发展,
将自加速光束引入光学俘获成为新的研究方向, 其
独特优势是能够实现沿特定弯曲轨迹对微粒的操

控. 2013年, Zhang等 [11]利用多个艾里光束的叠

加产生了光学瓶子光束, 并以此实现了对多个微粒
的稳定俘获, 其轴向信息的获取由一系列垂直于
光轴的二维图像重构完成, 精度和速度受到限制;
2014年, Schley 等 [12]设计的抗损耗自加速光束可

以在吸收介质中传播任意距离, 且保持光束主瓣轮
廓及强度不变, 并首次利用该光束实现了对微粒的
非傍轴微操纵, 但微粒沿轴向运动的观测需要借助
垂直于光轴的显微物镜, 这使得该技术在大数值孔
径物镜系统中的应用受到限制. 传统的宽场光学显
微技术可以对物镜焦平面附近垂直于光轴的样品

截面成像 [13,14], 但人们同样对平行于光轴的样品
截面信息感兴趣, 这就需要发展能够直接获取样品
轴向信息的显微成像技术. 2008年, Dunsby [15]提

出了一种斜平面显微成像技术, 该技术能够对样品
的离焦面成像, 但受光学结构等因素限制, 对样品
轴向信息的获取能力有限, 从而影响了该技术的应
用和推广. 此外, 激光扫描共聚焦显微 [16,17]、宽场

荧光层析显微 [18]等技术均可实现对样品的三维成
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像, 但需要依托扫描系统, 限制了成像速度. 2014
年, Li等 [19,20]提出了轴平面光学显微成像技术, 该
技术利用一个45◦倾斜的反射镜把样品的轴向信息
转换到横向进行观测. 该方法已成功应用到生物组
织显微观察中, 实现了对小鼠大脑切片的成像.

本文将轴平面光学显微成像技术与光学微操

纵技术相结合, 以实现对光学俘获过程的三维实时
观测. 以横向重叠无法分辨的两个微粒作为观察目
标, 根据 45◦倾斜反射镜对样品两个正交截面信息
的转换原理, 以轴向可分辨这两个微粒作为实现轴
平面成像的判断标准. 理论模拟扩束准直透镜位置
对聚焦光斑轴向调控距离的影响, 并利用轴平面光
学成像技术对此进行实验验证, 实验结果表明轴向
可调控范围约为 20 µm, 与模拟结果相符. 利用宽
场显微成像技术对微粒的横向俘获过程进行观测,
同时利用轴平面显微成像技术观测俘获微粒的轴

向运动过程, 实时、快速地实现了对俘获过程中微
粒横向和轴向运动的同步观测, 并达到了约 30 µm
的轴向动态观测范围. 该方法无需扫描和数据重构
即可获取物体的轴平面信息.

2 实验方法

为实现轴平面成像系统对微粒轴向俘获的观

测, 我们设计并搭建了如图 1 (a)所示的光路. 半
导体激光器 (λ = 650 nm)出射的激光通过透镜L1
(f1 = 50 mm)、L2 (f2 = 100 mm)组成的扩束准直

系统后, 经过分束镜BS1后到达物镜Obj1(南京英
星公司, 100 × , NA = 1.25, 油镜), 在其焦平面会
聚并俘获微粒. 蓝光LED(中心波长λ = 480 nm)
用于系统照明, 其发出的光经物镜Obj1收集后由
BS1反射, 通过透镜L3, L4 (f3 = f4 = 200 mm)
组成的 4f系统后到达另一分束镜BS2. 经过该
分束镜后光被分为两部分, 一部分经成像透镜L5
(f5 = 75 mm)后, 在CCD1上对样品横向 (x-y平
面)信息成像, 另一部分经过与Obj1完全相同的
物镜Obj2后在其焦平面成像. 物镜Obj2焦平面
附近放置一个 45◦ 倾斜的反射镜M, 该反射镜将
样品轴向 (x-z平面)信息转换到横向 (x-y平面)并
通过透镜L6 (f6 = 75 mm)成像在CCD2上, 从而
直接观测到样品的轴向信息. 实验中使用的两个
CCD(德国 Imaging Source公司, DMK23G445)均
为1280×960像素,帧速率最高30帧/s. 此外, F为
截止波长 500 nm的短波通滤光片, 能够保证在照
明光通过的前提下滤掉俘获激光, L2的另一作用
是通过调节其轴向位置来改变激光经过Obj1后的
光场聚焦位置, 从而操控微粒沿轴向移动.

图 1 (b)所示为轴平面成像的原理, Obj1焦平
面附近不同轴向深度的三个点 1, 2, 3经过系统后
成像于Obj2焦平面附近, 该像经45◦倾斜的反射镜
M反射后转换为横向镜像的1′, 2′, 3′三个点, 再经
Obj2及透镜L6组成的成像系统后将轴向信息转换
为横向并成像于CCD2的探测面上.
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图 1 (网刊彩色)光学俘获轴平面显微成像系统装置 (a)实验光路图; (b)轴平面成像原理图; 不同颜色的 1, 2, 3点代表
不同轴向深度的位置; L1—L6, 透镜; BS1, BS2, 分束镜; Obj1, Obj2, 显微物镜 100× /NA1.25; F, 短波通滤光片 (截止
波长 500 nm); M, 反射镜
Fig. 1. (color online). Optical system for observing particle trapping with the axial plane optical microscopy
(APOM). (a) Experimental setup; (b) schematics showing the principle of the APOM. Points 1, 2, 3 in different
colors represent corresponding positions at different axial depths. L1–L6, lens; BS1, BS2, beam splitter; Obj1, Obj2,
objective lens 100× /NA1.25; F, short-pass filter (cut-off wavelength 500 nm); M, mirror.
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为实现轴平面成像, 需要将反射镜M倾斜 45◦,
这就对显微物镜的数值孔径NA提出了一定要求.
如图 2所示, 红色线条代表入射光线, 绿色线条代
表反射光线, α为物镜的半孔径角, θ为反射镜M
与光轴的夹角. 图 2 (a)中, 当α < θ 时, 所有入射
光线经M反射后偏离光轴, 无法被Obj收集参与成
像; 图 2 (b)中, 当α > θ时, 部分入射光线经M反
射后进入Obj参与成像, 此时反射镜M可将样品
轴向信息转换为横向进行观测, 从而实现轴平面
成像.

�

�

(a) (b)

Obj2
Obj2

M
M

1

1

2

2
α

θ

θ

α

1 2 323

Mθθ

图 2 (网刊彩色)物镜数值孔径和成像关系示意图
(a) α < θ; (b) α > θ; Obj, 显微物镜; M, 反射镜;
α, 半孔径角; θ, M倾角; 红色代表入射光线, 绿色代表反
射光线

Fig. 2. (color online). Diagrams showing the effect
of Objective NA on the imaging process: (a) α < θ;
(b) α > θ. M, mirror; α, half aperture angle; θ, tilted
angle of M. The red and green lines represent the in-
cident rays and reflected rays, respectively.

根据图 2所示, 为实现轴平面成像, 显微物镜
的NA以及反射镜倾角需满足以下关系:

NA = n sinα > n sin θ, (1)

式中n为介质折射率, α为物镜的半孔径角, θ为反
射镜M与光轴的夹角. 实验中, 我们采用油浸物
镜, 其n = 1.52, θ = 45◦, 为满足成像关系, 需要
NA > 1.07. 我们采用的显微物镜NA = 1.25, 大
于临界值, 满足 (1)式关系. 理论上物镜数值孔径
越大, 参与成像的有效光线越多, 成像质量越好.
但是, 一般而言, 物镜的NA越大, 相应的工作距离
越短, 所以实验中要根据实际情况权衡物镜NA与

工作距离这两个因素.
为实现对微粒轴向运动的观测, 我们通过沿

光轴移动透镜L2来调控俘获位置, 从而达到轴
向移动微粒的目的. 为了验证该调控方法的可

行性, 我们采用Zemax光学设计软件进行了模拟,
如图 3 (a)所示. 为了获得较大的聚焦点轴向移
动距离, 我们选L2为 f2 = 50 mm的透镜 (若选
f2 = 100 mm, L2移动 10 mm, 则聚焦点轴向移
动距离只有约 5 µm), 即模型采用两个焦距均为
50 mm的透镜和一个数值孔径NA = 1.25的油浸
显微物镜组成, 其中, d为透镜L2和物镜Obj1入瞳
之间的距离, u为物镜Obj1前表面到光束聚焦点
(俘获位置)的距离. L1, L2的初始距离为 100 mm,
L2与Obj1的初始距离为 50 mm, 沿光轴方向移动
L2, 观测俘获位置的变化, 模拟结果如图 3 (b)所
示. 可以看出, 在d = 50 mm ± 5 mm范围内, 透
镜L2的移动距离与俘获位置的移动距离之间近似
为线性关系, L2 移动10 mm, 相应俘获位置移动约
20 µm, 模拟结果证明可以通过透镜L2调控俘获
位置.

44 46 48 50 52 54 56
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u
/
µ
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d/mm
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L1 L2 Obj1(a)

(b)

图 3 俘获位置调控模拟结果 (a) Zemax光学设计软
件中的模型, d为透镜L2到显微物镜Obj1入瞳的距离, u
为物镜前表面到光束聚焦点的距离; (b) u与 d的关系曲

线

Fig. 3. Simulation results of the optical trapping po-
sition: (a) Zemax model, d is the distance between L2
and the pupil plane of Obj1, and u is the distance be-
tween the front surface of Obj1 and beam focus; (b)
the relationship between u and d.

3 结果与讨论

为验证轴平面成像结果, 采用如图 1 (a)所示
的实验光路, 我们首先沿光轴方向同时俘获两个微
粒, 然后通过调节系统中 45◦倾斜的反射镜M, 在
CCD1和CCD2上同时观测俘获微粒. 图 4为轴向
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同时俘获两个SiO2小球时的成像结果. 从x-y平面
观测时, 1, 2两个小球相互重叠不可分辨 (图 4 (a)).
利用轴平面成像系统, 可以直接对其轴向进行成
像, 结果如图 4 (b)所示, 可以看出在横向两个无法
分辨的小球在轴向可清晰分辨, 该结果可以作为实
现轴平面成像的判断标准.

在实现轴平面显微成像后, 我们利用该系统观
测了光镊对微粒的俘获过程. 图 5为光俘获微粒的
轴向运动过程. 其中, 图 5 (a)—(e)为微粒不同时刻
的x-y平面成像结果, 图 5 (f)—(j)为相应的轴平面
成像结果 (x-z平面). 从图中可看出, 当微粒沿光
轴方向运动时, 沿横向 (x-y平面)观测, 其成像结果
表现为微粒在同一位置上清晰程度的变化, 而用轴
平面成像方法观测微粒轴向 (x-z平面)运动时, 成
像结果表现为微粒的横向运动, 且沿这一方向运动
的范围约为 30 µm. 将该技术可以应用于光学负向
力 [21−24]的研究, 通过轴平面成像结果中微粒的运

动方向就可以判断光对微粒作用力的方向.

(a) (b)

1, 2
1    2

y

x

x

z

图 4 轴平面显微成像实验结果 (a)轴向同时俘获两个微粒
(1和 2)的 x-y平面成像结果; (b)利用轴平面系统观测的对应
(a)的 x-z平面成像结果; 微粒为 5 µm直径的 SiO2小球, 标
尺 10 µm
Fig. 4. Experimental demonstration of the APOM in opti-
cal trapping: (a) The x-y plane image of two overlapping
particles (1 and 2); (b) the x-z plane image of the two
particles. Particles: SiO2 beads (5 µm in diameter); scale
bar: 10 µm.
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图 5 光学俘获微粒动态过程的轴平面显微成像实验结果 (a)—(e) x-y平面观测的光俘获单个微粒的运动过程;
(f)—(j) x-z平面观测的分别对应 (a)—(e)的俘获微粒运动过程; 微粒为 5 µm直径的 SiO2小球, 标尺 10 µm
Fig. 5. Experimental observation of particle trapping dynamics along beam trajectories with the APOM:
(a)–(e) The x-y plane images of a single trapped particle at different time; (f)–(j) the x-z plane images
corresponding to Figs. (a)–(e). Particles: SiO2 beads (5 µm in diameter); scale bar: 10 µm.

为实现轴平面成像技术下对微粒轴向操控的

观测, 在图 1 (a)的光路中, 将L2换为 f2 = 50 mm
的透镜, 通过轴向调节透镜L2来改变俘获位置. 实
验结果如图 6所示, 其中图 6 (a)—(c)为通过轴向
移动透镜L2得到的三个不同位置处微粒x-y平面
的成像结果, 图 6 (d)—(f)为分别对应图 6 (a)—(c)

微粒的x-z平面成像结果. 从图中可以看出, 当微
粒沿轴向运动时, 在x-y平面直接观测的成像结果
表现为微粒由模糊变清晰再变模糊, 而利用轴平面
成像技术, 其x-z平面成像结果表现为微粒的横向
移动. 实验中, 沿不同方向移动透镜L2, 相应的轴
平面结果显示微粒也随之改变运动方向.
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本实验中, 我们通过移动透镜L2来调节俘获
光场的位置, 但这一方法可以调节的范围有限. 当
L2 的位置改变 10 mm时, 俘获焦点的位置变化约
为 20 µm, 这与模拟结果以及文献 [25]中的理论分
析相符. 实验中, 为了达到稳定俘获效果, 需要保

证入射光斑充满物镜入瞳, 但若想要进一步增大俘
获位置的轴向移动, 则需在较大范围内改变透镜
L2的轴向位置, 这又会使物镜入瞳处光斑半径发
生变化, 影响光场分布, 从而导致光镊的俘获能力
下降.

(a) (b) (c)

(d) (f)(e)

y

x

x

z

图 6 不同俘获位置的轴平面显微成像实验结果 (a)—(c)不同俘获位置的 x-y平面成像结果; (d)—(f)对应图
(a)—(c)的轴平面 (x-z平面)成像结果; 微粒为 5 µm直径的 SiO2小球, 标尺 10 µm
Fig. 6. APOM imaging of particle trapped at different axial positions: (a)–(c) The x-y plane images of a
single particle trapped at different axial positions; (d)–(f) the x-z plane images corresponding to Figs. (a)–(c);
Particles: SiO2 beads (5 µm in diameter); scale bar 10 µm.

4 结 论

本文将光学俘获、宽场显微成像系统和轴平面

显微成像技术相结合, 实现了对光学微操纵过程的
三维实时观测. 利用Zemax光学设计软件模拟了
俘获光场焦点位置变化对微粒操控的影响. 通过轴
平面成像技术, 成功实现了光学俘获过程中对微粒
横向和轴向运动的同步观测. 该方法无需扫描和数
据重构, 具有实时快速等优点, 在新型光束光镊、厚
样品三维观测和成像等领域具有潜在的应用价值.
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Abstract
Optical micromanipulation of particles based on the optical trapping effect induced by the interaction between light

and particles has been successfully applied to many interdisciplinary fields including biomedicine and material sciences.
When particles are trapped in three dimensions, the conventional wide-field optical microscopy can only monitor the
movement of the trapped particles in a certain transverse plane. The ability to observe the particle movement along light
trajectories is limited. Recently, a novel method named axial plane optical microscopy (APOM) has been developed to
directly image the axial plane that is parallel to the optical axis of an objective lens. The APOM observes the axial
plane by converting the axial information of a sample into that of a transverse plane by using a 45◦-tilted mirror. In
this paper, we propose and demonstrate that the APOM serves as an effective tool for observing the axial movement
of particles in optical tweezers. By combining with a conventional wide-field optical microscopy, we show that both
transverse and axial information can be acquired simultaneously for the optical micromanipulation. As in our first
experimental demonstration, we observe two particles which are trapped and aligned along the optical axis. From the
transverse image, only one particle is observable, and it is difficult to obtain the information along the axial direction.
However, in the axial plane imaging, the longitudinal dipolar structure formed by the two particles is clearly visible. This
clearly demonstrates the APOM imaging capability along the axial axis. The numerically simulations on the trapping
focal spot against the position of a collimating lens agree well with our experimental APOM results. Furthermore, we
directly observe the dynamic capture process of a single trapped particle in transverse plane by conventional wide-field
optical microscopy as well in axial plane by the APOM, and can obtain the 3D information rapidly and simultaneously.
We point out that the observable axial dynamic range is about 30 µm. Taking advantages of no requirement of scanning
and data reconstruction, the APOM has potential applications in many fields, including optical trapping with novel
beams and 3D imaging of thick biological specimens.

Keywords: axial plane imaging, optical micromanipulation, optical trapping, optical microscopy
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