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用于探测生物芯片的制冷型,--.系统
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摘 要! 利用光锥耦合的,--.系统探测荧光染料标记的生物芯片/并对--.芯片和像增强器

制冷/以提高探测灵敏度0基于实验分析结果/指出背景噪声的主要来源为杂散光和生物芯片基底

所发的荧光/指出用镜头成像限制了系统探测灵敏度的提高/可采用低荧光物质作为生物芯片的

基底对系统加以改进0
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引言

生物芯片技术是指采用光导原位合成法或机

械点样法等方法/将大量的生物样品有序地固化

于支持物的表面/然后与已经过染料分子标记的

待测样品中的靶分子进行杂交反应/通过检测标

记信号的强度来判断样品中靶分子数量r"s的技术0
生物芯片技术已经广泛应用于基因测序t基因表达

数据分析研究r$s等领域0生物芯片技术包括芯片的

制备和探测r)s0随着芯片集成度的不断提高/使用

的反应样品量越来越少/产生的信号越来越微弱/
这就要求信号探测系统有很高的灵敏度0

生物芯片探测主要分为扫描检测法和固定检

测法$种r+s0采用扫描检测法的激光共聚焦生物芯

片扫描仪的探测灵敏度和分辨率高/但扫描所需时

间较长/结构复杂/价格昂贵/很难在中小医院和科

研单位得到应用0采用固定检测法的--.生物芯

片扫描仪结构简单/曝光时间短/减少了激发光对

生物芯片的漂白/并且价格较低0

" ,--.生物芯片扫描仪系统

"5" --.生物芯片扫描仪

--.生物芯片扫描仪一般用激光或高强度氙
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灯作为激发光源!光束滤光后照射经荧光染料标记

的生物芯片!产生的荧光信号经过窄带滤光片!由

镜头成像在""#芯片上!然后将""#产生的图像

信号经过$%#转换后由计算机保存&选用半导体

制冷后!可以大大降低""#的噪声水平!这样可以

延长曝光时间!提高信噪比&""#生物芯片扫描仪

不需要对生物芯片逐点激发!而是一次获得整个芯

片的谱图!所以不需要二维移动平台!提高了获取

荧光图像的速度&
’() 像增强器

由于""#探测灵敏度相对较低!因此对""#
进行制冷并在""#前面加入制冷的像增强器!可

以提高其探测灵敏度!并能进一步缩短曝光时间&
像 增 强 器 由 入 射 窗 光 阴 极*微 通 道 板+,"-.

以及出射荧光屏组成&入射光照射光阴极后产生的

电子到达,"-!,"-上的电子经倍增后打到出射

荧光屏上产生图像信号!即形成了增强的图像/0123&
像增强器的主要参数有光阴极灵敏度*增益*等效

背景照度*分辨率和信噪比等&像增强器噪声的来

源主要是4暗背景引起的固定背景噪声!光子*光电

子的量子特性引起的涨落随机噪声!微通道板等增

益机构引起的增益噪声和荧光屏颗粒结构引起的

颗粒噪声/23&其中固定背景噪声和增益噪声可以通

过制冷的方式降低!随机噪声可以通过多次探测取

平均值的方法降低&
’(5 光锥耦合型6""#系统

由于 生 物 芯 片 产 生 的 荧 光 非 常 弱!因 此 ""#
制冷以后所需要的曝光时间较长&笔者采用在""#
前面加光锥耦合像增强器!并对像增强器制冷的方

法来提高其探测灵敏度!以缩短曝光时间&
探测系统原理和实验装置如图’所示&激发光

经过扩束整形后!侧向照射用"75染料标记的生物

芯片&"75染料能吸收激光并发出荧光!发光量子

图’ 生物芯片探测示意图和实际装置图
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效 率 为 L(’0/M3!吸 收 峰 为 00LNO!发 射 峰 为

02LNO&生物芯片受激发后产生荧光信号!经过滤

光片后由镜头成像在像增强器的入射面上!图像再

经像增强器倍增!由光锥传到""#感光芯片上!最
后通过计算机控制""#采集并读出图像信号!完

成一次对整个激发区域的探测!从而获得生物芯片

的相关信息&
实验采用功率5LOP!波长05)NO的半导体

激光器!生物芯片固定于三维可移动夹持架上!滤

光片采用QROSTUV公司的"75染料专用滤光片!在

02LNO至W)LNO之间透过率大于MLX!其他波长

透过率接近零&成像镜头为0LOO标准镜头!55L
万像 素 制 冷 型 彩 色 ""#像 素 尺 寸 为 5(Y0ZO[
5(Y0ZO&选用北方夜视生产的\’]OO高性能近

贴式像增强器 ’̂ _’]%’]P‘Q!入射面和出射面直

径均为’]OO!亮度增益W]LLUa%O)%bc!分辨率为

WLbd%OO!等效背景噪度L(’)Zbc!信噪比为)0&使
用 山 西 太 原 长 城 微 光 公 司 生 产 的 光 锥!大 端 直 径

’]OO!锥度比)e’&选用以上仪器时考虑了成像

质量及价格!虽然这会带来耦合效率有损失!但以

上部件均已满足使用要求&由西安光机所王耀祥等

协助将像增强器与""#用光锥耦合!采用半导体

制冷方式将像增强器制冷!做成制冷型6""#&
’(Y 6""#探测微弱信号的灵敏度

灵敏度指系统能探测最弱信号的能力&探测生

物芯片的灵敏度定义为信噪比大于5时能测定的

荧光强度!通常用荧光分子数%ZO)来表示/]3&
研究6""#系统探测微弱信号的灵敏度时!首

先将激光耦合到光纤中做成点光源!再用镜头对点

光源成像!逐 步 衰 减 激 光!直 到 测 出6""#的 探 测

下限为止&用光纤耦合的目的在于可以完全屏蔽杂

散光&在探测时充分屏蔽杂散光!所测值为6""#
对05)NO光的探测下限&此时噪声主要是""#以

及像增强器的电子噪声和读出噪声!因而采用制冷

后长时间曝光的方式!曝光时间5LLf!像增强器温

度 为Yg!""#芯片温度为h)Lg!测得6""#的

可探测灵敏度为)[’Lh’0P+镜头收集光的效率为

’%2!每秒钟到达每个6""#像素上的光子为’Li
)L个.&由于仪器结构的限制!无法进一步加大对

像增强器的制冷功率!使得像增强器远未达到其最

佳工作温度+约h)Lg.&如果改变制冷方式!对像

增强器进一步制冷!那么将使6""#的探测灵敏度

进一步提高&

LY5j 应用光学 )LL]!)M+5. 王红球!等4用于探测生物芯片的制冷型6""#系统



! 生物芯片探测及分析

!"# 实际芯片探测

用上述$%%&探测生物芯片时’像增强器温度

为()’%%&芯片温度为*!+)’激发光经过扩束

整形后功率约为,-.’照射面积约为!/-!0镜头

距离芯片约#+/-’像的放大率为#0拍摄时%%&增

益为1234’曝光时间 ,!1-5’拍 摄 环 境 中 除 了 激

发光外已经屏蔽其他光源’拍摄的%61染料梯度片

图样如图!所示0图中最右边7列的浓度为8"89
#+(:;<=>?@-!’A 列 所 对 应 浓 度 为 #B++:;<=>?

@-!0图!中线框C所包含区域DA列E的强度分布

如图1所示’线框F所包含区域强度分布如图(所

示0图1和图(中本底噪声已由软件处理部分消除0
由图1可知’该列样点的信噪比大于10由于A列左

边 有 些 部 分 无 法 探 测 到’因 此’我 们 认 为 仪

器最低能探测到A列’对应浓度为#B++:;<=>?@-!0

图! 生物芯片拍摄图
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图1 图!线框C中各点相对强度

GHI"1 YSZ[PH\SH]PS]̂HPUL_̂OLP̂H]_R[‘S[H]GHIQRS!

图( 图!线框F中各点相对强度

GHI"( YSZ[PH\SH]PS]̂HPUL_̂OLP̂H]_R[‘SKH]GHIQRS!

而仪器自身探测微弱信号的灵敏度换算成生物芯

片的浓度时最小为#1:;<=>?@-!0
!"! 背景噪声来源分析

探 测 过 程 中 产 生 的 背 景 噪 声 很 强’影 响 了

$%%&对生物芯片的探测灵敏度0背景噪声的来源

主要有a激光照射生物芯片的基底D玻璃E所产生的

荧光’激光照射室内物体后的散射及其激发的荧光

散射后进入镜头的杂散光D包括激光照射玻璃产生

的荧光E’%%&和像增强器的电子噪声与读出噪声

所产生的背景0
下面采用不同的实验装置测量不同噪声所占

的比例0
首先在相同拍摄条件D%%&增 益 为 1234’曝

光时间,!1-5’像增强器温度()’%%&芯片温度

*!+)E下’遮住部分激发光’使激发光只照射 芯

片的部分区域’拍摄结果如图B所示0图中左下方

亮区为光照区域’右上为无光照区域0光照区域亮

点为芯片上的样品点D其中部分样品点已经使%%&
饱 和E0在 图 B中 选 定 线 框 CDC中 样 品 点 浓 度 为

#B++:;<=>?@-!E’分析图中 沿b轴 方 向 的 信 号 强

度分布’其归一化的强度分布图如图2所示0其中

A4段在 无 光 照 区 的 信 号 强 度 为 各 种 杂 散 背 景 进

入镜头产生的c4%段为光照空白区域’其强度为杂

散背景和玻璃被激发后产生的荧光之和c%&段为

样品点区域’尖峰为染料样品所发出的荧光0由图

2可 知’杂 散 光D相 对 强 度 值 约 为 B+E和 本 底 荧 光

D强度值约为1+E已经远大于染料样品所发的荧光

D强度值约为!+E0对激发光整形使照射光均匀’并
多次拍摄取平均值’然后利用软件减去均匀的背景

噪声可以提高信噪比0但由于玻璃被激发所产生的

荧光不均匀’因而使得仪器探测生物芯片的灵敏度

受到限制0

图B 局部照射样品图

GHI"B dNLPLL_[O[RPL_KHLMNHO
在相同条件下遮住镜头进行拍摄’得到全黑的

#(1e应用光学 !++,’!fD1E 王红球’等a用于探测生物芯片的制冷型$%%&系统



背景图像!此背景图像即为""#和像增强器级联

后的电子噪声和读出噪声之和$此噪声相对图%的

值约为&!可以忽略$
将玻璃本底换成石英片本底!重复上述实验!

发现荧光强度有所降低$由此可知!玻璃产生的荧

光的确存在$实验中由于所换石英片并不纯!因此

荧光依然存在$

图% 沿’方向强度分布

()*+% ,-./01)234)56357)684)76.)9:6)-501-5*;4).3<6)-5

= 结论

笔者设计并制作出一套用于探测生物芯片的

制冷型>""#系统$该系统采用光锥将像增强器与

""#耦合!并对像增强器和""#进行制冷以提高

仪器性能!有效地提高了仪器的探测灵敏度$在去

除 背景光噪声的情况下!该仪器可以探测?@&AB&C

D 的弱光信号$本系统结构简单!扫描时间短!在

&E以内即可完成对一张标准生物芯片的扫读!同

时其成本仅为C万元人民币左右$
在实际生物芯片的检测中!本系统能满足生物

芯片探测的实际需求$由于本系统采用普通镜头成

像!对整个生物芯片曝光的方式引入了较强的背景

噪声$经实验分析!背景噪声主要包括生物芯片基

底所发荧光以及室内杂散光$这些背景噪声限制了

本系统对生物芯片的探测下限$
该系统对微弱光信号的探测具有很高的灵敏

度!也可以用于其他微光成像$
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