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摘要

高精度的亚波长光波操纵在光谱学、传感和医学成像中可实现令人兴奋的新颖应用。这些应用中理想的
目标是可实现光谱信息片上分析的小型化光谱仪。特别地，对于基于成像系统的光谱传感机制，其关键
挑战是如何实现精准的空间信息分辨（即波长偏移或生物、化学表面结合引起的空间位移），这类似于超
分辨率成像所带来的挑战。本文中，我们报道了一种特殊的可以捕获“彩虹”的超表面，并将其应用于芯
片光谱仪和传感器。结合超分辨图像处理，通过低设置4×光学显微镜系统可分辨出等离子体“彩虹”捕
获超表面上35 nm范围内共振位置的位移，同时该超表面的面积小至0.002 mm2。这种可实现高效耦合
的“彩虹”等离子体共振空间操纵的独特特征为小型化片上光谱分析提供了一个新的平台，其光谱分辨率
为0.032 nm波长偏移。通过使用该低设置4×光学显微镜成像系统，我们展示了A549外泌体的生物传感
分辨率为1.92×109个∙mL−1，并使用外泌体表皮生长因子受体（EGFR）的表达值来区分患者样本和健康对
照样本，从而展示了一种精确特异性生物/化学传感检测应用的新型片上传感系统。
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1. 引言

基于成像的传感技术是实现生物或化学方面一些重要

信息可视化的主要工具。然而，由于经典光学存在衍射极

限，为了实现更好的成像能力，传统的光学成像系统通常

需要庞大的体积，并且价格昂贵。微型纳米等离子体结构

中纳米尺度上的超慢波可以改善光与物质的相互作用，其

独特的潜力备受关注[1‒4]。特别地，超材料中光的“彩

虹”储存[5]和渐变的等离子体光栅结构[6‒9]，为在芯片

上操纵光开辟了全新的、有吸引力的方法。近期对各种纳

米光子结构的研究[1‒14]表明，可以通过系统地改变表面

光栅的几何参数（如凹槽深度和光栅周期[6‒9]）来调节

光栅表面的色散特性。绝热渐变光栅的色散关系随空间位

置单调变化，因此不同波长的入射光可以被“捕获”或定

位到光栅传播方向的不同位置。

我们相信，这种类型的芯片上波长分离功能将促使光

谱仪平台微型化（如参考文献[15‒17]），未来可应用于光
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学集成[8‒9,17‒21]。最近，一些渐变等离子体光栅结构

[22‒24]和全介电超表面也实现了类似的波长分离功能，

并且人们设计了令人兴奋的基于芯片成像的传感系统[25‒

29]。对于这些基于成像、强度调制和（或）波长调制的

传感机制，关键挑战是如何精准确定空间信息[30‒32]，

这与超分辨率成像所面临的挑战类似[33]；也就是说，需

要具备在空间位置或波长域检测纳米位移的能力。这是实

现超灵敏片上成像和传感技术的关键。

2. 设计原则

在这里，我们展示了一种等离子体超表面去捕获“彩

虹”，以实现对等离子体共振引起的空间模式偏移的超分

辨率识别，这可以通过低设置光学显微镜成像系统实现。

如图 1（a）所示，在不透明金属膜上制备了具有渐变几

何参数的浅金属表面光栅（270 nm厚；参见下一节的制

备细节）。根据局部几何形状的不同，宽带入射光的不同

入射波长可以有效地耦合到渐变超表面上的表面等离子体

激元（SPP），从而产生芯片上的“彩虹”共振分布。

图1（b）显示了总尺寸为30 μm × 64 μm的渐变表面

光栅的扫描电子显微镜（SEM）图像。根据原子力显微

镜 （AFM） 图像的表征，表面光栅的平均深度为

35.6 nm ± 0.4 nm（表征结果见附录A中的图S1）。光栅的

周期从250 nm以5 nm的变化步长渐变到850 nm（SEM表

征参见附录A中的图S2）。在白光照明下，我们记录了光

栅的反射图像，图像显示出清晰的彩虹色，如图 1（c）

所示（光学测量详见附录A第S3节和图S3）。由于彩虹捕

获效应[20]引入的空间波长分离对局部介电环境扰动十分

敏感，可以在片上进行空间位移成像和传感。为了分析

“彩虹”捕获机制，通过液晶可调谐滤光片引入4个窄带

入射光（即 500 nm、530 nm、590 nm和 650 nm）来照亮

样品。它们相应的灰度俯视图（每个波长的图像的上部面

板）如图 1（d）所示。由于 SPP模式的有效耦合，在不

同位置可以清晰地观察到暗条纹。

为了揭示这种渐变超表面的物理性质，我们进行了二

维（2D）时域有限差分（FDTD）仿真，以绘制SPP模式

发射的近场分布，该仿真清楚地显示出沿渐变表面光栅的

“彩虹”耦合。如图1（d）中的下部面板所示，2D电场分

布图表明，SPP可以在渐变超表面的不同区域发射和定位

（即用于捕获“彩虹”[8]；仿真细节参见附录A中的第S4

图1. 渐变“彩虹”捕获超表面。（a）超表面捕获“彩虹”的示意图。（b）渐变光栅的SEM图像。整体尺寸为30 μm × 64 μm。底部插图显示了从样本

左边缘到右边缘的周期差异（比例尺：20 μm）。（c）渐变光栅在白光照明下的反射图像（用 4×显微镜观察；比例尺：20 μm）。（d）不同入射波长

（比例尺：20 μm）下，单色光反射图像俯视图（上部面板）及其相应的近场（下部面板）仿真电场分布侧视图。
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节）。结果表明，表面光栅的远场反射图像中出现了一个

暗区域，这与实验观测结果能够很好地吻合。有趣的是，

远场中的反射暗纹[即图1（d）中的上部暗红色箭头]对应

于渐变光栅表面上的局部SPP模式[即图 1（d）的底部红

色箭头]。当入射波长或表面折射率改变时，近场和远场

特性都会发生相应改变（见第S4节）。最敏感的传感区域

位于渐变超表面上的捕获SPP模式区域内，由于超表面捕

获“彩虹”的独特耦合和散射特性，该区域与远场散射暗

区略有不同（详见附录A第S4节和图S4）。因此，通过使

用简单且廉价的光学元件监测远场反射暗纹的空间偏移，

可以实现新颖且强大的片上光谱分析和表面传感应用。

3. 材料和方法

熔融二氧化硅晶圆（Semiconductor Wafer, Inc.）分别

用丙酮、甲醇和去离子水在超声波清洗机中依次超声清洗

10 min。随后使用电子束蒸发设备（AXXIS, Kurt J.Lesker 

Company）以0.02 nm∙s−1的沉积速率在熔融石英晶片上沉

积 5 nm厚的钛（Ti）黏附层，然后再沉积 270 nm厚的金

（Au）膜。使用 AURIGA CrossBeam（Carl Zeiss AG）聚

焦离子束（FIB）-SEM进行 FIB刻蚀和 SEM表征。所有

凹槽宽度均设置为 180 nm。利用这种结构的“彩虹”捕

捉超表面，我们随后开发了一种超分辨率位移光谱成

像仪。

4. 结果与讨论

4.1. 捕获“彩虹”超分辨率位移光谱成像仪

这里，我们首先展示了一种片上的“彩虹”光谱成像

仪，通过选择5个窄带波长来照亮样品[图2（a）]。由于

SPP模式取决于入射光的入射角，因此需要保证入射光的

准直，以控制入射光的耦合。因此，我们引入了一个 4×

物镜来观察反射图像，其数值孔径（NA）为 0.13（对应

最大入射角为7.47°）。在这种情况下，由于SPP模式的有

效耦合，可以清楚地观察到暗条纹[图 2（b）]。有趣的

是，当入射波长从 560 nm以 30 nm的步长调整到 680 nm

时[图 2（a）]，暗条纹也相应地发生了移动[图 2（b）]。

因此，通过解析暗条纹的空间位置，可以实现片上光谱分

析。在这种基于成像的设备中，传统光谱仪中用于获得高

光谱分辨率的光学衍射光栅和长光路被片上的“彩虹”捕

获超表面所取代，该超表面可以通过电荷耦合器件

（CCD）或互补金属氧化物半导体器件（CMOS）相机直

接成像。值得注意的是，如下文所演示的，这种片上成像

光谱仪的光谱分辨率远远超过成像系统的衍射极限。

在传统的光谱位移应用中（例如，等离子体生物传感

的波长调制[34‒36]），通过共振峰或谷位置变化的拟合来

显示传感器表面折射率的痕量变化。因此，在更灵敏的光

谱分析和传感应用中，波长偏移识别需要更高的分辨率。

在图 2（b）所示的实验中，图像通过 4×物镜的显微镜获

得。在此放大倍数下，每个像素对应约 1.6 μm的空间尺

图2. 4×物镜观察到的用于光谱分析的捕获“彩虹”定位图像。（a）用常规光纤光谱仪测量入射光谱（a.u.：任意单位）；（b）5种特定波长照射下的反

射图像；（c）每个波长50帧的质心定位。所有质心均位于0.02像素范围内。右侧面板：在每个波长观察到的50个质心的放大视图。
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寸。因此，低配置成像系统限制了这种片上光谱仪的物理

分辨率。特别地，由于光栅耦合器的带宽相对较宽，这些

暗条纹的共振谷位置不清晰（附录A中的图S5）。为了应

对这一挑战，我们借用超分辨率成像的概念来识别图案的

物理或几何质心（例如，使用点扩散函数来提取荧光染料

分子的质心[37‒39]）。对于图2（a）所示的每个波长，我

们捕获了 50帧（每帧 0.2 s）的图像，并计算了它们的质

心（详见附录A第S6节）。如图2（c）所示，每个波长的

50个质心都位于沿 x轴的0.02个像素区域内。值得注意的

是，5幅图像的标准差（SD）都在35 nm以内[见图2（c）

的右侧面板]。因此，波长分辨率不受实际像素大小（大

约为 1.6 μm）或衍射极限[λ/(2NA)，对于从 560 nm调整

到 680 nm的入射波长，衍射极限范围从 2.04 μm到 2.50 

μm]的限制，而是受提取的质心定位区域（即小于35 nm×

85 nm）限制，该区域远远超过此4×光学显微镜系统的光

学分辨率。例如，波长为560 nm和590 nm的两个定位位

置的空间距离约为8.8 μm [如图2（c）中的虚线和箭头所

示]。考虑到这两个波长的质心定位SD，可以获得该成像

仪的波长分辨率。接下来，我们将进行更精细的控制实

验，以揭示“彩虹”定位成像光谱仪的波长识别能力。

为了揭示捕获“彩虹”对质心定位的潜力，我们制造

了一种周期变化小得多的新结构（即从460 nm以1 nm的

步长变化到540 nm）。如图3（a）所示，我们将入射光的

峰值波长从548.0 nm调谐到549.5 nm，步长为0.3 nm。这

种波长偏移分辨率接近本实验中使用的光纤光谱仪的极限

[40]。在这6个精细分离的波长的照明下，我们使用4×物

镜记录了渐变光栅的暗条纹，如图 3（a）的右侧面板所

示。这些原始图像展示了用肉眼很难分辨的暗条纹的空间

偏移（详细图像见附录A中的图S7）。相比之下，图3（b）

中绘制了暗条的质心位置。值得注意的是，这些质心定位

可以清晰地分开，没有空间重叠，如图3（b）的下部面板

所示。当入射波长从548.0 nm调整至549.5 nm时，质心偏

移约0.74像素，预估波长偏移分辨率为0.032 nm（详见附

录A第S8节中的表S1）。检测的空间极限（即SD的3倍）

约为0.0766 μm，远小于该4×显微镜的像素大小或衍射极

限（分别约为1.61 μm和2.12 μm），这表明用质心数据处

理方法揭示“彩虹”捕获光栅结构的超分辨能力。

为了进一步揭示波长分辨率，我们使用了一个20×的

远距离工作物镜来观察捕获的“彩虹”。在这种情况下，

每个像素对应约 0.32 μm的尺寸。透镜的NA为 0.25，对

应于约14.48°的最大入射角。因此，由于耦合和收集角度

不同，暗条纹区域与 4×物镜观察到的区域略有不同，如

图 3（c）所示。为了将暗条纹调整到样品的中心，我们

将入射光的峰值波长从 539.0 nm以 0.3 nm的步长调谐到

540.5 nm。相应的质心定位如图3（d）所示，结果表明当

入射波长调谐1.5 nm时，总空间位移约为0.39 μm。值得

注意的是，该图像中质心定位区域的 SD优于 4×成像系

统。在该 20×物镜下观察到的波长分辨率约为 0.029 nm

（详见附录A第S8节中的表S2）。这一结果表明，使用高

倍物镜可以提高分辨率。

作为对照实验，我们还对商用光纤光谱仪测量的光谱

的质心定位进行了表征。测量光谱的 SD 约为 0.047 nm

（对应于约0.020 nm的波长偏移分辨率；详见附录A第S9

节中的表S5）。因此，我们的“彩虹”光栅结构在进行质

心处理时，可以实现与商用光谱仪相似的波长位移分辨

率。重要的是，它们的区别在于基于成像的片上光谱仪可

以解析来自非常小区域（30 μm×64 μm~50 μm×250 μm

范围内的“彩虹”光栅区域，即0.00192~0.0125 mm2）的

光谱信息，这表明我们的“彩虹”光栅结构具有2D光谱

成像的应用潜力，而使用传统的光纤光谱仪去实现这一目

标仍有很大挑战。

4.2. 折射率传感

为了演示这种“彩虹”捕获芯片如何应用于表面生物

传感，我们制造了一个周期从400 nm渐变到490 nm的新

型渐变光栅[观察到的结果如图3（e）~（h）所示]。如图

3（e）和（g）中的右侧面板所示，在696~701 nm入射光

[4×物镜，图3（e）]和636~641 nm入射光[20×物镜，图3

（g）]的照射下，水环境中的暗条纹被调整到结构的中心。

由此可估算波长偏移分辨率大约为 0.047 nm [图 3（f）中

的 4×物镜，详见附录A第 S8节表 S3）]和 0.033 nm [图 3

（h）中的 20×物镜；详见附录A第S8节表S4]，由于液体

环境波动较大，因此分辨率略低于空气环境中的计算分辨

率[即图 3（b）和（d）]。接下来，我们引入了一系列甘

油-水溶液（即浓度分别为0、3%、6%和9%）来调节液体

环境的折射率（实验细节见附录A第S10节）。如图3（i）

所示，当空间折射率在0~9%之间变化时，质心位置会移

动。20×物镜（红色曲线）观测数据的噪声为0.0131 μm，

略优于 4×物镜观测数据的噪声（即 0.0405 μm，蓝色曲

线）。由于每个帧的数据采集时间（即每帧0.2 s）与相邻

帧之间的等待时间（即15 s）都快于空间折射率的变化速

度，所以结果可以准确地反映空间折射率的变化曲线。因

此，测量的体折射率传感分辨率分别为 3.29×10−4折射率

单位（RIU；对于 4×物镜而言）和 9×10−3 RIU（对于 20×

物镜而言）。考虑到传感器面积为0.002 mm2，该芯片有望

应用于生物传感。更具体地说，在一个 20×物镜的观察
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下，预计可以分辨大约 500 个外泌体（详情见附录 A

第S11节）。使用更高端的光源和噪声更低的摄像头可以

获得更好的传感性能，此想法目前正在研究中。接下来，

我们将使用这种片上成像仪来演示生物分子（即外泌体）

的特异性传感。

4.3. 外泌体表皮生长因子受体的片上传感用于肺癌诊断

近期研究表明，外泌体表皮生长因子受体（EGFR）

将作为肺癌诊断中的一个重要生物标记物[41‒45]，因为

它在 50%以上的肺癌病例中都存在过度表达。这里，我

们展示了“彩虹”捕获芯片在癌症诊断中的潜在应用，将

肺癌作为疾病模型，外泌体EGFR作为生物标记物[图 4

（a）；详见附录A第S12节]。如图4（b）所示，在同一片

上制造了一个2×2渐变光栅阵列（共4个传感器单元，周

期从 400 nm到 490 nm）。在 650 nm窄带光照下，液体环

境中同时观察到4个光栅上的暗条纹。在传感器表面顶部

引入了一系列表面层，以实现外泌体EGFR的选择性传感

[图 4（c）；表面处理详情见第 S12节]。在此过程中，远

场成像仪每隔 15 s记录一次 4个传感器单元的反射图像，

以监测是否发生表面结合。通过暗条纹的质心位置提取，

外泌体EGFR的表达通过以下公式计算：

E =
PEGFR + exosome -PPBS

PPBS -Pwater

(1)
式中，Pwater、PPBS和PEGFR+exosome分别是水、聚丁二酸丁二

醇酯（PBS）、EGFR和外泌体的质心位置。Pwater和PPBS之

间的差值作为归一化因子，用于将不同芯片之间的差异最

小化。我们首次测量了A549非小细胞肺癌（NSCLC）细

胞外泌体中EGFR的表达[图4（d）]。A549细胞衍生的外

泌体以 2×1010个∙mL−1的浓度流过生物芯片。基于质心移

动的分析，外泌体EGFR表达水平为 0.3357，具有 10.39

的高信噪比。使用A549细胞衍生外泌体，“彩虹”捕获芯

片的分辨率为 1.92×109个∙mL−1。由于血清中的典型的外

泌体浓度为 5×1012个∙mL−1，这表明检测外泌体EGFR可

能只需要1 μL的血清样本。

接下来，测量了三名健康对照组和三名NSCLC患者

血清样本中的外泌体EGFR水平（人类受试者的特征见附

录A第S13节中的表S6）。从 80 μL人血清样本中分离出

外泌体，再重新悬浮在 100 μL PBS中，并以 6×1010 mL−1

的外泌体浓度流过生物芯片。图 4（e）显示了来自一个

传感器单元的一个健康对照组和一个NSCLC患者具有代

表性的实时质心运动曲线（也可参见附录A第S14节中的

所有数据）。NSCLC患者样本观察到明显的质心偏移，而

健康对照样本观察到很小的质心移动。利用这种2×2渐变

光栅阵列，对每个样品同时从4个传感器单元进行4次测

量，以提高传感精度。如图4（f）所示，所有6份人类血

清样本的4个传感器单元的结果一致性良好（变异系数小

于20%）。NSCLC患者血清中的外泌体EGFR平均表达为

图3. 捕获“彩虹”定位显微光谱仪的光谱位移分辨率。（a）~（d）在空气中观察：（a）左侧面板是测量的入射光光谱，峰值范围为548.0~549.5 nm，

右侧面板是6个入射波长照明下的4×物镜的显微反射图像；（b）每个波长50帧的质心定位（上部面板）和平均质心位置及其对应的SD（下部面板；

详见表S1）；（c）左侧面板是峰值范围为539.0~540.5 nm的入射光的测量光谱，右侧面板是20×显微反射图像；（d）每个波长的质心定位（上部面板）

和平均质心位置（下部面板）。（e）~（h）在水中观察：（e）左侧面板为测量的入射光光谱，峰值范围为696.0~701.0 nm，右侧面板为4×物镜的显微

反射图像；（f）质心定位（上部面板）和平均质心位置（下部面板）；（g）左侧面板是峰值范围为636.0~641.0 nm的入射光的测量光谱，右侧面板是

20×物镜的显微反射图像；（h）这6个入射波长的质心定位（上部面板）和平均质心位置（下部面板）。（i）不同浓度的甘油（G）-水溶液在4×（蓝色

曲线）和20×（红色曲线）物镜下“彩虹”表面光栅图案的实时质心运动响应。
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0.99 [如图4（g）中的绿线所示]，约为健康对照组血清中

的 8.25倍（如图 4中的橙色线所示）。因此，使用外泌体

EGFR 作为生物标记物，捕获“彩虹”芯片成功地将

NSCLC患者与健康对照者区分开来。

此外，这些“彩虹”捕获超表面芯片可以在不破坏其

纳米结构的情况下轻松清洗，并且在重复使用时表现出良

好的可再生性（更多详情见附录A第S15节）。这些结果

表明，等离子体“彩虹”捕获超表面结构在实现用于癌症

诊断的外泌体蛋白生物标记物超灵敏和特异性检测方面具

有巨大潜力[46]，特别是使用了便宜的光学系统，更便于

在日常生活中检测（如参考文献[47‒48]）。

5. 结论

总之，我们已经开发了一种用于在可见-近红外区域

捕获“彩虹”等离子体的渐变超表面芯片。通过提取捕获

的表面等离子体波的数值质心，展示了一种基于成像仪的

用于超分辨率位移光谱分析和表面生物传感的小型化平台。

使用4×光学显微镜系统，可以分辨出35 nm范围内的共振

位置位移，对应于波长偏移的光谱分辨率为0.032 nm，折

射率变化为5×10−4 RIU。值得注意的是，这种独特的“彩

虹”捕获成像芯片的尺寸在 0.00192~0.01250 mm2的面积

范围内，能够在微小区域内表征光谱信息，这是使用传统

光纤光谱仪无法做到的。

这种低设置成像光谱芯片用于检测A549衍生的外泌

体，其传感分辨率为 1.92×109个∙mL−1。此外，我们使用

了一个2×2阵列的“彩虹”芯片，通过外泌体EGFR表达

将癌症患者与健康对照样本区分开来，从而成功地展示了

该芯片在癌症诊断中的应用，对护理诊断具有巨大的潜在

影响。尽管精确的制造技术为宽光谱范围（从可见光到电

信号）的更广泛应用设置了障碍[6‒9]，但先进的制造技

术和光子拓扑元件可以在一定程度上解决这一限制[11]。

此外，通过使用可缩放的模板剥离工艺，可以解决成本问

题，提高渐变光栅的表面光滑度，从而改善SPP模式的耦

合（如参考文献[49]）。重要的是，这种基于成像的光谱

位移策略完全适用于机器学习算法（目前正在研究中），

并可能在智能手机上产生智能光谱芯片，用于个性化的精

确生物或化学传感应用[50]。
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