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摘要　研究了一种基于马赫曾德尔结构的相差表面等离子体共振（ＳＰＲ）传感器系统。和传统的相位型ＳＰＲ传感

系统相比，该系统采用了ｐ偏振光与ｓ偏振光各自干涉后再相位相减来提取样品折射率信息的方法，从而显著降

低了环境噪声的影响，提高了分辨率。系统最小可区分０．０１°的相差，对应的分辨率为１０－５ＲＩＵ（折射率单位）。应

用此系统进行了生物大分子结合反应的测量，分辨率可达每平方微米１６０个ＩｇＧ分子。研究结果为表面等离子体

共振传感器在生物医学的应用提供了一定的参考。
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１　引　　言

由于表面等离子体共振（ＳＰＲ）传感器具有实时

性、无需标记物、高分辨率以及无背景干扰等优点，

可定量检测生物分子之间的相互作用，近年来已经

广泛应用于生物及化学传感领域［１－２］。随着医学和

食品安全检测需求的不断提升，往往需要对低浓度

或小分子物质进行检测，这就对ＳＰＲ传感器的灵敏

度提出了更高的要求［３－４］。传统的ＳＰＲ传感技术

是通过分析反射光的波长［５］或反射光强度［６］提取信

息的，虽易于检测但灵敏度不高。目前相位调制型

ＳＰＲ传感器已成为研究热点之一，这是由于在ＳＰＲ

角附近ｐ偏振光的相位变化很大，利用相位检测技

术可以使ＳＰＲ传感器对于折射率单位（ＲＩＵ）的检

测灵敏度比传统ＳＰＲ传感技术提高１～２个数量

级［７］。近年来提出的相位检测技术有旋转检偏

法［８］、光弹调制［９］等。

０７１４００３１
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目前基于相位调制的ＳＰＲ传感器还处于起步

阶段，在 应用领域远没有达到其理 论 精 度 水

平［１０－１１］。主要原因是相位调制型ＳＰＲ传感器具有

极高的灵敏度，对于周围环境所引起的微小变化非

常敏感，从而导致相位测量中的误差［１２］。

为了加强相位调制ＳＰＲ传感器对环境噪声的

抗干扰能力，研究了一套以马赫曾德尔干涉仪为基

础的差分干涉相位调制ＳＰＲ传感系统，具有高灵敏

度、抗干扰的优点。分析了该系统的工作原理，进行

了分辨率的标定，并应用于生物反应的实时检测，对

生物大分子结合密度的检测能力进行了分析。

２　实验原理

目前 ＳＰＲ 传感器所使用的激发结构有多

种［１２－１３］，实验采用使用较多的Ｋｒｅｔｓｃｈｍａｎｎ结构
［１４］，

如图１所示。

图１ Ｋｒｅｔｓｃｈｍａｎｎ模型结构简图

Ｆｉｇ．１ ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆＫｒｅｔｓｃｈｍａｎｎｍｏｄｅ

ｃｏｎｆｉｇｕｒａｔｉｏｎ

电磁波发生共振的条件是两者具有相同的频率

和波矢，且传播方向一致。若倏逝波与表面等离子

体的频率和波矢相同，则二者将发生共振，即表面等

离子体共振。根据金属膜理论［１５］，表面等离子体波

（ＳＰＷ）与金属和电介质特性的关系为

犽ｓｐ＝犽０
εｍεｓ

εｍ＋ε（ ）
ｓ

１／２

， （１）

式中犽ｓｐ为ＳＰＷ的波矢，犽０ 为自由空间的入射波波

矢，εｍ 和εｓ分别为金属和样品的复介电常数。调解

入射角α，当入射条件满足犽狓＝犽０狀ｇｌａｓｓｓｉｎθｉｎｃ＝犽ｓｐ

时，产生的ＳＰＷ 达到最强，其中狀ｇｌａｓｓ为棱镜折射

率，犽狓 为犽０ 在界面平行方向的分量，θｉｎｃ为入射角。

菲涅耳公式中ｐ偏振光与ｓ偏振光的反射系数（狉ｐ

和狉ｓ）可表达为狉ｐ＝ 狉ｐ ｅｘｐｉ（ ）ｐ 和狉ｓ＝ 狉ｓ ｅｘｐ

ｉ（ ）ｓ ，其中ｐ和ｓ 分别为反射光中ｐ与ｓ偏振光

的相 位。ｐ 与 ｓ 偏 振 态 之 间 的 相 位 差 Δ＝

ｐ－（ ）ｓ 。对于图１所示系统使用的玻璃棱镜／金

属／样品的三层膜结构，复反射系数

狉ｐ（ｓ）＝
狉１２＋狉２３ｅｘｐ（２ｉ犽狕２犱）

１＋狉１２狉２３ｅｘｐ（２ｉ犽狕２犱）
， （２）

式中犱为金属膜的厚度，狉犻犼（犻＝１，２，犼＝２，３，犻≠犼）

为ｐ（或ｓ）偏振光在玻璃棱镜（第１层）／金属（第２

层）／样品（第３层）结构中的第犻层和第犼层之间的

菲涅尔反射系数，可表示为

狉犻犼 ＝
犣犻－犣犼
犣犻＋犣犼

，　犻＝１，２，犼＝２，３， （３）

式中犣犻，犣犼为阻抗系数，ｐ偏振光的犣犻＝ε犻／犽狕犻，ｓ偏

振光的犣犻＝犽狕犻，犽狕犻＝犽０（ε犻－ε１ｓｉｎ
２
θｉｎｃ）

１／２为第犻层垂

直于金属膜的波矢分量，ε犻为第犻层的复介电常数。

由分子吸附于金属膜表面而导致的εｓ微小变化，将

会体现在两种偏振光狉犻犼的变化上，也等同于一个相

移Δ。在输出端加入 Ｗｏｌｌａｓｔｏｎ棱镜的马赫曾!

尔干涉仪，可使ｐ偏振光及ｓ偏振光各自干涉，从而

可以探测到相位差Δ。该系统等同于两个独立工

作的并行的干涉仪，ｐ偏振光及ｓ偏振光相应的干

涉公式为

犐ｐ＝犐ｐ，ｒｅｆ＋犐ｐ，ｓｉｇ＋

２（犐ｐ，ｒｅｆ犐ｐ，ｓｉｇ）
１／２ｃｏｓ（ｍ＋ｎ＋ｐ）， （４）

犐ｓ＝犐ｓ，ｒｅｆ＋犐ｓ，ｓｉｇ＋

２（犐ｓ，ｒｅｆ犐ｓ，ｓｉｇ）
１／２ｃｏｓ（ｍ＋ｎ＋ｓ）， （５）

式中犐ｐ，犐ｐ，ｒｅｆ，犐ｐ，ｓｉｇ，犐ｓ，犐ｓ，ｒｅｆ，犐ｓ，ｓｉｇ分别为ｐ偏振光，ｐ

偏振参考光，ｐ偏振信号光，ｓ偏振光，ｓ偏振参考

光，ｓ偏振信号光的光强；ｍ 为压电陶瓷（ＰＺＴ）移动

造成的相位调制。随着ＰＺＴ周期性的移动，ｍ 随时

间线性变化，使得两个光电探测器所接收到的两种偏

振光信号为正弦波。通过对多个周期正弦波取平均

的方法去除系统噪声，最终求得相移Δ＝ｐ－ｓ，环

境噪声ｎ由相位相减而消去。

３　实验系统

所使用的实验系统如图２所示。光源为λ＝

６３３ｎｍ的氦氖激光器，通过调节起偏器，使ｐ偏振

光和ｓ偏振光光强各为５０％（针对棱镜斜面为入射

面）；之后光线由分束器１分为信号光和参考光。信

号光以ＳＰＲ角入射传感芯片（结构如图１所示），产

生ＳＰＲ现象。将棱镜安装在可以精确调节角度的

旋转台上，从而可以根据样品情况，对入射角度进行

微小调节。芯片上金膜表面制作有微流槽，可使用

微流泵控制液体流速，以便加入样品从而调节在传

感芯片上进行的生物学反应。微流槽封闭的环境以

及微流泵恒定的流速降低了外界因素对于测量的影

０７１４００３２
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响。参考光入射到安装在ＰＺＴ上的反射镜上，通过

ＰＺＴ的移动，可以对参考光与信号光之间的光程差

进行线性调节。之后参考光与信号光通过分束器２

进行合束，合束后的光线通过 Ｗｏｌｌａｓｔｏｎ棱镜，将ｐ

光与ｓ光分开，分别经透镜聚焦后进入光电探测器

接收，这样就得到了由两种不同偏振态的光线各自

干涉的信号。探测器接收到的光强随着ＰＺＴ的移

动，即随着时间的变化而成正弦曲线变化，由此可以

计算出ｐ光及ｓ光通过传感器头之后的相位变化。

由于ＳＰＲ现象只影响ｐ偏振光，而不影响ｓ偏振

光，因此通过计算ｐ偏振光（信号）和ｓ偏振光（参考

光）之间的相位差，将ｐ与ｓ光的相位进行时间轴上

的点对点相减，就可以得到ＳＰＲ的相位信息，从而

计算得到所测样品的折射率变化。

图２ 基于马赫曾德尔结构的相位调制ＳＰＲ传感器

Ｆｉｇ．２ ＰｈａｓｅｍｏｄｕｌａｔｉｏｎＳＰＲｓｅｎｓｏｒｂａｓｅｄｏｎＭａｃｈＺｅｈｎｄｅｒｃｏｎｆｉｇｕｒａｔｉｏｎ

４　实验系统的标定

由于系统目标是应用于生物分子的结合测量，

因此需标定其应答单位（ＲＵ）与所测量的折射率单

位变化的关系。由于系统的ＲＵ值即为ｐ光与ｓ光

的相位差，因此首先对相位差与折射率的关系作一

理论模拟，如图３所示。根据模拟结果，系统１°ＲＵ

对应１０－５ＲＩＵ。

图３ 相位调制ＳＰＲ传感器相位差与折射率的关系

Ｆｉｇ．３ Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｐｈａｓｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｎｄ

ｒｅｆｒａｃｔｉｖｅｉｎｄｅｘｏｆｐｈａｓｅｍｏｄｕｌａｔｉｏｎＳＰＲｓｅｎｓｏｒｓ

根据氯化钠溶液折射率经验公式狀＝１．３３３１＋

０．００１８５×犮，其中狀为溶液折射率，犮为氯化钠的质

量分数，配置了一系列不同折射率的氯化钠溶液，之

后对系统进行了测量标定，如图４所示。由图４可

知，１０－５ＲＩＵ的变化对应于０．１°ＲＵ，因此在实际

测量中，系统１ＲＵ＝１０－４ＲＩＵ，这说明环境噪声的

影响使得分辨率比理论灵敏度低了一个数量级。综

合考虑系统所使用的各仪器性能，以及环境噪声、温

度细微变化等因素的影响，本系统的分辨率可稳定

保持在１０－５ＲＩＵ。

图４ 系统ＲＩＵ与ＲＵ的关系

Ｆｉｇ．４ ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＲＩＵａｎｄＲＵｏｆｔｈｅｓｙｓｔｅｍ

５　生物大分子结合反应的测量

使用自组装膜技术［１６］，将牛血清白蛋白（ＢＳＡ）

分子定向固定于金片上，具体步骤为：先使用溶液

［质量分数为３０％的过氧化氢和质量分数为９６％的

硫酸，以１∶３（体积比）混合］对金片进行清洗；之后
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使用１１ＭＵＡ溶液（含有辛烷硫醇１ＯＴ和含氢硫

基的十一醇酸的乙醇溶液，两者的浓度均为１～

３ｍｍｏｌ／Ｌ）处理４ｈ，１１ＭＵＡ的巯基能够共价结合

金表面，其羧基末端能够结合抗原［１７］；之后具有羧

基末端的金片被此溶液激活：ＥＤＣ［１（３二甲氨基

丙基）３乙基碳二亚胺盐酸盐，２００ｍｍｏｌ］，ＮＨＳ

（Ｎ羟基琥珀酰亚胺，５０ｍｍｏｌ）以及５０ｍｍｏｌ浓度

的ＢＳＡ抗原，反应至少１５ｍｉｎ；最后用乙醇胺冲洗。

这样就得到了表面包被有ＢＳＡ的传感芯片。

使用微流控系统，将０．１μｇ／ｍＬ的ＥＧＦ抗体

（非特异性抗体）及 ＢＳＡ 抗体（特异性抗体）以

１００μＬ／ｍｉｎ的速度导入微流槽中，与ＢＳＡ进行反

应，反应结果如图５所示。在测量时间的前２０ｍｉｎ，

由于刚刚注入抗体时，含有抗体的溶液仍在导管中，

没有进入微流槽，因此没有和芯片上的抗原发生反

应，所以图中两组数据结果相近。２０ｍｉｎ后，抗体

溶液逐渐接触芯片，特异性抗体与ＢＳＡ发生了反

应，而非特异性抗体无反应，因此图中两组结果差距

逐渐增大，并在测量时间８０ｍｉｎ以后达到稳定，此

时抗原基本都结合上了抗体，反应达到平衡，因此

ＲＵ不再增加。

图５ 实时测量ＢＳＡ与抗体的反应结果

Ｆｉｇ．５ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅａｌｔｉｍｅｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎ

ｂｅｔｗｅｅｎＢＳＡａｎｄａｎｔｉｂｏｄｙ

ＳＰＲ传感器芯片上结合蛋白的质量与ＲＩＵ的

变化对应关系为：１ｎｇ／μｍ
２ 对应２．５ＲＩＵ。从反应

开始，直至进入平台期（达到反应平衡），系统应答值

一共增加了约２５ＲＵ。

系统１ＲＵ对应１０－４ＲＩＵ，系统应答的变化量

为２５ＲＵ时，对应的ＲＩＵ一共变化了２．５×１０－３，

因此整个测量过程中，芯片上免疫球蛋白 Ｇ（ＩｇＧ）

结合密度为１０－３ｎｇ／μｍ
２。由于ＩｇＧ分子量约为

１５０ｋＤ（即一个分子的质量为２．５×１０－１８ｇ），因此

芯片上每平方微米面积结合ＩｇＧ 分子个数为

４×１０５ 个。系统的分辨率为０．１ＲＵ，经计算，对应

于ＩｇＧ结合密度为每平方微米１６０个。

相对于传统的生物学检测技术，ＳＰＲ传感技术

的最大优势在于能够对样品进行实时、无需标记物

的检测，但分辨率往往是限制该技术应用的重要因

素之一。采取相位调制型ＳＰＲ传感器是提高分辨

率的有效方法之一，研究中所使用的马赫曾德尔结

构有效降低了环境噪声的影响，进一步提高了系统

分辨率。使用该系统实时测量了生物大分子的结合

反应，为进一步将相位调制型ＳＰＲ传感器应用于生

物医学检测奠定了基础。

６　结　　论

搭建了基于马赫曾德尔结构的差分干涉ＳＰＲ

传感器，分析了该系统的工作原理；对系统ＲＵ值与

所测量的ＲＩＵ值之间的关系进行分析，并标定了系

统的分辨率；最后使用该系统对生物大分子的结合

反应进行了实时测量，将系统分辨率与生物大分子

的结合密度相关联。研究结果为ＳＰＲ传感器在生

物医学研究中的应用提供了一定的参考。
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