
第  33 卷  第  7 期
2025 年  4 月

Vol. 33 No. 7
Apr.  2025

光学  精密工程
  Optics and Precision Engineering

高信噪比荧光检测微反射器零模波导器件的研制
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摘要：针对零模波导器件在荧光信号检测中信号收集效率受限、信噪比低的问题，设计并研制了一种实现高信噪比荧光

检测的微反射器零模波导器件。通过电磁场有限元仿真数值计算，模拟了该器件在荧光检测中显示出更优的激发光与

发射光场强分布。采用厚胶工艺进行曝光刻蚀，结合聚焦离子束打孔等微纳工艺，制备了零模波导孔以及高度为 6. 48 
μm、底部直径为 4. 24 μm 的“三段式”微反射器结构。利用荧光微球对所制备的器件荧光效果进行信号检测性能评估，

并对荧光检测成像结果进行灰度量化和信噪比计算。结果显示，该微反射器零模波导器件荧光检测信噪比达到 119. 6，
相较于仅有零模波导孔的器件，荧光检测信噪比提升约 4. 27 倍。所研制的高信噪比零模波导器件有望应用在微弱荧光

检测等领域。
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Abstract： This study addresses the limitations of low signal collection efficiency and suboptimal signal-to-

noise ratio in zero-mode waveguide （ZMW） devices employed for fluorescence detection.  A micro-reflec⁃
tor ZMW device was designed and fabricated to enhance the signal-to-noise ratio in fluorescence measure⁃
ments.  Finite element electromagnetic simulations demonstrated a significant improvement in the spatial 
distribution and intensity of excitation and emission fields within the device.  The ZMW apertures and a 
three-stage micro-reflector structure， with a height of 6. 48 μm and a bottom diameter of 4. 24 μm， were 
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fabricated using a thick adhesive process followed by exposure etching， complemented by focused ion 
beam perforation and additional micro-nano fabrication techniques.  Fluorescence performance was evalu⁃
ated using fluorescent microspheres， and detection efficiency was assessed through fluorescence imaging.  
Quantitative analysis of grayscale intensity and signal-to-noise ratio revealed that the developed device 
achieved a fluorescence detection signal-to-noise ratio of 119. 6， representing an approximate 4. 27-fold 
enhancement compared to conventional ZMW devices without the micro-reflector.  This high signal-to-

noise ratio ZMW device demonstrates significant potential for applications in weak fluorescence detection 
and related fields.
Key words： zero-mode waveguide； micro-reflector； signal-to-noise ratio； fluorescence signal detection

1 引  言

高灵敏度光学检测在分子生物学和细胞生

物学等领域至关重要［1-3］，目前通常采用全内反

射［4-5］等检测方法。全内反射荧光显微成像是一

种单分子水平的检测手段，但其几百纳米的激发

深度和至少 10-16 L 的检测体积限制，面向高浓度

反应物体系时，难以有效控制背景噪声，无法实

现单分子水平实时检测［6］。相比之下，零模波导

（Zero-Mode Waveguide，ZMW）可以将激发体积

控制到更低。零模波导是基于光的衍射原理，在

金属薄膜上制作直径为 50~200 nm 的孔并形成

厚度为 10~20 nm 的消逝场，激发光可以在轴向

上 呈 现 指 数 衰 减 ，孔 内 的 激 发 体 积 限 制 在

10-18~10-21 L，这一极低的观测体积，显著降低了

背景噪声的干扰，为高灵敏检测奠定了坚实的基

础［7］。鉴于其卓越的性能，零模波导目前已经在

DNA 与 RNA 测序［8-10］、蛋白 -蛋白相互作用检

测［11-13］、配体-受体结合［14］、生物膜相关检测［15］、纳

米孔检测［16］和膜蛋白研究［17］中得到了广泛应用，

并逐步成为深入理解生物分子间复杂作用机制

不可或缺的有力工具。

近年来，国内外研究人员针对零模波导孔检

测性能的进一步提升开展了大量研究。Mikhail
等通过优化矩形纳米孔，最大限度地利用激光的

线偏振来提高零模波导的性能［16］。Paolo 等通过

改变金属层的成分和比例，使得荧光分子物理性

质受到影响，调整了零模波导的增强特性，能匹

配可见光谱不同波段荧光的共振特性，使得该结

构平均近场强度在其谐振频率处得到显著提

高［18］。Yu 等通过将衍射光栅、零模波导与光波

导进行集成，实现了零模波导孔的高通量激

发［19］。Abhay 等基于等离子体共振激发下产生

的强大近场增强效应，提出了“金纳米岛 -零模波

导孔”结构，构建多个电磁热点，以大幅增强纳米

孔径内的局部场强度并提高零模波导孔增强荧

光光谱的性能［20］。

在荧光检测中，零模波导器件的发射光具有

全向发散性，导致荧光信号的收集效率受限，信

噪比偏低。为解决这一问题，本文提出了一种集

成微反射器的零模波导器件，通过优化光场分布

实现了信号的高效收集与信噪比提升。具体地，

通过电磁场有限元数值计算，模拟了含有微反射

器的零模波导器件激发光和发射光的场强分布，

实现了激发场和发射场的有效调控，有望实现荧

光的高效激发及发射光的高信噪比检测。进一

步，通过微纳工艺制备出微反射器零模波导器

件。根据实验比对测试，相比仅有零模波导孔的

器件，微反射器零模波导器件显著提升了检测信

噪比。

2 实  验

2. 1　理论模型

零模波导器件的工作原理如图 1 所示。激发

光从器件底部石英基底射向表面金薄膜中的零

模波导孔内，零模波导孔内荧光物质被激发，产

生的发射光被高灵敏度 EMCCD 相机接收。

在荧光检测过程中，激发场和发射场的强度

分布等因素会影响荧光信号的收集效率，进而影

响信噪比和检测结果。为解决零模波导器件在

微弱荧光信号检测时发射光收集效率受限的问

题，并实现高信噪比的微弱荧光检测，本文提出

了一种集成微反射器的零模波导孔结构理论模

1092



第  7 期 刘轩硕，等：高信噪比荧光检测微反射器零模波导器件的研制

型。图 1 分别为仅有零模波导孔的器件与微反射

器零模波导器件的荧光激发和发射过程理论模

型示意图。通过在零模波导孔下方增加聚光微

反射器，可以改变光线的传播方向与干涉状态，

从而实现光路的调控。具体而言，激发光从底部

射向微反射器，微反射器将激发光会聚，实现荧

光的高效激发；同时，孔内荧光物质被激发产生

的发射光从零模波导孔内向下射出，微反射器将

发射光聚拢并准直，从而限制荧光信号的发散。

通过微反射器对激发光和发射光的调控，荧光检

测的收集效率得以提高，信噪比低的问题也得到

了有效解决。

2. 2　有限元仿真

为了在理论上模拟微反射器对荧光信号

强度的局域增强与会聚效果，使用 COMSOL 
Multiphysics 软件的波动光学模块对器件进行

二维建模与电磁场强度的有限元仿真，模拟器

件在荧光检测时的电磁场强度分布情况。在

网格划分方面，对于纳米孔附近区域，由于是

荧光激发的目标点和荧光发射的光源点，电磁

场强度变化剧烈，选择较小的 2 nm 尺寸网格可

以更精确地捕捉场强的局部分布和细节特征，

从而提高仿真的准确性。而在其他区域，电磁

场变化相对平缓，选择稍大的 5 nm 尺寸网格，

可以在保证计算精度的同时显著减少计算量

和资源消耗。场强分布计算采用电偶极子模

型 。 针 对 多 变 量 参 数 耦 合 条 件 进 行 参 数 化

扫描。

结合实际微纳加工工艺的可行性，确定微反

射器的重要参数如下：底部直径 d 为 4 μm，高度 h

为 6 μm，工艺可实现的侧坡角 α 为 78°。根据上

述微反射器参数进行建模，选用波长为 532 nm
的激光作为激发光，对零模波导孔及微反射器零

模波导器件分别进行有限元仿真。

仿真结果如图 2 所示，微反射器零模波导器

件结构相较于仅有零模波导孔的器件，激发场与

荧光发射场强度分布有明显提升。如图 2（a）所

示，通过零模波导孔中将激发区域限制在孔底有

限范围内。在微反射器对光传播方向的调控过

程中，多个光波重叠，其振幅达到最大，从而产生

图 1　零模波导器件与微反射器零模波导器件的工作原理与理论模型

Fig. 1　Operating principle and theoretical model of zero-mode waveguide devices zero-mode and micro-reflectors wave⁃
guide devices
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相长干涉现象。对仅有零模波导孔器件和微反

射器零模波导器件的激发区域场强进行积分量

化，通过将激发区域场强积分值除以积分区间内

的样本点数量，计算得出两种器件有效激发区域

的电场强度均值分别为 1. 22 （V/m）2 和 24. 05 
（V/m）2。由图 2（b）可知，发射光通过微反射器

的约束使得发射光存在明显的会聚准直效果，对

图 2（b）两种器件仿真结果进行积分量化得到的

有 效 发 射 光 收 集 效 率 分 别 为 34. 75% 和

83. 68%。通过有限元仿真从理论上可以得出，

微反射器零模波导器件在激发场强度与发射光

收集效率上相较于仅有零模波导孔的器件都有

着明显的提升。

2. 3　器件制备工艺

在结构设计和仿真计算的基础上，对微反射

器零模波导器件进行工艺开发与制备。微反射

器零模波导器件的具体工艺步骤如图 3 所示。本

实验采用 2 英寸 JGS1 石英玻璃作为透明基底，厚

度为（200±10）μm。首先，使用丙酮、异丙醇和

去离子水依次对基底进行超声清洗，以去除表面

杂质和水汽。随后，在基底表面涂覆 AZ 4620 光

刻胶，并以 3 500 转每分钟的转速旋涂 30 s，然后

在温度 100 °C 下进行前烘，如图 3（a）所示。接

着，使用 MA-6 光刻机进行 UV 紫外曝光，曝光剂

量 为 207 J/m2，曝 光 时 间 为 25 s；曝 光 后 显 影

145 s，并用去离子水冲洗定影，如图 3（b）所示。

后烘坚膜过程在 110 ℃下进行，随后使用先进氧

离子刻蚀机（Advanced Oxide Etch，AOE）对微反

射器结构进行刻蚀。刻蚀参数设置如下：CF4 气

体流速为 25 mL/min，系统压力为 0. 25 Pa，石英

与光刻胶刻蚀比为 1∶1，刻蚀时间为 16 min，如图

3（c）所示。刻蚀完成后，沉积 Cr/Au 金属膜，厚

度分别为 20 nm 和 140 nm，如图 3（d）所示。最

后，采用 Crossbeam 350 设备在微反射器顶部表

图 3　微反射器零模波导结构的主要工艺流程

Fig. 3　Main process flow of zero-mode waveguide struc⁃
ture for micro-reflector

图 2　不同结构零模波导器件的仿真结果

Fig. 2　Simulation results of zero-mode waveguide devic⁃
es with different structures
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面 进 行 金 膜 中 心 刻 蚀 ，使 用 Outside Counter-
clockwise Loop 刻蚀模式，束流设置为 1 pA，如图

3（e）所示。通过上述制备工艺流程，得到微反射

器零模波导器件样品。

3 实验结果与讨论

3. 1　微反射器零模波导器件表征

微反射器零模波导器件加工完成后，利用扫

描 电 子 显 微 镜（Scanning Electron Microscopy，
SEM）对微反射器零模波导器件阵列及结构进行

表征。在俯视视角下，对微反射器的阵列结构进

行表征，如图 4（a）所示，可见微反射器表面光滑、

金属膜覆盖完整，且结构均一性良好。本文设计

的微反射器零模波导器件在工艺上可以实现稳

定批量的制备。

针对微反射器零模波导器件结构尺寸的关

键参数也进行了表征，如图 4（b）所示。微反射器

的制备结果符合设计要求，其中 h≈6. 48 μm，

d≈4. 24 μm，顶部纳米孔孔径约为 201. 3 nm。对

于侧坡角 α，可以看到微反射器剖面侧边母线实际

是由三段倾斜角不同的边线组成的一段折线，其中

较长的主体边线（中间）与底面夹角 α2≈79. 6°，另两

条较短边线的水平夹角分别为 α1≈53°和 α3≈89°，
呈现出“三段式”微反射器结构。

为确保后续荧光信号检测对比实验的准确

性，对仅有零模波导孔阵列的器件进行了 SEM
表征，以排除零模波导孔差异的影响。两种器件

的零模波导孔制备参数（包括深度、刻蚀模式和

束流等）严格一致，确保变量可控。图 5（a）展示

图 4　微反射器零模波导器件表征

Fig. 4　Characterization of zero-mode waveguide device 
for micro-reflector

图 5　对照组零模波导器件表征

Fig. 5　Characterization of control zero-mode waveguide 
device
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了对照组零模波导孔阵列的俯视 SEM 表征图，

图中可见零模波导孔阵列无明显毛刺或其他

表面缺陷，表面形貌良好。图 5（b）展示了对照

组零模波导孔剖面的 SEM 表征图，孔径约为

200. 8 nm，深度约为 290. 7 nm。所表征的对照

组仅有零模波导孔的器件和微反射器零模波导

器件中孔直径及深度差异（约 1~2 nm）在微纳加

工误差范围内，且通过阵列检测取均值可有效抑

制离散性（离散系数<2%）。因此，后续实验结

果可以忽略零模波导孔尺寸差异的影响。

3. 2　微反射器零模波导器件制备结果讨论

为验证实际制备器件的发射光调控效果符

合前期设计，这里基于实际制备器件的表征参

数重新对“三段式”微反射器结构的发射场强分

布进行仿真计算。通过对图 6 所示仿真结果进

行积分量化，测得发射场信号的收集效率为

82. 24%，与前期实验结果相比仅存在约 1. 8%
的差异。这一差异主要源于实际制备的“三段

式 ”微 反 射 器 结 构 改 变 了 光 反 射 路 径 ，尽 管

79. 6°的主体边线与仿真结果接近，但末端 53°的
折线导致发射光发散增强，从而降低了光信号

的收集效率。此外，多角度耦合效应使部分光

路偏离理想会聚方向，累计误差导致收集效率

差异约为 1. 8%。实际制备器件在发射光调试

上的效果与前期设计结构相近，总体场强的分

布趋势未发生显著变化，显著提升了发射光收

集效率。

3. 3　器件性能测试

实验采用微反射器零模波导器件进行荧光

信号检测，以获得荧光强度和信噪比测试结果。

通过与仅有零模波导孔的器件检测结果做对比，

进一步评估本文研制器件的光学性能。

实 验 中 ，将 荧 光 微 球（Fluorescent micro⁃
sphere，50 nm）分别填充到微反射器零模波导器

件和仅有零模波导孔的器件样品的纳米孔中。

通过对金膜表面进行氧等离子体亲水处理，增强

样本溶液与零模波导孔界面的结合力，从而进一

步降低孔中空气间隙出现的概率。通过优化微

球溶液浓度（约 0. 1 pM），并结合离心辅助装载，

提高单颗粒捕获率，有效抑制个体差异的影响。

同时，通过阵列检测取均值来抑制由少数孔内进

样差异和空间间隙带来的离散性。本实验采用

的荧光显微镜系统主要由以下几个部分组成：工

作波长为 532 nm 的激光器作为激发光源，激发

功率设置为 40 mW；配备有 20×（数值孔径 0. 8）
和 60×（数值孔径 1. 5）两种规格的显微物镜。由

于消逝波在孔内的传播距离有限，这一特性有效

限制了观测体积的范围。器件样品中荧光微球

被激发后产生的荧光，经过物镜和滤光片最终到

达图像采集系统。利用 EMCCD（iXon Life 888，
Andor）相机来对荧光信号进行采集和处理，每帧

曝光时间为 0. 2 s。
图 7 展示了仅有零模波导孔的器件与微反

射器零模波导器件样品在不同倍率物镜下的拍

摄结果。图中从左到右依次为仅有零模波导孔

的器件和微反射器零模波导器件在 20 倍和 60
倍显微物镜下的荧光信号测试结果。相较于仅

有零模波导孔的器件，改进后的微反射器零模

波导器件在荧光区域与非荧光区域的灰度值区

分更为明显，荧光信号边界清晰且具有更大的

荧光信号强度，从而提升了数据分析时信号提

取的能力。在仅有零模波导孔的器件与微反射

器零模波导器件样品的荧光反应区域中，在 20
倍物镜下分别选取 60 组样本区域进行对比分

析。利用 ImageJ 软件对两种不同器件所选样

本，区域信号和噪声的灰度值进行量化处理分

析 。 上 述 两 种 器 件 的 样 本 区 域 的 信 噪 比 公

图 6　“三段式”微反射器零模波导器件的发射场强度分布

Fig. 6　Emission field intensity distribution of zero-mode 
waveguide device with three-segment micro-reflector
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式为［21］：

SNR = signal

2( signal + backgroud )
. （1）

绘制样品荧光信号区域内的信噪比均值统计

曲线，如图 8 所示。量化两组图片荧光信号区域

和背景区域的灰度，计算得出仅有零模波导孔的

器件信噪比均值为 27. 98，微反射器零模波导器件

信噪比均值为 119. 6。微反射器零模波导器件相

较于仅有零模波导孔的器件，在荧光检测中信噪

比有明显的提升，约提升至改进前的 4. 27倍。

4 结  论

本文针对荧光信号检测中存在的荧光信号

收集效率受限和信噪比低的问题，设计并研制了

一种微反射器零模波导器件。通过电磁场有限

元数值计算，模拟了该器件在荧光检测中更优的

激发光与发射光场强分布。结合紫外光刻、AOE
刻蚀与 FIB 刻蚀打孔的工艺流程制备了孔径为

201. 3 nm 的零模波导孔和高度为 6. 48 μm、底部

直径为 4. 24 μm 的“三段式”微反射器。采用荧

光微球对所制备器件的荧光效果进行了信号检

测及性能评估，并对成像结果进行了灰度量化和

信噪比计算。实验结果表明，该微反射器零模波

导器件的荧光检测信噪比达到 119. 6，约是仅有

零模波导孔器件的 4. 27 倍，有望在微弱荧光检测

等领域实现应用。
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