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摘要

随着科技的进步，人们对物质特性的认识日益向微小尺度深入，因此，微

区物性的测量越来越受到人们的重视。本论文的中心之一就是利用光镊微操作

技术研究微区物性，特别是微区温度的测量。温度不仅是重要的物理量，也是

国际单位制中七个基本量之一。在自然界中任何物体的物理和化学性质都与温

度有着密切的关系。比如在光镊微(微米尺度)操作系统中，需要了解被操作对

象所处环境温度变化的情况，从而可以更好的了解和控制被操作对象的行为。

本文的工作之一就是建立利用光镊技术测量液相微区温度的方法。温度的

测量都是利用物质某些性质随温度变化的特性，而所建立的新方法是通过直接

测量被探测体系微区内微粒的布朗运动来确定该微区的温度。由于用作测温

“探头”的微粒的尺寸是微米量级的，解决了微区温度测量中微小探测头难以

制各的困难；与此同时，利用光镊技术可操控及移动微小粒子至任意确定空间

位置的特点，可实现精确定位的温度测量，满足了对液相微区温度测量的实际

需求。论文阐述了该方法的原理，从实验上论证了方法的可行性，并对方法的

精度和进一步发展进行了讨论。

本论文进而利用所发展的新方法，从实验上研究了光镊应用中一直困扰人

们的光镊光束的热效应问题，首次从实验上确证了光镊加热效应，并对光镊关

闭后此热效应耗散过程进行了初步研究，由此推断得到光镊引起的小球温升，

与先前的理论估测一致。所发展的方法将为针对具体研究对象选择合适的光镊

参数(波长、强度)提供可靠的实验依据。我们还运用光镊技术研究了混合液体

黏滞系数的组分依赖关系，这种非接触式的测量技术是采用微容量样品池进行

的，所以大大降低了对样品的需求量；此外，所用样品池可以是密闭式的，使

得该方法特别适用于对易挥发液体及其混合溶液的黏度测量。

本论文的另一项工作是“便携式分子马达生物传感超灵敏检测仪”的研

制。面临当前世界性疾病对人类健康、社会稳定带来危害的严峻问题，寻求一

种能对疾病做到早期的快速、灵敏且可靠诊断的新技术、新方法，开发出超灵

敏的测定技术和便利的检测仪器具有重要的现实意义。本工作是基于合作方(中

科院生物物理所的乐加昌老师研究小组)在ATP合酶旋转分子马达与免疫识别
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技术上的研究成果提出的。我们从物理和技术的角度讨论了相关检测分析方法

和技术，提出了配套的检测装置的设计方案，完成了原理性装置的搭建和验证

工作，以及样机的设计、研制及测试工作。结果显示，样机已具备观测和处理

生物样品的荧光图像等最基本的功能。论文还给出了进～步完善仪器性能的改

进意见。以上工作进展，为达成最终的研制目标，成就造福人类的美好愿望，

奠定了工作基础。

关键词：光镊，温度，黏度，布朗运动，生物传感器，检测仪
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Abstract

Along with the progressing of science and technology，the understanding of the

matter characteristics is spreading to micro scale．So the measurement of the matter

properties in a wanted micro-area becomes much more important than before．One of

the main works in this thesis is to develop a new method based on optical tweezers for

studying the physical characters in micro—area，especially the temperature．The

temperature is not only all important physical quantity,but also one of the seven

fundamental quantities in the International System of Units．The physical and

chemical characteristics of all objects in nature are temperature dependent．When the

micro scale matter is studied such as in the case of optical tweezers application，in

order to understand better the behavior of the trapped obj ect，it is necessary to know

the local temperature field with high space resolution，that is，the measurement
in

micro area is needed．

In this work a new method of measuring the temperature at a wanted micro-area in liquid

by using the technology of optical tweezers is developed．All methods of measuring
the

temperature are based on the relationship between the temperature and some property of the

matter．The method here is directly based on the relationship between the temperature and the

Brownian motion of a particle suspending in the liquid．Here the Brownian particle

serves as the temperature sensor，of which the size is usually around micron，much

smaller than the size of the ordinary sensor．This fact enables the temperature

measurement with high space resolution．At the same time，the feature of the optical

tweezers，that it is easy to control the detector in a given small area of the liquid，make the

detection at any wanted micro area possibly．

Based on the above work，we studied the changing of temperature caused by optical

tweezers in a micrometer-size region．The measured temperature rising caused by trapping beam is

consistent with the theoretical value estimated before．This kind of measurement will certainly

give a criterion for choosing proper parameters of the system in different case，such as the

wave length or the intensity of the laser．In addition，we studied the relationship

between the viscosity and the concentration of solutions by optical tweezers too．The

amount of sample needed in this measurement iS much leSS th衄that in other methods．

In addition，due to the non—contact feature of the optical manipulation the sample cel l

used here could be a sealing one，which makes it easy to measure the volatile liquid or

ItI
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its solutions．

Another work in this thesis is to develop a new kind of portable sensitive

equipment used for detecting virus．This work is based on the result about FoFt—

ATPase biosensor of the Mr．Yue and his team in Institute of Biophysics of Chinese

Academy of Sciences．We discussed here the designing，building and testing of the

equipment prototype．The testing results indicate that the built prototype possesses

elementary functions．And proposals to improve the equipment performance are also

suggested．

Key word：Optical tweezers；Temperature；Viscosity；Brownian motion；Biosensor；

Detection equipment；

IV
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第一章绪论

§1．1引言：从光压到光镊

光的本质是电磁波，它既具能量也有动量。当光与物质发生相互作用，如

被物体吸收、反射、折射时，将把它的动量传给物体，对物体产生力的作用，

从而表现出了光的力学特性。这种由于动量的传递，使被照射物体在单位面积

上受到的光的作用力，即光压。由此可见，光与物质的相互作用不仅能产生热

效应，光化学效应，还会产生力学效应。

早在1901年，列别捷夫首先在实验上观察到了光压现象。1909年，德拜

在他的关于辐射压力的博士论文中首先建议用辐射压力来抵消重力，但由于普

通光源所产生的辐射压力极其微弱，故无法实现。直至1960年激光的出现，为

光悬浮的实现提供了实验条件。1968年，苏联光谱学家Letokhov就首先提出利

用光的力学效应来限制原子的思想【lJ，光学势阱概念便随之问世了。70年代初

期，美国贝尔(Bell)实验室的A．Ashkin首次利用激光产生的辐射压力对自由

悬浮在液体中的粒子成功地进行了加速实验，从实验上观察到了激光的辐射压

力【2'3】：此后，他们又发现微粒会在横向被吸入光束(微粒的折射率大于周围介质

的折射率)；在这些研究工作的基础上，A．Ashkin等人又提出了利用光压操纵微

粒的思想，建议用两束相向照射的激光束形成的驻波阱来俘获较大的粒子，并

实现了对水溶液中折射率比水大的小球的成功捕获【4】，建立了利用光压操纵微

粒的工具，从而揭开了辐射压力科学应用的篇章。随后，他又提出单束漂浮势

阱(1evitation)的设想，并通过成功地悬浮起一个直径为20}tm的透明玻璃小球

【5，6J。但这两种方法都存在结构复杂、应用不便的缺点。1978年，A．Ashkin再次

提出了另一种单光束势阱的设想【7’8J，即通过显微物镜对激光的强聚焦，利用

“梯度力”形成一个三维空间稳定的光陷阱，并于1986年，用此方法实现了对

半径在10,-一259m之间的粒子稳定地俘获19J，即当单独一束高会聚激光照射到微

小粒子上的时候，光场和粒子的相互作用可以形成稳定的三维光学势阱，它可

以吸引微粒并把它局限在焦点附近，利用这一原理操控微小粒子的装置就被形

象地称为光镊(或光阱)[2,9,10】。由于光镊是用一束光形成的梯度力势阱来操控



中国科学技术大学硕士学位论文 绪论

粒子的，因此光镊的正式名称为“单光束梯度力势阱” (single．beam optical

gradient force trap)。对光辐射压力多年的探索与研究，为“光镊”技术的研

究与应用奠定了扎实的基础。

§1．2光镊技术的应用和进展

迄今为止，光辐射压力已得到了比较广泛的研究与应用，尤其是在此基础

上发展起来的光镊技术。

光镊最突出的特点在于它可以对微小粒子进行非机械接触式的捕获和操纵

【9】。这种非接触性的操控方式使人们可以在不影响粒子本身性质和周围环境的

情况下操控和观察粒子，并对粒子的性质以及它与周围环境的相互作用进行研

究。光镊的另一基本功能是作为微小力的传感器或探针。基于其上述独特功能

光镊技术已被广泛应用于生物学，物理学和化学等涉及微小粒子的研究领域和

技术部门，成为研究各种凝聚态物质微粒物性的特有工具。

直接捕获液体、胶体或空气中的粒子，生物活细胞、细菌、病毒，甚或单

个分子、原子等，并进行精细地操作与控制，是光镊技术最简单的应用。例如

利用光镊捕获选定的生物细胞等微小粒子，操控它们使之相对于其它微粒运

动、实现微小粒子的精细分类111,121。光镊的这种操控微粒的功能又被用来使粒

子按人们的需要排布成特定结构的聚集体【l3l，这种微粒人工排布技术为将来的

纳米器件组装提供了新的手段。人们还利用光镊操控两个或多个微粒，研究它

们之间【14-2s]以及与其它物体表面间的相互作用[26,27】。另一方面，光镊作为微小

力的探针，已被用来测量细胞，生物大分子及其它微小的宏观微粒的弹性，刚

性等各种静态力学性质，以及这些微粒在各种物理，化学和生物过程中的动态

力学行为。一个突出的例子就是利用光镊对生物分子马达在生化过程中产生的

力和运动过程的研究‘28,29】，为揭开生命运动本原之谜提供了实验基础。微纳米

粒子的操控是对它们的个体行为进行细致研究的首要条件，除了利用光镊本身

测力的功能研究对象的力学特性外，光镊还与其它探测手段相结合，来获得被

控制在一定外晃条件下的微粒的各种信息，诸如光谱特性，以深入理解微粒与

其它物体相互作用过程的微观机制。此外， “光镊”还可和其他的激光工具相

结合，最重要的例子当数光镊与光刀结合在一起的全光学微加工机器，这种光

学夹具和刀具组成的机器是对微小粒子进行各种显微加工的特有手段，已用于
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选择性的细胞融合，单条染色体分选，染色体切割和片断回收等显微加工【2卜

29qo。321。基于光镊技术及其与其它实验手段的结合，对微小凝聚态粒子的研究

已经扩展到非线性光电效应【331、球状凝聚物散射、折射率测量，微小液滴的拉

曼(Raman)光谱等研究方面。例如用光镊移动微胶囊，然后在指定位置上开

孔引出胶囊内的物质使之进行化学反应，同时进行实时光谱分析，跟踪观察化

学反应的过程，使常规操作机械无法完成的微观精密化学实验得以实现。

与此同时，以上这些光镊的应用研究领域也对光镊本身提出了新的要求，

促进了光镊技术和设备的发展。在生物大分子的操控和研究上，发展了通过操

控作为中介手柄的微米小球来实现对黏附于其上的更小的微粒实现操控的间接

操控技术，使光镊的应用深入到了分子层次，实现了对分子动力原蛋白、血影

以及细胞骨架等大分子的研究【34-421。出现了可有效提高捕获力的环形光光镊

【43】；以一定频率开关的闪频光镊【26,27】；可以限制粒子在激光束扫描轨迹上运动

的扫描光镊‘44】；可以同时独立操控两个或者多个粒子的双光镊‘451和多光镊；可

以实现纳米精度位移测量和皮牛力监测的纳米光镊技术【46却】：以及拉盖尔一高斯

(LG)1501光束形成的可以转动被捕获粒子【511，并可以操控低折射率小球㈣和金

属微粒【5 3J的光镊等等新的光镊技术。这些新的光镊技术的出现使得光镊可以应

用于更多的研究领域，推动微米级物质研究的深入发展。

光镊技术是一项正在蓬勃发展的新技术，为满足应用提出的需求，发展新

的技术和方法仍将是今后光镊技术发展的一个重要方向。本论文就是围绕这一

方向开展研究的。

§1．3本文主要内容

本文主要围绕“光镊技术在液相体系微区特性参数测量中的应用”这一课

题展开研究，提出一种利用光镊技术测量液相微区温度的新方法。此外，还介

绍了在已有生物学研究的基础上，研制“便携式分子马达生物传感超灵敏检测

仪”已取得的工作进展。

由于论文的主要工作是围绕光镊技术在液相体系微区特性参数测量中的应

用开展的，因此在介绍我们的研究工作之前，首先在第二章中介绍了作为本研

究主要工具的光镊的原理。
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第三、四章为我们的主要研究工作。

随着科技的进步，人们对物质运动特性的认识日益向微小尺度深入，很多

相互作用局限在很小的空间区域，导致体系局部状态和物性，如黏度，温度等

的变化，因而需要对体系微区特性进行细致的测量，为深入理解相互作用的规

律提供实验依据。作为体系状态的重要参数的温度，也与相互作用的特点和过

程密切相关，微区温度的测量也因此越来越受到人们的重视。已有的测量体系

内部微区温度方法还存在很大因难。

在第三章中，我们针对以上的实际需要和存在的困难，提出了“利用光镊

技术测量液相微区温度”的方法，具体论述和介绍了测量原理，方法和实验装

置、并通过实验论证了所提出的方法的可行性。在该节的最后对这新方法的测

量精度进行了分析讨论，对该方法的进一步完善和发展作了评述。并利用所发

展的微区温度测量方法，从实验上研究了光镊应用中一直困扰人们的光镊光束

热效应问题，也即光镊光束本身对粒子以及它周围的环境的加热效应。该研究

首次从实验上论证了已有的对于光镊引起的温度变化的理论估测，得到的结果

与先前理论的估测基本一致。此外，还运用光镊技术研究了混合液体黏滞系数

的组分依赖关系，扩展了方法的适用范围。

疾病的快速、早期诊断对于挽救生命、防止传染病的暴发和改善人类健康

具有重要意义。而在疾病初期，血液和体液中所含的与疾病相关的标志性分子

的量很低，以致当前国内外已发展的众多诊断各种疾病的早期检测技术、方

法，尚难以完全做到对疾病早期、灵敏且简便但可靠地测定，满足早期诊断的

要求。论文的最后一章介绍我们为解决这一问题，与中科院生物物理所的乐加

昌老师研究小组合作，在他们旋转分子马达生物传感器的研究基础上，开发

“便携式分子马达生物传感超灵敏检测仪”的研究结果。论文在对研究工作的

背景知识一生物领域FoF．一ATPase分子马达的结构、特性以及已有的研究成果做

了简要介绍后，具体地从物理和技术的角度讨论了检测仪的设计目标、物理设

计、方案的实验研究、以及检测仪样机研制的初步结果。该研究为仪器的进一

步改进与完善、最终目标的完成，奠定了基础。
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第二章光镊的原理

本论文的工作，是围绕光镊技术在液相体系微区特性参数测量中的应用开

展的，因此在介绍我们的研究工作之前，先介绍一下光镊的原理。

光镊的原理

光镊是一种利用光动量传递产生力的作用实现对微小粒子捕获、迁移及翻

转等操控的技术手段或工具。因其具有传统机械镊子挟持和操纵微小物体的功

能，又为不至使失其本质，才形象地称之为光镊。随着激光的出现，及激光微

束动力效应的应用发展，美国学者A．Ashkin于1986年，用显微物镜对激光的

强聚焦后，形成一个三维空间稳定的“梯度力”光陷阱，并实现了微米量级生

物粒子的稳定捕获【l】，此举奠定了光镊技术的研究基础。

光镊的物理机制可以从以下几方面做一简要介绍：

§2．1光的动量和光压

光具有能量和动量。然而，由于普通光的动量微乎其微，几乎不能引起可

觉察的宏观力学效应，直到激光出现后，才使基于光力学效应的光镊技术【2。5L慢

慢发展了起来。

提到光的动量，就要提到“光压”的概念，虽然人们很早就知道了它的存

在，这可以追溯到开普勒和牛顿时代，例如由于太阳光对彗星物质的压力作

用，使得进入太阳系后的彗星彗尾总是背向太阳的。

所谓“光压”是指：当光照射到某种媒质表面被吸收、反射或是折射后，

它的动量就发生了改变，这表明光在媒质表面受到了媒质的作用力，根据牛顿

第三定律，这束光对媒质表面也施加了一个大小相等但方向相反的作用力，此

即光辐射压力，简称光压。1873年，Maxwell根据电磁波理论从光的波动性角

度，论证了光压的存在(电磁波辐射压)并算出了垂直入射到部分反射吸收体表

面的光束产生的光压，即动量的传递， 为鱼(1+尺)，其中E为每秒垂直入射到
C

1m2上的能量，c为光速，R为光所照射物体的反射系数。



中国科学技术大学硕士学位论文 光镊的原理

从光的粒子性看，光压就是光子把它的动量传给吸收壁或反射壁的结果。

按照光的波粒二象性理论，光子携带的动量为：

P：办．k：一h：一E (2．1 3
五 c

其中，h为普朗克常数，k为光波数，旯为光波长，E=h V为光子的能

量，c为光速。

设单色光正入射到壁上，N个光子携带能量为E=Nhv，N个光子传给绝

对吸收壁的动量为N坐或传给绝对反射壁的动量为2N
h
v。一般情况下，被

C C

照物体的反射系数为R，则N个光子传给物体的动量和根据电磁波理论得到的结

果一致，为：

(1-R)N
h
v+R2N

h
v：N
h

V(1+尺)：鱼(1+尺) (2j 2)

十九世纪末，俄国物理学家列别捷夫第一次从实验中测量了光压，此后，

美国物理学家尼科尔、霍尔也分别独立地在实验室发现并测量了光压【617】。

§2．2激光的力学效应

光压一般非常小，据估算距强度为100万烛光的光源lm处的镜面上受到

的可见光的光压只有0．1达因／m2；垂直入射的太阳光在地球表面的光压也只有

0．5达因／m2，与日常经验中的力相比较小得多，很难感觉到它的存在。直至具

有高亮度、方向性好、能聚焦到很小光斑的单色光源一一激光问世后，才使本

来微乎其微的光压有了显著提高，能产生可观的力学效应。如功率为10mw的

He-Ne激光器发射的光束光斑会聚到1／lm 2时，光束中心可产生106达因／m2的

辐射压力，它可使一个微米量级的电介质小球产生约1039的加速度(g为重力

加速度)。此后，人们开始了对激光辐射压力全面、深入的研究，其中一方面就

是对辐射于宏观微粒上的压力的研究，包括对宏观介质微粒的光悬浮、光捕获

和光操纵等，这方面的研究奠定了基于光力学效应的光镊技术诞生的基础。

§2．3微粒的激光悬浮

光场中的微粒由于光压的作用，会受到一个沿光传播方向的推力。而光悬浮

就是以光对微粒的推力为基础的。1970年，A．hshkin首次报道了水溶液中的乳

9
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胶微球在沿水平方向传播的高斯激光束中的运动情况。并用两束等强度相向照

射的激光，实现了粒子的光捕获‘81。此后，他通过用竖直向上传播的激光，使

光压与微粒本身的重力相平衡，首次用单束激光实现了光悬浮【9’。

§2．4光捕获的基本原理

光辐射压力可分解为散射力和梯度力。散射力沿光传播的方向，其大小与

光强成正比。梯度力指向光强梯度的方向，大小与光强梯度成正比。正是梯度

力保持了一定尺寸的微小粒子静止在光束焦点附近，使之随焦点位置的移动而

同步的移动，此现象即光捕获或光操纵。现采用几何光学的近似方法(对于几

∥朋的粒子是合适的)，并借以透明介质小球(其折射率n2大于周围介质的折射

率n1)为模型，考察光穿过介质球后产生的作用力。

(1)梯度力

当一束光穿过介质小球时，由几何光学确定其传播路线。

如图1所示，分别描述了小球处

，：蒸i瑟汹
在均匀光场、非均匀光场中的光线传

≯ 反射先．1

折射先

图l

播路线及受力方向，在此以a、b两条

光线为代表，着重分析因折射施加在

小球上的力。

若折射前所有光线沿z方向传

播，即光的动量是沿z方向的，穿过

球的光因折射传播方向发生了改变，

光的动量因此也改变了。由x—y方向

上的动量守恒，光施加给小球一个与它动量改变量等大小但方向相反的动量，

相应的产生了作用力，设作用力为F。，Fb。均匀光场中的小球，受到的各光束

的力在横向完全抵消；而非均匀光场中的小球，强度较大的光线会使小球获得

较大的动量，使得射到小球上的所有光束的合效应在横向上不能完全抵消，总

合力将小球推向光强度较大的梯度力。

(2)二维光学势阱

如图l中的右图所示，小球在垂直于光线传播方向的x-y平面内得到了一

个横向动量，即横向光压，使小球向光强较大处运动，可见小球在此平面内受
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到了束缚，称这种只限制了小球在垂直于光轴平面内运动的情形为二维光学势

阱。由于其并不能束缚粒子在光传播方向Z轴上的运动，仅用于光悬浮、双光

束挟持等，但复杂的器件构成，限制了光压在二维捕获中的应用价值。直到强

聚焦单光束梯度力势阱的出现，实简单、稳定地捕获成为可能，揭开了光镊技

术广泛应用的序幕。

§2．5单光束梯度力光镊原理一三维梯度力势阱

要光阱在传播方向上也能产生对粒子的束缚，必须有逆向光压用以抵消粒

子受到的沿光束传播方向上的散射力，以达到平衡实现三维地束缚。1986年

A．Ashkin用一束强聚焦激光首次实现了对生物粒子三维稳定地俘获。

球心在焦点外 碌心在焦点内 且在焦点外

球心偏离光轴

图2强聚焦高斯光场中粒子盼受力图Fig．2 The pi cture of force acception
Of the Oart：iCle in sing Je Gauss；arl beam of high y convergent

图2为入射的高斯光束经过透镜后，形成的高度会聚的光束作用在小球上

的光线传播及受力情况。其中左图为小球几何中心在Z轴上并处于焦点以外时

的情形，由图可见，当轴外光线穿过小球被折射后，其传播方向趋向于更平行

于光轴，即增大了纵向动量，相应的，粒子获得了沿负Z方向的动量，即小球

受到了为拉力的纵向力，如图示中的F．，它趋于把小球拉向焦点而被拖回光

阱。这种把焦点以外的粒子拉回至焦点的力的来源，为负辐射压力。对于处于

焦点以内、几何中心不在z轴上的粒子的情形做类似分析后，几何中心不在焦

点处的粒子，都将受到指向焦点的梯度力，此即三维光阱效应。
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综上所述，单光束梯度力势阱即三维光学势阱，对任何在横向、纵向偏离

势阱中心的粒子都会产生由光强梯度存在引起的回复拉力，故在焦点附近的粒

子将会受到三维空间的回复力，而被稳定地束缚于以焦点为中心的势阱中。用

装置简单的器械便实现稳定捕获的单光束梯度力势阱的发明，有效地弥补了二

维光学势阱的不足，使光的力学效应在俘获生物粒子领域的应用走向了实用阶

段。

通过以上对光镊机理的分析可知，要用光在某个方向上限制粒子的运动，

就必须使光在该方向上有较大的光强梯度。在满足了这一基本条件后，还要就

一些物理方面的性质，如所用光束的波长、功率、会聚后的束腰半径、粒子的

大小、吸收系数和相对液体的折射率以及几何中心与光轴、束腰的间距等，这

些因素都不同程度地影响着束缚效果。一般而言，束腰的大小、波长、光功率

密度及粒子的折射率(一般要大于其周围介质的折射率，否则将被踢出光场；

对于无法满足该条件的粒子，可采用TEM+01模激光【15】)、形状、大小和其吸收

系数是影响势阱深度的主要因素。此外，还应注意到，当光入射到小球上时，

除产生梯度力外，还有散射力，另外，由材料对光的吸收也会产生一定的力，

但这两种力的方向均与光传播方向一致，所以将趋向于使粒子沿光轴方向运动

从而有可能逸出阱域，这就是为什么说，只有按～定的梯度分布的光辐射力方

能够保持一定尺寸的微小粒子静止在光束焦点附近的原因。由此可见，就对光

阱捕获粒子的贡献而言，逆向梯度力F．更为重要，它是否大于散射力也是能否

成功捕获的判据。



中国科学技术大学硕士学位论文 光镊的原理

本章参考文献

1．Ashkin，J．M．Dziedzic，J．E．Bjorkholm，and S．Chu，“Observation of a single-beam gradient

force optical trap for dielectric particles，”Opt．Lett．1 1，288-290(1 986)．

2．李银妹， 《光镊原理、技术和应用》中国科学技术大学出版社1996．

3．A Ashkin，“Acceleration and trapping of particles by radiation pressure，”Phys．Rev．Left．24，

156·159 r1970)．

4．Ashkin，J．M．Dziedzic，J．E．Bjorkholm，and S．Chu，“Observation of a single—beam gradient

force optical trap for dielectric particles，”Opt．Lett．1 1，288·290(1 986)．

5．Ashkin，“History of optical trapping and manipulation of small—neutral particle，atoms，and

molecules，”IEEE J．Sel．Top．Quantum Elec．6，841-856(2000)．

6．母国光，战元龄， 《光学》，人民教育出版社1978．

7．雷仕湛，应兴国， 《光的世界》，科学普及出版社1980．

8．J．E．Bjorkholm，R．R．Freeman，and D．B．Pearson，“Efficient transverse deflection of neutral

atomic beams using spontaneous resonance-radiation pressure，”Phys．Rev．A 23，491—497

(1981)．

9．A．Ashkin，and J．M．Dziedzic，“Optical levitation of liquid drops by radiation

pressure,"Science 187，l 073·l 075(1 975)．

10．杨小丽，王俊波，冯志超．聚焦高斯光束对微粒的俘获效应．电子科技大学学报【J】，

Vo】．25，No．1， (】996)：63．68．

13



中国科学技术大学硕士学位论文 应用光镊技术测量液相体系微区的特性参数

第三章应用光镊技术测量液相体系

微区的特性参数

§3．1应用光镊技术测量液相微区温度

温度不仅是重要的物理量，也是国际单位制中七个基本量之一。在自然界

中任何物体的物理和化学性质都与温度有着密切的关系。

温度测量的问题最早可以追溯到两千多年前，有文献可考在当时古希腊的

亚历山大城，人们便开始对在生产实践活动中逐渐认识到的大多数金属、液体

和气体都具有的热胀冷缩特性展开探究。最早又最广泛使用的温度计是于18世

纪由旅居荷兰的德国仪器制造家华伦海特发明的玻璃水银柱温度计，伴随着工

业的发展和科技的进步，不同测试原理的温度计纷纷出现，与此同时，方法和

精度等方面也都有了很大的提高与改良【卜31。

温度的测量都是利用物质某些性质随温度变化的特性，通常是用温度敏感

的材料制作成温敏探头与待测物达到热平衡，由温敏材料性质的变化来确定温

度：也有直接利用被测物体本身具有的温敏特性进行温度测量的方法，但往往

也需要一个特性探测头置于待测区。而随着科技的进步，人们对物质运动特性

的认识日益向微小尺度深入，很多相互作用局限在很小的空间区域，导致体系

局部温度的变化，因而需要对体．系温度的空间分布或微区温度有更细致的了

解，微区温度的测量也因此越来越受到人们的重视。比如在光镊14 J微(微米尺度)

操作系统中，需要了解被操作对象所处环境温度变化的情况，从而可以更好的

了解和控制被操作对象的行为。

已经发展了多种测量微体系温度的方法【5J，其中有些方法可以对一维体系

(微流体)和二维体系(或表面)进行高空间分辨率的微区温度测量。但是对三维体

系，特别是液相体系，用通常的测温方法，需将测温探头伸到体系中的待测位

置。因而，减小测温探头尺寸是微区测温空间的维度扩展和分辨率提高的关

键，同时也减小了对温度场的干扰。液相微区测温技术还很不成熟，已有的适

合透明液相体系内部微区温度测量的方法有拉曼光谱法和热色液晶法。拉曼光
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谱测温是利用拉曼散射谱中的Stokes和Anti．Stokes分量的强度比与散射介质绝

对温度满足一定关系的特性，来确定散射体微区温度的光谱测温技术，测量精

度可达土0．1℃，且具有较高的空间分辨率，但只适用于具有拉曼散射的分子体

系。热色液晶法利用热显色液晶在不同温度下反射不同颜色的光的性能，是一

种可直接显示温度分布的测温技术，灵敏度和精度都比较高，但测温范围一般都较

窄，大约为0．5．5℃。但用于温度探测的液晶微胶囊大小通常在几十微米范围，限

制了其可测微区尺度的下限。以上方法的应用范围都受一定的限制。而且，由

于特定条件下设备间的耦合问题，这些方法也不能完全适应不同液相体系微区

温度测量的实际需求。发展新的方法以适应不同体系的特定要求，扩大应用范

围是非常有意义的。

本文提出一种利用光镊技术测量液相微区温度的新方法。该方法通过测量

被探测体系微区内微粒的布朗运动，并由此确定该区域液体的黏滞系数，利用

液体黏滞系数的温度依赖关系来确定该微区的温度。由于所监测的微粒，即测

温“探头”尺寸是微米量级的，很好地解决了微区温度测量中微小探测头难以

制备的困难。特别是在很多情况下所监测微粒就是被探测体系的组分，因而不

会影响被测体系的温度场。利用光镊技术测量微区温度的方法是属于“非接触

式”的温度测量技术。此外，利用光镊技术可操控及移动微小粒子至任意确定

空间位置的特点，可以轻松地把作为探头的布朗粒子定位到任意待测微区，以

实现精确定位的温度测量。方法的提出解决了液相体系在微区温度测量难以实

现的问题，对适应不同体系的特定要求，及扩大测温应用范围都是非常有意义

的。同时，解决了光镊技术应用中对微区温度实时监测的需求。

§3．1．1测量原理

液体的温度是与液体中分子运动直接相关的。分子的无规热运动对液体中

小球会施加一作用力，此作用力分为黏滞阻力与随机作用力两部分，小球的布

朗运动就是在这样的力作用下产生的，因而与温度有直接的关系。这为液体温

度的测量提供了一种直接途径。

由布朗运动的朗之万理论，经过时间At后布朗粒子位移的平方平均值为‘6】

<r2)。：堡堕△t(1)
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其中，(r2)“。2吉善J一一i．t12为粒子在时间间隔0到△t，△t到2 At，2 At至lJ

3△t，⋯⋯的一系列位移L，r2，r3，⋯⋯的均方值，d为布朗粒子的运动维

数，K是玻尔兹曼常数，T是体系的绝对温度，口=67rar／为布朗粒子所受的黏

滞阻力，a为布朗粒子的半径，珂为布朗粒子所在体系的动力黏滞系数。

又知对于任意液相的体系，其动力黏滞系数随温度变化的规律是随着温度

T的上升呈指数衰减的，可表示为【71 r／=‰e丽 (2)

其中，‰和AW对于任意一种液体都为特定的常数，只需知道液体在任意

两个不同温度T下的力值，便可求出。

由(1)和(2)式，并利用黏滞力的表达式，可得：

辈_r／oe些K，=7／ (3)
万孑i

‘3’

利用这一关系式，通过测量微球在待测微区内的布朗运动的均方位移，便

可以得到该微区的温度值T。在此，布朗粒子起到了温度探头的作用。

利用光镊可操控及移动微粒到确定空间位置的功能，可以把作为探头的布

朗粒子定位到待测空间位置，进而利用系统本身精确测量小球实时位置的功

能，可以跟踪小球的布朗运动，从而可以测得围绕该空间位置的微区温度值。

§3．1．2实验论证

利用上节给出的理论公式(3)测温，首先要对该公式进行标定，即确定公

式中的常数‰和AW。这二个常数描述的是液体的黏滞性质与温度的关系，可

以用通常的宏观方法来测定，而且文献中已经有大量的实验资料可供利用。以

纯水为例，利用手册【81中的数据，可以确定‰=0．02483矛11AW=0．3555x10J9。我

们也用了毛细管方法测量了273．15和283．15K这两个温度下的黏滞系数，核对

了上述常数。对其它液体，我们也是采用文献资料和常规实验测量相结合的方

法，对公式(3)进行标定。

下面我们将对本文提出的测量方法进行实验论证。鉴于目前还没有很适用

的其它液相微区温度测量方法，论证采用通常的宏观温度测量方法与本方法进

行比较，对同样条件下的被测对象进行测量。宏观对照实验采用探头尺寸约
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0．5mm，材料为镍铜一镍铝的K型热电偶温度计，以及上海医用仪表厂出产的

WMY-01型探头尺寸为2mm的数字温度计，尽管二者与本方法(空间分辨率为微

米量级，详见于讨论中)的空间分辨率不同，为毫米尺度，而且探头的引线还会

对待测对象的温度造成干扰，但对稳定的温度场，测量是可比的。

§3．I．2．I实验装置

本方法的实验采用如图1所示的纳米光镊装置【引。

图1实验装置图

光镊光源为He．Ne激光器(10mW，Polarized，Coherem，USA)，输出的激光波

长为632．8nm，输出的激光束由扩束镜扩束后，经由耦合光路耦合进入倒置显

微镜(IX70，OLYMPUS，JAPAN)，再由100倍油浸物镜(100X，NA 1．3，

OLYMPUS，JAPAN)强会聚后形成激光光阱。He．Ne激光束通过中性衰减片组

来改变光强，以适应不同测量范围的需要。实验装置中用CCD(CoolsnapCF

monocamera，USA)作为图像采集工具，用分析软件对动态显微图像进行相关

分析来实现小球位移的测量。对样品的精确定位和操控是通过压电扫描平台

(P一517．3CL，PI，German，PZT=piezoelectricity)来实现的，利用计算机程序自

动／手动控制压电扫描平台的运动，从而在三维空间上控制样品池相对物镜的移

动。

§3．1．2．2实验结果

将直径为1“m(0．997士0．02 1“m PS product of Duke Scientific Corporation，

USA)的聚苯乙烯小球悬浮于水中，然后将该悬浮液置于样品池中，通过观测

悬浮小球的布朗运动来测量水的温度。为了减小其它小球对所监测小球运动的
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干扰，需要使体系内小球的含量(浓度大约为2．5×108个／mOLL较低，以使在整个

CCD视场里只有一个小球。

实验中先用光镊捕获小球，再用由计算机程序控制(自动或手动)的压电扫

描平台来控制样品池相对于物镜的移动，将所捕获的小球移至样品池中待测温

度的微小区域。然后关闭光镊，让小球做自由布朗运动。为了尽可能减小光镊

对小球扩散运动的影响，即消除光镊光源对被探测体系温度可能造成的影响，

在光镊关闭后2秒再开始跟踪测量小球的自由布朗运动，直到小球远离物镜焦

平面时再停止测量。跟踪测量的时间一般不长于30秒，以保证在这样的时间长

度内，小球自由布朗运动在纵向的位置变化不会过大而使成像模糊，为横向位

移的测量带来困难。在本实验中每次跟踪记录的时间为20秒左右，此时小球在

纵向的位移的变化范围约5∥m。为得到足够数量的布朗运动位移值，要多次重

复上述操作，即重新捕获“探头”小球，移回至待测温区，并跟踪其布朗运

动。用相关运算法【9J对CCD采集的小球布朗运动图像进行处理，得到一系列相

邻两帧图中小球的二维布朗运动位移值，相邻两帧图的时间间隔为△t，在本实

验中△t为0．1 1秒(受限于所采用的CCD)。对大量的布朗运动位移值进行统计平

均，得出布朗位移均方值为O．2538um^2／s，并利用标定的常数77n和AW，代入

(3)式，可算得样品池内液体温度为T=302．37K，即实验时样品池内待测微区的

温度为29．22±0．58。C。这一结果与用对照探测器：镍铜一镍铝的K型热电偶温度

计和WMY-01型数字温度计的测量结果之差小于2％。它们的一致性证明了新方

法的可靠性。

为进一步验证方法的可靠性，还用上述方法对一系列质量百分比含量不同

的乙醇水溶液的微区温度进行了测量，所得结果如下表所示：

表一质量百分比含量不同的乙醇水溶液的微区温度测量值

Table 1 The results of the ethanol—water solutions of different ethanol concentration

measured in this method

Ethanol

concentration 10％ 20％ 30％ 40％ 50％ 60％

Temperature

(oC) 32．29±0．59 32．33±0．64 32．54±0．41 34．03±0．33 31．98±0．20 30．17±0．31
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这与用镍铜一镍铝的K型热电偶温度计和WMY—01型数字温度计对同样条件

下的被测对象的测量结果一致，误差小于3％。

由此可见，利用光镊系统本身可操控微粒并观测它在微区中的布朗运动的

功能来测量体系微区温度的方法是实际可行的。

§3．1．3讨论

上述温度测量实验显示，本文提出的方法测量误差小于3％。上述实验结

果是在对采集了1000帧以上的小球布朗运动图片分析计算而得，依统计学分析

知，对于95％的置信度其误差小于5％，此时的采集量是足够的。在此基础

上，估算出该测量方法的精度可以达到±1。c以内，误差小于3％，与实验结果

是一致的。该测量精度偏低，尤其是在温度敏感的场合，肯定是不理想的， 不

过在没有更合适的测量方法的情况下，本方法的测量精度仍是目前所知较为合

理、实用，能满足光镊技术应用领域温度实时监测的要求。此外，鉴于测量精

度主要取决于统计误差，因而可以通过增大统计量来提高，但这将影响到测量

方法的时间分辨率(详见于后述讨论中)，但鉴于新型高速摄像机的问世，测量

精度在适当协调这二个指标的基础上是可以提高到±O．3。C以内的。

方法本身是依据微粒的布朗运动来进行的，所以空间分辨率取决于布朗运

动范围的大小，而这又是由所选用的粒子尺寸(这决定了布朗运动的激烈程度)

和每次实时跟踪的时间。本实验用1／zm聚苯乙烯小球进行探测，每次跟踪的时

间约20秒，此时的空间分辨率约为1O×10×5∥m3。当改用2或3,um的微粒作

为“探头”时，空间分辨率会有所提高。减短跟踪时间也可提高空间分辨率，

但要以增加重复捕获、定位和跟踪的次数为代价。

这种方法的时间分辨率受CCD的帧速和为能达到较高可信度的数据统计量

这二个因素的限制。在我们的实验条件下，时间分辨率约为三分钟。改用帧速

更快的摄像机(最近获悉已有一种高速CMOS摄像机(pco．1200hs，the cooke

corporation)商品问世，帧速(full frame)可达636帧／秒)，便可以使本方法的时

间分辩率提高至2秒，从而满足温度场变化较快场合的测量需求。若改用2或

3,um的微粒(此时，采集较少的数据量就可保证有同样的置信度，同时也减小了

微区温度测量的空间分辨率)作为“探头”，测量精度将有望提高，以满足温度

在短时间内有较大变化体系的测量要求。此外，可借助多光镊操作系统的优势
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来同时操控几个“探头”，以提高时间分辨率，但要以牺牲空间分辨率为代

价。

在本实验中，是用100倍物镜进行观察测量的，此时样品在纵向的可测量

范围受到物镜工作距离的限制而较小，约为几十微米，但这是可以根据实际情

况，换用工作距离较大的物镜(60倍或40倍)来拓展。另外，对很多人关心的光

镊技术的应用场合，此测量范围是够用的。

在本实验中， “探头”小球距离样品池下底面的高度，约为lO／zm，这是

为了使“探头”小球在做布朗运动时不受样品池底面的影响[Jo,lt】。当然，此方

法对待测样品池底面附近的温度测量也是适用的，但需对测量结果作一定的修

正【12·1 51。

§3．1．4小结

本文提出了利用光镊技术的液相微区温度测量方法，并且具体对纯水和若

干质量百分比含量不同的乙醇水溶液进行了实验研究，肯定了此方法的可行

性，在所用实验条件下得出的空间分辨率为10×10×5∥m3，时间分辨率3分

钟，温度测量精度为l度。依据目前已有摄像探头产品的水平分析可知，时间

分辨率不难达到几秒。此外，本文还对测量精度、空间分辨率和时间分辨率的

影响因素及它们间的关系作了讨论。在具体的应用中，要选择合适尺寸的微粒

作为“探头”，在有些情况下，也可利用待测体系本身含有的微粒作为“探

头”，并选择合适的跟踪观测时间，以满足对测量精度、时间和空间分辨率的

要求。

§3．2光镊测温技术研究光镊光束的加热效应

自1986年，Ashkin等人首次利用单光束梯度力势阱成功捕获并操控微米

量级的粒子，即光镊技术的最初雏形问世后，由于光镊独有的可以在三维实现

对粒子的稳定的、非机械接触式的捕获和操纵l】6J的优势，以及技术本身是和标

准的显微镜相结合，方便了同步观测的进行，而被广泛应用于生物物理和生物

化学、医药学、胶体化学和软物质科学等领域中。
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光镊的非接触性操控的优势对粒子以及它周围的环境影响很小，但在某些

应用场合，这种影响仍是一个不容忽视的限制因素。比如在运用光镊技术对活

体生物微粒的操控和研究时，为了保证观测实验的成功展开，保持待测样品的

生物活性是很重要的。其中，以光镊本身对操控对象及它周围的环境造成的温

度影响最为显著，假设样品所处环境的吸收系数为0．1cm～，功率为80mW的红

外光阱将引起若干度的温升【17J；在一些具体的实验中，人们也注意到了光镊光

束的加热效应，比如在用光镊对PTK2细胞中有丝分裂染色体的显微操作实验

中，就发现光镊光束的热效应会提高染色体的运动速度【l8l。但从已有的报道来

看，对光镊引起的温升都只是做了简单的理论的估测【17’1引，由于没有合适的探

测手段，至今尚没有具体的测量数据来直接论证。而应用光镊技术测量液相微

区温度方法的建立，使得对光镊加热效应的直接测量成为可能。

本章将以聚苯乙烯小球悬浮液为例，利用上节发展的测温方法，从实验上

论证光镊的加热效应。对这种温升效应的实验评估方法的建立，将为针对具体

研究对象选择合适的光镊参数(波长、强度)提供可靠的实验依据。实验的测量

原理与装置，与在前节§3．1中己详细介绍过的相同，这里就不再赘述。

§3．2．1实验

实验选用直径分别为19m及3p．m(4009A—O．997+0．0219m和4203A一

3．063+0．0279m，PS product of Duke Scientific Corporation，USA)的聚苯乙烯小球

悬浮液作为待测样品。由于温度的测量是通过观测悬浮小球的布朗运动来进行

的，为了减小其它小球对所监测小球运动的干扰，需要使悬浮液内小球的含量

比较低，我们设定的判据是，保证在实验时整个CCD视场里只有一个小球，这

时相应的小球浓度大约为2．5×108个／ml。

实验前，先将已装好待用监测样品的样品池置于光镊系统的样品台上，并

打开显微镜的照明灯(模拟与平时实验时选用的照明亮度同)，放置约半小时或

以上，使样品与样品池、光镊装置的样品台在照明光作用下达到一恒定的温

度，然后再开始样品的温度测量实验。做这项预备工作是为了避免在测量实验

中会引入显微镜照明光和样品池周围环境对样品温度变化造成的影响。实验

时，首先用光镊捕获测温探头一布朗粒子后，再用由计算机程序控制(自动或手

动)的压电扫描平台来控制样品池相对于物镜的移动，将所捕获的小球移至样品
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池中的温度待测区域。之后，并不是像前面所述的那样立刻关闭光镊，而是保

持光镊的开启状态让布朗小球在光阱中停留一段时间，使光镊的热效应积聚到

一定程度或者达到饱和。在我们的实验中这段时间约一分半钟或更长。随后，

关闭光镊让小球做自由布朗运动，同时开始跟踪记录小球的自由布朗运动。每

次跟踪记录的时间一般不长于30秒，以保证在这样的时间长度内，小球自由布

朗运动在纵向的位置变化范围不会过大而造成像模糊，影响到横向位移的测

量。为得到足够数量的布朗运动位移值，要多次重复上述操作，即重新捕获

“探头”小球，移回至同一待测区域，并跟踪其布朗运动。小球在不同时刻的

位置是用相关运算法【9】对CCD采集的小球布朗运动图像进行处理得出的，由此

可得到一系列相邻两帧图中小球的二维布朗运动位移值，相邻两帧图的时间间

隔为△t。由于光镊的加热作用积聚起来的温度升高，在光镊关闭后将经历一个

逐渐降低并最终趋于热平衡的过程，温度的测量应该是时间分辨的。为此我们

对光镊关闭后不同时间段内的布朗位移均方值进行统计平均，再利用上节标定

的常数770和AW，代入(3)式，算得样品池中光镊捕获区域内液体受到光镊影响

后，在对应时间段内的温度值。

§3．2．2结果及分析讨论

实验中，对光镊光源引起水的温升的耗散过程做了两组不同时间长度的跟

踪测量。

第一组，设定CCD在采集相邻两帧图片的时间间隔△t=0．1 1s(受限于所采

用的CCD)P．PJ,保证能达到最小时间分辨率的情况下，分别用lum和3urn的小球

跟踪记录了关闭光镊光源后约5秒内小球的布朗运动情况，分析处理后得到结

果如下所示：

时间(秒) 0—1 1—2 2-3 3-4 4-5

温度 lum 31．93 25．18 23．59 22．4 25．42

(oC) 3um 28．1 6 24．34 24．14 ·21．64 25．20

温度变化值 lum 6．75 1．59 1．19 —3．02

(。C) 3um 3．82 O．2 2．5 —3．56
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图1关闭光镊光源后微l丕温度随时间的变化

以上结果间接的反映了光镊光束对被操控小球所在区域引发的温升效应。

尽管对二种小球，所在区域的温度趋于平衡的过程不尽相同，它们随时间变化

的趋势还是一致的，都是单调降低。由此可见，光镊光源的确对被操控样品及

其周围环境造成了温升效应，引起的温度变化值约5 oC左右(此为采用输出的激

光波长为632．8nm、功率为10mW的He．Ne激光器作为光镊光源时的测量结

果)，与原有的理论估测是一致的。

此外，为了更具体了解在光镊关闭后，对光镊热效应造成的捕获区域的水

温趋于平衡的“耗散”过程，还做了第二组更长时间，约20秒的跟踪测量。由

于数据量较大，在做这组测量时，降低了时间分辨率，设定CCD在采集相邻两

帧图片的mtl'司间隔为△t=0．545s，用lum小球跟踪记录了关闭光镊光源后约20

秒内小球的布朗运动情况，分析处理后得出每5秒内的平均温度，结果如下所

不：

时间(秒) 1—5 5—10 10一15 15-20

温度
26．08 24．72 25．19 24．63

(oC)

温度变化值
1．36 —0．47 0．56

(oC)
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图2关闭光镊光源后微区温度随时间的变化

可见，关闭光镊5秒后，光镊捕获区的温度已趋于平衡，也即温度的耗散

过程己基本结束。换言之，光镊光源引起的热效应将会在光镊关闭5秒后消

除，不再影响样品及其周围的环境。

以上结果中，用3um测温探头小球的情形，测得的温度值普遍低于lum小

球的情形，认为产生此结果的原因在于，所用3um聚苯乙烯小球的体积是]um

小球的27倍，其热容量也就相应地要大于lum的小球，因而相同光镊光束的加

热效应引起的小球温升较小，传给周围介质的热能也就较少，并因此使捕获区

介质的温升较小。

§3．2．3小结

运用前述工作中提出的“应用光镊技术测量液相徼区温度”的方法，对光

镊光源引起的热效应首次从实验上进行了测量，得到采用输出的激光波长为

632．8rim、功率为10mW的He．Ne激光器作为光镊光源，将会引起5。C左右的

温升，与先前的理论估测基本一致。对用不同尺寸测温探头小球的实验结果之

间的差异作了简要分析。此外，通过对光镊光源引起的温升在光镊关闭后的耗

散过程进行长达20秒左右的跟踪测量，得出光镊光源引起的热效应会在光镊关

闭5秒后消除。
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受所用实验装置性能所限，本研究的时间分辨率偏低，采用灵敏度更高、

响应时间更快的摄像器件将可明显提高测量精度，从而对光镊加热效应有更精

细的了解，这将为光镊应用中恰当选择光镊装置的参数提供可靠的实验依据。

§3．3应用光镊技术研究混合液体黏滞系数的组分依赖关系

液体的黏滞系数，又称液体动力黏度，是流体的重要特征和物理属性之

一。1687年，牛顿在把流体力学运用于天体力学中的问题时，首次提出了流体

力学中黏度的概念，他把单位流体表面上所受的阻力与沿该面法线方向上速度

梯度的比值这个常数定义为流体的黏滞系数，它表示流体内部抵抗流体剪切运动

的一种物理性质。流体黏滞系数的研究成为定量描述流体流动性质的基础，了

解流体的黏滞系数不仅有助于物性的研究，而且在工业生产和科学研究中也具

有重要的实际意义，因此，流体黏滞系数的测定在许多领域日益受到重视。

国内外研究者对黏度已做了多年深入的研究，关于这方面的文献很多。

1798年，库仑发明了振动盘式黏度计；50年后，泊肃叶、魏德曼、哈根和斯托

克斯发明了毛细黏度计，并进行了改进；1890年，库爱特发明了同心圆柱式黏

度计，1907年拉登布尔格的落球式黏度实验克服了斯托克斯遇到的困难。人们

在经历数百年坚持不懈的研究中，发展、改进了的黏度测量方法，到目前为止，

黏度测量的方法和仪器已达数百种。其中，常用方法有：落球法、毛细管法和

转筒法等。依据斯托克斯公式的落球法，也称斯托克斯法，因其物理概念简单

清晰、装置简单、测量方便，而被普遍采用，但测量的精度和准确度不高，主

要问题在于采用人工秒表计时，存在着视差和反应误差，虽然有报道采用计算

机实时数据采集系统与超声波探测技术、半导体激光光电传感器和单片机计时

等已克服了视差和反应误差：此外，还存在由于无法使小球每次都恰好沿着玻

璃管中心线下落引入的测量误差，以及测量对象只限于黏滞系数较大，透明或

半透明的液体等问题【I引。依据泊肃叶方程的毛细管法，有较宽的测量范围，从

气体到液体均可测量，但方法对测量过程中条件和状态的要求较苛刻，如液体

是否做稳定流动、压缩与否等，将会对测量结果造成很大的影响[20,21】。依据牛

顿黏滞定律发展而来的转筒法，即旋转法，有普遍型的Sarlc黏度计和高级型的

Couette黏度计，目前为陶瓷行业中普遍采用，这种方法虽因有成套的商品仪器
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而简便易行，但准确性较差且仪器大多价格昂贵【221。此外，还有可以有效地测

量液体黏滞系数较大的振动澍231、微机控制超声多普勒效应法【24】、布里渊散射

法【25】等。

随着科技的进步，上述测量方法在取得改进的同时，也大大提高了测量精

度，但它们仍存在样品需求量多的问题。在我们的研究工作中，注意到了通过

监测微粒的布朗运动可以得到微粒所处环境的一些信息，比如液体的黏度，并

做过一些尝试性的实验研究。由于所被监测微粒的尺寸是微米量级的，对应的

布朗运动范围约10x10x10／lm3，这就大大减少了样品需求量，约70ul足矣；另

外，测量时样品是放置于密封的样品池内，这一点对于测量易挥发的样品，以

及需保持组分含量不变的以特定比例混合的溶液的黏度，是十分有利的。

§3．3．1测量原理

由于布朗运动是和用来表征液体黏滞阻力的黏滞系数直接相关的，这就为

液体黏滞系数的测量提供了一种途径。

由布朗运动的朗之万理论，经过时间At后布朗粒子位移的平方平均值为：

(r2)。：堡堕△t(1)【6】

其中，(r2)av。=搏n H．。12为粒子在时间郦鬲0到△t，△t至o 2△I，2△t至o
3 At，⋯⋯的～系列位移‘，r2，r3，⋯⋯的均方值，d为布朗粒子的运动维

数，K是玻尔兹曼常数， T是体系的绝对温度，口=6zar／为布朗粒子所受的黏

滞阻力，a为布朗粒子的半径，r／为布朗粒子所在体系的动力黏滞系数。

自(1愚叩2豢裟 ④’

此即待测的液体黏滞系数，7。

§3．3．2实验

以纯水为例，对所提出的方法做了验证实验。将直径为1 ym

(O．997+0．0211am PS product ofDuke Scientific Corporation，USA)的聚苯乙烯小

球悬浮于水中，通过观Nd,球的布朗运动来测量水的黏滞系数。为了减小其它
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小球对所检测小球运动的干扰，需要使体系内小球的含量(浓度大约为2，5×108

个／m1)比较低，以使在整个CCD视场旱只有一个小球。实验装置与步骤，与

§3．I中的近同，这里就不再赘述。对大量{：]勺布朗运动位移值进行统计平均，得

出布朗位移均方值为O 2538um“2Is，代入(3)拭，可算得样品池内液体黏度为

目=76．83×10 kgf·111／K。这一结果与用常用测量方法的测量结果之差小于9

％。它们的一致性证明了方法的可靠性。

在本实验中△t为0．1 1秒。对大量的布朗运动位移值进行统计平均，得出布

朗位移均方值，代入(3)试得：

口：_—笔要生L—而：76 83x10—6地f m／K (3)r1

3万·0，5×104×02538×10“
。 。。

其中的温度T=29．22。C，是用探头尺寸约0 5mm，材料为镍铜一镍铝的K型

热电偶温度计测得的。

陵方法在测量时是将样品放置在一密封的样品池内，这一点对于测量易挥

发的样品是必要的。我们列一组质量百分比含量不同的乙醇水溶液在30。C下的

黏度进行了测量，实验结果如F：

乙醇浓度

f质量 10％ 20％ 30％ 40％ 50％ 60％ 70％ 80％ 90％

百分含量)

黏度

(kgf IIl／K) 105．53 l 37 35 】64 5l 174 68 191 51 194．62 186 89 168 31 14l 91

以上测量结果与20。C、40。C在右的乙醇水溶液黏度随乙醇含量的变化规

律是一致的，如下图所示：
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20 jO sn

concentration ofe(hanDI fEl％

网3不同温度下乙醇水溶液黏度与兀醇含量的关系

另外，利崩式町=仇ei亍盯1和己知的20。C、40。C的乙醇水溶液的黏度值

可以计算出30。c|j{勺乙醇水溶液黏度的理论仔，测值，与实验测得的结果基本

致，二=者之间的偏差小于l 5％，如下豳所示：

图4不同方法测稃的乙醇水溶液黏度的比较f，[130。1

其甲，口=叩0c“i足对液体动力黏滞系数随温度T变化特性的表示式，式中

的‰和△w对于任意～种液体都为特定的常数，只需知道液体在任意两个不同

温度T下的_值，便可求出。20。c的乙醇水溶液的黏度值⋯白手册[81中，40。C

的乙醇水溶液的黏度值是用毛细管方法测量而来。
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以上结果，在为方法的可靠性提供了进一步证实的同时，也说明了本方法

还适用于易挥发样品、以及混合溶液的黏度的测量。由此可见，利用光镊系统

本身可观测体系布朗运动的特点来测量液体黏滞系数的方法，其测量对象不仅

可以是一般液体，也可以是易挥发的液体或混合溶液。

§3．3．3分析讨论与小结

上述实验结果表明，基于光镊技术的液体黏度测量方法是可行的。这里将

对测量精度作一讨论。由于本方法是通过观测和分析小球布朗运动来实现的，

因而数据的统计问题显得十分重要。我们的实验是在对采集了1000帧以上的小

球布朗运动图片分析计算而得，依统计学分析知，对于95％的置信度其误差小

于5％，此时的采集量是足够的。在此基础上，对上述黏度测量实验结果作了分

析，得出该方法的精度可以达到±10kgf．m／K以内，方法的测量误差小于15

％。此外，从与理论估算的对比结果分析得，二者的相对误差在13％以内，还

是比较一致的。当然，所进行的初步实验测量的精度还偏低，这一方面是由于

所用实验装置较简单，测试条件的稳定性差，这不难通过完善实验装置来提

高：另一方面，测量精度在很大程度上还取决于统计误差，因而可以通过增大

统计量来提高。

这种方法的测量所需时间，受CCD的帧速和为能达到较高可信度的数据统

计量这二个因素的限制。在我们的实验条件下，测量时间要十分钟左右。改用

帧速更快的摄像机便可以大大缩短本方法的测量时间，这对于动态过程的研究

十分重要。若改用2或3,um的微粒(此时，采集较少的数据量就可保证有同样

的置信度)作为观察对象布朗粒子，测量时间也将有望缩短。

在本实验中，为了使小球在做布朗运动时不受样品池底面的影响【10、111，应

使小球在距离样品池下底面约10,um的高度处做布朗运动。当然，通过观测待

测样品池底面附近布朗粒子的运动来完成测量也是可以的，但需对测量结果作

一定的修正【12·1 51。

本部分工作利用光镊技术对乙醇水溶液的黏度随含量变化的特性做了实验

研究，由于测量方法的非接触特性，使之可以测量密闭容器内的液体，这点尤

适用于对易挥发液体或其混合溶液的黏度测量。此外，这种测量技术可以采用

微容量样品池进行的，所以大大降低了对样品的需求量，约70ul足矣。可以看

29
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出，这里介绍的光镊方法也可望用于对微小粒子内的液体(例如细胞液)黏度测

量。

本章致谢：

在此要感谢中国科学技术大学热科学和能源工程系燃烧学实验室提供的液

体黏滞系数的测量验证条件，为本部分工作的顺利完成给予了莫大的支持。
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第四章便携式分子马达生物传感

超灵敏检测仪研制

§4．1引言

疾病的快速、早期诊断对于挽救生命、防止传染病的暴发和改善人类健康

具有重要意义。而在疾病初期，血液和体液中所含的与疾病相关的标志性分子

的量很低，以致当前国内外已发展的众多诊断各种疾病的早期检测技术、方

法，尚不能满足早期诊断的要求。其中，比较常用的有ELISA(enzyme linked

immunosorbent assay，酶联免疫吸附测定)技术、芯片电泳技术、基于场效应管

的纳米技术、PCR(polymerase chain reaction，聚合酶链反应)技术等。但由于疾

病初期与疾病相关的标志性分子(如蛋白分子)在血液和体液中的含量很低，以

致当前众多的所谓早期诊断技术还不能满足早期诊断的需要。如目前最流行的

ELISA方法，虽然技术成熟，但存在操作过程复杂因而检测时间长、样品消耗

量大、以及检测限较高，即灵敏度不够高，等问题：芯片电泳技术，优点是样

品消耗量小，分析速度快，但重现性较差，检测限也较高；基于场效应管的纳

米技术呻】，因检测限很低，可以达到108个／ml，分析速度较快，样品需求量

少，而成为一种比较有前途的技术，但该方法的制作工艺复杂，检测成本也较

高；PCR技术，也是现有检测技术、方法中比较常用且成熟的一种，检测限度

也低，可以达到104个／ml，样品的消耗量也很少，但缺点是检测过程复杂，耗

费时间长。由此可见，现有的这些技术都还难以完全做到对疾病早期、灵敏且

简便但可靠地测定。因而，迫切需要发展一种超灵敏的生物分子测定技术，以

满足生物、医学的需求。

面临当前世界性疾病一一潜伏期较长的HIV(艾滋病)病毒的快速蔓延、曾

于2003年在我国引起大规模非典型性肺炎暴发的SARS病毒(～种全新冠状病毒)

的快速变异、以及目前暴发于全世界范围的HSN 1禽流感病毒等对人类健康、社

会稳定带来危害的严峻问题，如何进行疾病的快速监控、防止扩散流行与大规

模暴发已迫在眉睫。故寻求一种能对疾病做到早期的快速、灵敏且可靠诊断的
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新技术、新方法，以突破现有技术、方法的检测灵敏度，开发出超灵敏的测定

技术和便利的检测仪器为世人所期待，也成为相关领域科学家从不同角度协同

攻关奋斗的目标。

近年来在在生物大分子的研究中，发现FoF。一ATPase分子马达是一个

旋转分子机器【3】，它特殊的结构与功能，使之具备了发展成为生物传感器

的潜在优势。2005年美国科学家进一步明确提出用旋转分子马达(F 1)作

为生物传感器的技术，并启动了FoF。一ATPase分子马达作为网络式智能化

的传感器的研究课题，用于对生物分子的探测。日本、美国、德国等国家

已在蛋白质分子马达的研究方面投入了巨额经费，期望能在某些应用方面

取得突破性进展。

目前，随着纳米技术的发展，把各种各样的纳米粒子作为生物分子与

基片的连接媒介已不是难事，并且可以利用此技术在基片上直接阵列生物

分子(如酶，核酸，生物色素复合物)以构建出纳米尺度的生物芯片。如在

原子力显微镜技术基础上发展起来的DPN(Dip—Pen Nanol ithography，蘸

谯笔纳米平板印刷术)技术，利用它对阵列元素可直接操控的性能，便可

以实现生物芯片的构建。因此，从生物、医学以及纳米科学等多领域的发

展及应用需求来看，发展纳米技术的生物传感器，是目前和今后相当长一

段时间内世界生命科学发展的一个重要方向。

另一方面，随着生物医学、科技农业、环境监测、军事分析以及工业流程监

控等领域的现代化发展，对分析仪器提出了非常急迫的小型化、轻量化的要求，

在某些特殊的场合(如环保、野外、现场的监测，星载分析检测等)还要求仪器

牢固耐震。检测、分析仪器的小型化设计已成潮流。目前，许多国家都已在致

力于功能不亚于传统庞大实验室仪器的小型化、轻量化甚至全固化仪器的设计

与开发，例如可在野外工作的短柱高速气相色谱仪、便携式质谱仪、便携式气

相色谱／质谱联用仪、便携式Y射线分析仪等种种运动部件少、全固态化仪器。

本章主要介绍在利用ATP合酶旋转分子马达具有的特殊结构与功能开发全

新免疫识别技术的已取得初步成果的研究基础上，从物理和技术的角度讨论相

关检测分析方法和技术，提出装置的设计方案、以及样机研制的进展情况、初

步结果，并给出进一步完善的改进意见等，渴望能为攻破现今诊断技术中尚未

很好解决的早期检测的超灵敏、快速等难题起到推动作用。
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§4．2检测仪的生物学基础——

FoF。一ATPase分子马达生物传感器

本研究工作属交叉合作领域，为了更好的了解本研究工作，在此先简单介

绍～下合作方——中科院生物物理所乐加昌老师实验小组已有的工作基础。

中科院生物物理所的乐加昌老师下属的旋转分子马达的研究小组在国家基

金委的支持下，启动了围绕分子马达特殊结构与性能的研究，以及如何利用分

子马达的特性开发出一种生物传感器的研究课题，经过多年的研究与积累，已

取得以下实际进展：

1、发现在旋转分子马达F。F。一ATPase的13亚基上连结不同的负载将直

接调控其的活性。

FoF．一ATPase是～个旋转分子马达(图1)，由定子和转子两部分组成，它利

用氧化磷酸化或光合磷酸化过程中产生的跨膜质子动力势，以ADP和无机磷酸

为原料合成ATP，在此过程中， FoF。一ATPase会向膜外转运质子，导致膜内的

PH值升高；而在ATP水解的过程中，FoF。一ATPase将会吸收该过程中ATP水解时

释放出来的能量，以与合成过程中相反的方向旋转，并向膜内转运质子，使膜

内的PH值降低。并且，ATP合成(或水解)的速率与FoF。-ATPase的旋转速率成

正比，而FoF。一ATPase的旋转速率又可以反映为它转运质子的快慢。因此，当

FoF。一ATPase合成或水解ATP的活性越高时，它转运质子的速率也就越快。

图1基本免疫旋转．FoFI．ATPase生物传感器示意图

l、FoFl-ATPase I-@p亚基；2、B亚基上抗体；3、biotin-streptavidin—biotin(生物素一抗

生物素蛋白一生物素)连接系通；4、H9禽流感病毒抗体：5、H9禽流感病毒；6、FoFl．
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ATPase合酶旋转分子马达的载色体chromatophores(光合细菌载色体外翻膜囊泡)：7、玻

璃表面。

后来又发现，FoF。-ATPase的旋转速率会受到它的p亚基上所连接负载多少

的影响。其B亚基上加了负载后，将会抑制它的旋转速率，表现为FoF广ATPase

转运质子的速率变慢了。基于此特性，建立起了用单分子马达测定分子量未知

的病毒、生物大分子等的分子量的方法。

2、发现FoF，一ATPase的旋转活性与其B亚基上的负载之间并非简单的反比

单调关系，而有这么一个使得FoF．-ATPase的旋转活性从抑制转变为激活的拐点

存在的新现象。

在发现FoF。一ATPase的旋转速率还要受到它的O亚基上所连接负载影响之

初，只简单的认为二者间是单调的反比关联，即B亚基上所连接负载质量越

大，FoF。一ATPase的旋转速率就越慢，经过实验观测后发现，实际情况并非如

此，它们之间的关联存在一个跳变点，即当0亚基上的负载超过一定质量后，

负载的增大对FoF。-ATPase旋转活性的影响将从抑制变为激活，反而加快了

FoF。-ATPase的旋转速率。而修饰在B亚基上任意一种病毒抗体(具特异结合

性)在结合对应病毒前后的两种不同负载情况刚好分别处于旋转活性跳变

点的前后，因而这一新现象的发现，为把旋转活性可调的F。F。一ATPase分子

马达发展成检测病毒的生物传感器，奠定了理论及实验基础。

3、发现FoF，～ATPase分子马达对p亚基上所连接的微小负荷(如某种生

物分子)可以十分敏感的反应为其旋转速度的改变(己申请国家发明专利【4J和PCT

国际申请，申请号：PCT／CN2005／002195)。

生物领域常用的荧光标记染料F1300，是一种PH值敏感的荧光材料，其荧

光强度随着PH值的增加而增加。当把F1300标记到膜内后，在ATP的合成或者

水解过程中，如前所述，FoF。-ATPase的旋转活性表现为其输运质子的速率的快

慢，而输运质子的速率快慢将直接导致膜内PH值变化，这点可直接被F1300发

光强度的变化反映出来，也即FoF。一ATPase的旋转速率可以由F1300荧光强

度的变化来检测。将F1300成功标记到膜内的技术，解决了如何将旋转信号转

换为可直接探测的荧光信号的问题，并为以后利用荧光pH敏感探针检测质子转

运的单分子技术与多分子技术的建立奠定了实践基础。
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与此同时，乐老师他们已掌握了在分子马达的应用方面解决零负载马达调

控的关键技术，以及如何用化学方法启动分子马达旋转的关键技术‘引，并在单分

子研究中已建立起可调控研究体系并在分子马达的预实验中取得了初步结果

【61(如图2所示)。

图2研究免疫旋转F,Fl—ATI)ase在不同情况卜’连接}f9禽流感病毒后

标记荧光材料随PH值变化的发光照片

a、 p呃基上连接了H9禽流感病毒特异抗体(fjⅡ基抗体一生物素一抗生物素!鲞}白一生物素一

H9抗体)的免疫旋转分子马达FoFl．ATPase与H9禽流感病毒的混合样．铺，在加ADP起

动反应斤的荧光强度变化(反映了FoF，一ATPase的B弧基上的负载质量在拐点之后，负

载对FI,Ft—ATPase的旋转活性从抑制转变为激活的现象)：

b、 B弧基上米加任何负载的免疫旋转分子马达FoFl．ATPase，加ADP起动反应的过稃(反

映了FoFl—ATPase臼身旋转活性随A 7rP合成活性的变化情况)；

C、 B弧基上连接了H9禽流感病毒特异抗体(BⅡ基抗体一生物素一抗生物紊货向一生物素～

H9抗体)的免疫旋转分子马达FoFl．A—I Pase，但朱与H9禽流感病毒混合的样，锦，加ADP

起动反应的过群(反映了F．F，一ATPase的B弧基上的负载质姑在拐点之前，负载对F,F；一

ATPase旋转活性的抑制现象)；

d、 fj弧基上术加任何负载的免疫旋转分子马达FoFl．ATPase，但没有加ADP(不起动反

应，即不使FoFI—ATPase旋转起米，反映了荧光探针F1 300自身淬灭的情况)。

综上可见，这些已有研究进展、成果(实验上已经取得对盐酸克伦特罗(瘦

肉精)，CRP蛋白等物质的成功检测的可喜进展，实践证明其检测限超过了传统

ELISA方法的1 00—1 000倍)及技术积累，特别是近来在单分子水平研究中建立

起的一套具有独立知识产权、应用价值的新技术，新方法，即利用FoF，．

ATPase分子马达作为微量探针，使分子马达的旋转特殊功能与荧光技术
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相结合，就可以构建FoFl．ATPase单分子生物传感器，再利用纳米粒子

与生物分子的直接连接技术，形成特殊的生物芯片，便可以实现～种基于

单分子马达旋转原理的用于检测微量病毒的新技术，为本工作即单分子马

达生物传感器及与其配套的高灵敏度检测仪器的综合研制的开展，提供了重

要的生物学基础。

§4．3检测仪的研制

我们将在这一节，从物理和技术的角度，具体讨论和实施将生物物理所对

旋转分子马达已有的研究成果付诸实用，开发相配套的单分子检测分析仪器并

给出已经取得的结果。

§4．3．1设计目标

在利用ATP合酶旋转分子马达FoFl．ATPase特殊的结构与功能作为生物

传感器来研究ATP分子马达的旋转免疫识别技术(新型的免疫一诊断、分析技术

和阵列式的微流道芯片阅读式检测器)的基础上，开发出具备能对样品实现定位

检测、数据读取及处理等功能，以及检测灵敏度(争取达到单分子量级)、速度

比现有的免疫一诊断技术会有显著提高的检测分析仪器。与此同时，尽量使系统

成为集检测、结果处理与输出等技术于一体的小型化、重量轻、使用简便的新

一代检测分析仪。具体而言，要达到以下技术指标：

1．检测对象：液体中的病毒

2．采样量：几十微升

3．检测限：病毒浓度最小量--109个／ml

4．系统分辨率：亚微米

5．显微视场：100微米×75微米

6．信号采集：芯片的单分子信号和阵列信号

7．系统操作简便、实时显示图像信号，计算机数据采集和处理、及打印检

测结果

对整个便携式分子马达生物传感超灵敏检测仪系统的开发，主要包括以下

三方面的工作：1生物传感器性能的进一步优化与阵列的单个生物传感器的进
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一步小型化；2集光学显微成像系统和荧光强度检测体系于一体的光学系统的

设计与构建；3将信号控制和数据处理系统的集成工作。

匦
图3检测仪原理示意图

第一方面有关生物部分的工作，是由合作方中科院生物物理所乐加昌实验

小组负责的，而所在中国科学技术大学激光生物实验室则负责后两方面有关物

理和技术方面的工作，合作双方在各自完成相对独立的单元技术研究后，再根

据设计要求，协同完成相对独立的局部体系，最后进行交叉实验，完成系统集

成。

下面，就中国科学技术大学激光生物实验室承担的工作中本人主要参与的

光学成像和荧光强度检测体系的搭建工作做一简要介绍。

§4．3．2检测仪的物理设计

根据生物学超灵敏检测的要求，仪器的物理性能应满足三条：第一、用此

检测仪器观测时，能够得到清晰的生物传感器的荧光图像：第二、能够达到对

分子马达转速变化的灵敏检测，即不但能够观测出荧光强度变化的差值，响应

也要足够快：第三、能够达到对荧光信号处理的自动化，并给出定量的结果。

因而，物理上的设计考虑可分为以下四部分：

(1)、照明光源和照明系统

选择合适的激发照明光源，设计合理的照明光路，以达到在荧光显微镜物

面上形成均匀和足够强的激发光照明。

(2)、成像系统

由显微物镜和摄影目镜组成。由于是选用CCD作为成像的接收观测屏，所

以要采用平视场物镜；此外，需采用分辨本领达到亚微米的观察物镜，这样方
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可使生物传感器的荧光图像(几十到几百纳米的荧光亮点)能够清晰地呈现在

CCD所连接的计算机显示屏上。

(3)、接收系统

由CCD和计算机组成。出于为了最大限度地降低由样品池底面反射过来的

激发光的影响以得到信噪比较高的荧光图像的考虑，需要在CCD前面加干涉滤

光片。此外，也可以考虑使用像增强器，以进一步提高测量的灵敏度。

(4)、配套的计算机图像处理技术

开发能对荧光信号强度的变化幅度随马达旋转速率变化的高精度观测，并

自动完成把强度结果转变为具体数据的处理软件，进一步提高系统的分辨本领

及检测效率。

§4．3．3检测仪的实验研究

出于以上四点物理的设计考虑，我们构建了检测仪原理性实验系统(图

5)。从整机结构上说该实验系统类似于反射式照明的荧光显微镜。

图4检测仪光路原理图

系统的照明／激发光源出射的光，经双色反射镜照到物镜的后瞳，经物镜会

聚后照在样品平面上：样品中标记在生物传感器上的荧光探针F1300被激发后

发射出中心波长为514nm的荧光。荧光由物镜收集，通过摄影目镜成像在CCD

靶面上，由CCD将其转换为可直接观测的样品的荧光图像。
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根掘雪家标准显微镜物镜的共轭距离，设计样品台到摄影目镜场镜的光学

距离为195ram：考虑引检测所用的荧光探毫1 Ft300的激发(吸收)和发射波K分

别为490Nm和5㈨邯，选择中心波长为470nm的L凹：半导体发光二极管j作为激

发／照明光源；照明系统中所选用的会聚透镜的焦距约50ram，为了使LED光

潍可以充满物镜后瞳以达到最好的照明、激发效果，LED光源与会聚透镜Iq的

距离略大于50ram，约52ram，使得山射的照明光为微会聚的近平行光束，再经

物镜会聚后均匀的照亮视场，便于显微观察：45。的470nm全反5[Onm全运的

半透半反镜和45”的5lOnm全反镜的参数选择是由荧光利判F1 300的激发、发

引光决定约，以便提高整个观j!I_4系统的信嵘比。当选用不同的荧光材料时，照

明／激发光源、450半透半反镜和450全反镜的参数选择都需要做相应改变，以优

化观测的信噪比。

_L|j江南光学仪器J生产(后面摘称为“江南”)的2u倍物镜，}_]2 5倍摄影同

镜搭建的原理性装置(劁5J x坩样品做r检洲实验，实验结果如幽6所示，可以

激发并清晰地则察到【p．nl荧光小球的图像。

幽j榆洲仪原理睦实验装置 削6 l pan荧光小球的观洲截幽

根掘仞步的实验结果，认为仪器各肼节的技术指标，以披整个检测系统的

集成效粜应从以下几个力而考虑做必要调整和修改

【、荧光信号采集的优化：换用高灵敏的制冷CCD(或ICCD)作为信号采集部

件，或使用像增偶器，以进一步提高洲量的灵敏度。此外，为降低由样品池底

而反射过来的激发光的影响蚍得到信哚比较高的荧光图像的考虑，在CCD前

面加二F涉滤光片，以滤除激发光。
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2、杯定出系统荧光信号的检测范味分析已有定量研究刚二盯PaSO分

子马达旋转能力的调控规律和微小负载影响旋转速度变化的规律的实验结果，

定m荧光信号的强度范刚。

3、荧光信号j!I勺输出和处理：研究分子马达的旋转迷度与荧光强度变化胁慢

问的列应伽律，提出相应的图像训别方法以便信号的有效分析和输出，提高系

统的检测效率。

4、系统集成：仪器设计为专一用途的榆测仪，以达§l仪器的便摧性(即小

型化、使用方便)的设计目标。

§4．3．4检测仪样机的雏形

在原理性实验的基础上，设计和研制了适用于F⋯F—ATPase分子马达生

物传感器芯片观测的小型装置的样机(匿7)。

削7捡洲仪元州集成姨萱一样机照片

浚样机已司剃测和处蝉牛物样品的荧光图像，具备了最基本的功艇，如图

8-JI所示。

蹦8酵母细胞 I刿9受激屙F1 300的荧光心片
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a、用63倍Leitz物镜观察 b、州1 00倍江南油浸物镜观察

图10待测样品chromatophores的荧光显微幽像

a、5分钟后 b、8分钟斤

幽11加了ATP启动buffer(缓冲液)后

待测样品chromatophores(幽10-b)的荧光显微幽像

其中，图8是选用100倍江南油浸物镜的样机仪器对酵母细胞观察的截

图，说明样机具备对一般生物样品的显微观测功能：图9是用同样装置的样机

仪器对待用荧光材料F1300观察的截图，说明样机具备对特定荧光材料的激发

与观测功能：图10一a、10一b分别是用选用63倍Leitz物镜和100倍江南油浸物

镜的样机仪器对样品chromatophores观察的截图，图10-b及图1 1则为选用100

倍江南油浸物镜的样机对同一样品chromatophores加ATP启动buffer(缓冲液)fi；j

后的跟踪观察的截图，说明样机具备待测目标荧光强度变化可分辨的观测功

能。以上结果，为便携式分子马达生物传感超灵敏检测仪的进一步完善奠定了

良好的基础。

§4．4小结

本研究工作丌发设计了尺度小、重量轻、需样品量小且灵敏度高的新一代

疾病检测、分析仪器，已完成样机的研制，并给出了进一步完善仪器性能的改
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进意见。该仪器首次将FoF．一ATPase应用于病毒的检测，开拓了分子马达的新的

应用领域，目前国际上尚未检索到利用FoF。一ATPase分子马达作为传感器的疾病

检测分析仪器。该仪器的灵敏度和检测限等指标均超过传统的技术(如

ELISA)，并能同时实现多个目标病毒、目标分子的并行检测。由于该仪器的使

用简单，便捷，还可望成为家用个人病毒检测仪器，有广阔的应用前景。

本仪器研制工作的进展，为仪器的进一步改进与完善，完成最终的目标，

成就造福人类的美好愿望，并获得具有我国原创性的自主知识产权的研究成

果，奠定了重要的工作基础。
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detection of single viruses，PNAS(Proceedings of the National Academy of Sciences，USA)，

2004，101，14017—14022
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论文的总结和展望

论文的主要工作之一是围绕“光镊技术在液相体系微区特性参数测量中的

应用”这一课题展开研究，提出了利用光镊技术测量液相微区温度的新方法。

该方法是通过测量被探测体系微区内微粒的布朗运动，并由此确定该区域液体

的粘滞系数后，再利用液体粘滞系数的温度依赖关系来确定该微区的温度。由

于所监测的测温“探头”尺寸是微米量级的，解决了微区温度测量中微小探测

头难以制备的困难；与此同时，利用光镊技术可操控及移动微小粒子至任意确

定空间位置的特点，可实现精确定位的温度测量，满足了对液相微区温度测量

的实际需求。

并在此基础上，利用所发展的新方法，首次从实验上研究了光镊应用中一

直困扰人们的光镊光束的热效应问题，论证了已有的对于光镊引起的温度变化

的理论估测。该研究工作为针对具体研究对象选择合适的光镊参数(波长、强度)

提供了可靠的实验依据。此外，还运用光镊技术研究了混合液体黏滞系数的组

分依赖关系，在再次肯定了方法的可靠性的同时，验证了方法在对易挥发液体

以及混合溶液的黏度测量中的实用价值，扩展了方法的适用范围。

论文的另一主要方面是从事了对“便携式分子马达生物传感超灵敏检测

仪”的研制工作。这项工作是基于合作单位(中科院生物物理所的乐加昌老师研

究小组)在对ATP合酶旋转分子马达具有的特殊结构与功能研究积累及发展的

全新免疫识别技术等研究成果基础上，为了满足实用目标，而提出的。我们的

主要工作是如何从物理和技术的角度讨论相关检测分析方法和技术，提出配套

的检测装置的设计方案。目前，已完成了原理性装置的搭建和验证工作，样机

的设计、研制及测试工作，并给出了进一步完善仪器性能的改进意见。已完成

的工作，为达成“便携式分子马达生物传感超灵敏检测仪”的最终研制目标，

即突破已有众多诊断各种疾病的早期检测技术、方法，尚难以完全做到对疾病

早期、灵敏且简便但可靠地测定的局限，以满足早期诊断的要求，奠定了工作

基础。

除以上两项主要工作外，在攻读硕士学位期间，还参与了：(1)、利用光镊

技术研究分散体系稳定性，以及围绕该主题相关的理论和实验研究的工作，为
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建立的从微小粒子层次来测量体系稳定率的新的实验研究方法做了大量的实验

论证工作，与此同时，使自己对分散体系中微粒的碰撞聚集过程和体系的稳定

性的微观机理有了更深入的认识。(2)、在已有利用光镊控制粒子的聚集过程，

实现了对分散体系中的粒子形成具有给定结构的聚集体的稳定排布的工作基础

上，对排布的条件做了进一步更全面的摸索：同时，也对排布好的微结构体在

干燥时将会受到的引起变形的干扰因素(如水的表面张力、样品浓度、电解质含

量)作了分析测试，估测了影响程度，这些工作将为微排布方法用于对胶体晶体

和生物学领域的应用奠定实验基础。
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攻读学位期间发表的论文及申请的发明专利

发表论文：

1、张文静、李银妹、楼立人等，应用光镊技术测量液相微区温度，中国激光，

2006年5月第33卷第5期：663—666。

附注：已撰写了下列二篇文章：

1．“Experimental observation of the heating effect 7caused by optical

tweezers”

2．“应用光镊技术研究混合液体黏滞系数的组分依赖关系”。

发明专利：

张文静、李银妹、楼立人，发明专利“一种测量液相微区温度的方法”，申请

号：200510095374．7，审批中。
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致谢

本论文的工作是在导师李银妹教授、楼立人教授、姚煜副教授的亲切关怀

和悉心指导下完成的。在实验室的这些年里，老师们严肃的科学态度、严谨的

治学精神，精益求精的工作作风，诲人不倦的师道品格深深地感染和激励着

我。李老师严以律己、工作认真投入，她总是教育我在工作上要迎难而上，不

能逃避、推托责任，做事要细心，同时她对人关怀无微不至，从她身上我学到

了不少为人处世的道理。楼老师学识渊博，思想深邃，每次和楼老师讨论问

题，在增长知识的同时，也学到了考虑、分析、解决问题的方式方法，让我能

够在学习和研究上快速地进步。姚老师有着物扎实的物理基础功底，及精深的

实验技能，在她的耐心指导下，我的实验动手和光学设计能力有了显著的提

高。在此，谨向三位老师表示崇高的敬意和衷心的感谢。

在此，还要感谢中国科学院力学研究所的孙祉伟教授以及已毕业的徐升华

博士，是他们将我带到我原本一窍不通的分散体系领域，让我能够在对这一领

域有了一定认识后开展研究，完成我的毕业论文。孙老师思路开阔，在理论和

实验上都有深厚的功底，使我学到了很多新的思考方式和研究方法。徐升华博

士物理基础知识好，实验技能强，思维敏捷，也让我学习到了很多。

在实验室的这三年来，师兄弟姐妹在研究上都给了我很多关心和帮助，而

平常大家的随意交流和娱乐活动也让我充分感受到实验室融洽的氛围，这些都

缓解了我的工作压力，让我能够轻松地进行研究。

感谢在分散体系小组和我一同工作过的孟炳寰博士、任洪亮博士、庄礼辉

硕士，感谢选键小组的同学对我们小组工作的配合，没有他们的配合，我的毕

业论文的很多工作将无法完成。感谢王浩威老师、王自强老师、龚錾博士、王

忠硕士、吴建光硕士、谷勇强硕士，已经毕业的鲍建华硕士、沈为民硕士等同

学，在我的研究过程中，他们都提了很多宝贵的建议。

感谢我的父母及其他家人，是他们给了我最无私的关爱、鼓励和支持，没

有他们，我不可能成长到今天并顺利完成我的学生生涯和科研工作。

感谢那些所有我应该感谢但却无法在这里一一列出的人。
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在我即将毕业之刚，祝愿实验室永远充满牛机，蓬勃发展，祝愿帅长和同

学”J上作顺利，事事顺意。希望在将来，我能有机会再为实验室贡献力量。

张文静

二零零六年四月于中国科学技求大学


	封面
	文摘
	英文文摘
	第一章绪论
	第二章光镊的原理
	第三章应用光镊技术测量液相体系微区的特性参数
	第四章便携式分子马达生物传感超灵敏检测仪研制
	论文的总结和展望
	硕士学位期间发表的论文及申请的发明专利
	致谢



