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摘要　为消除拉曼光谱检测中样品装载容器的荧光背景干扰,利用样品拉曼信号光与容器产生的荧光不共焦的特

性,设计了一种双轴共焦的检测光路结构.实验结果表明:来自容器的荧光干扰幅度出现数量级的衰减,拉曼信号

光幅度下降了约３０％;双轴共焦拉曼检测方法能够避免传统共轴共焦检测方法中拉曼信号光和荧光混合接收的问

题,解决了荧光干扰对拉曼信号动态检测范围的限制,实现了对荧光材料容器装载样品拉曼信号的有效检测.
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１　引　　言

拉曼光谱检测技术具有简便快捷、灵敏度高和

无损检测等优点,在生物医学、化学分析、食品安全

和考古等领域应用广泛[１Ｇ４].目前,荧光干扰是阻碍

拉曼光谱检测技术发展的一个普遍问题.当受到激

光照射时,被测样品不仅会被激发出表征信息的拉

曼散射光,还有可能被激发出荧光,如样品装载容器

的荧光和样品本身的荧光.通常情况下,荧光信号

的强度远远大于拉曼散射光强,有的可以达到拉曼
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光强的上千倍[５Ｇ６],甚至会淹没拉曼信号,使拉曼光

谱不可识别,因此研究荧光干扰的抑制方法十分必

要,这对于拉曼光谱检测技术的发展具有重要意义.
随着拉曼光谱检测技术的发展,消除荧光干扰

的方法层出不穷,主要有扣除荧光基线的软件算

法[７Ｇ９]、差 分 拉 曼 法[１０Ｇ１２]和 空 间 偏 移 拉 曼 光 谱

(SORS)技术[１３Ｇ１４]等.
扣除荧光基线软件算法和差分拉曼法都是对测

量后的拉曼光谱数据进行处理的,在荧光干扰背景

中提取拉曼信号.这些方法通常适用于处理荧光光

谱变化比较平缓和拉曼信号比较强的情况,但由于

算法误差的影响,这些方法难以识别弱小的拉曼信

号.对于比较复杂的荧光光谱形状和噪声较大的光

谱,这些方法的误差更大,甚至可能会产生误判.对

于完全淹没在强荧光信号中的拉曼信号,这些方法

更是无能为力.
当被测样品自身没有荧光或有弱荧光时,就需

要解决容器产生的荧光干扰.SORS技术利用拉曼

散射光在样品深层扩散时横向转移的特性,将检测

点设置在偏移激发点一定距离处,这样虽然可以避

免容器的荧光干扰,但接收到的拉曼散射光强度也

变得很弱,对光谱探测器的灵敏度要求很高,导致硬

件成本昂贵,不利于大范围推广使用.
采用无荧光效应的石英材料制作样品容器也是

一种消除荧光的解决方案,但石英材料价格是普通

玻璃材料(如硼材料)的几十倍,增加了测试成本,降
低了产品竞争力.

目前,大多数拉曼设备的检测探头都采用共轴

共焦光学结构,这种探头的激光发射和拉曼信号接

收光路是共轴重合的,在接收拉曼散射光的同时无

法避免荧光信号的接收.本文提出一种抑制样品装

载容器荧光接收的双轴共焦拉曼检测方法,激发光

路和拉曼信号接收光路的光轴在空间上有一定夹

角,通过聚焦透镜共焦在一点,与共轴共焦光学结构

一样满足物(发射光纤)像(接收光纤)共轭关系,可
以接收到在焦点处样品被激发的拉曼信号,而荧光

激发区域由于偏离了共焦点位置,因此荧光信号不

会被接收.该方法可以有效抑制容器荧光的干扰,
解决了荧光干扰对拉曼信号动态范围调整的限制问

题,拓展了拉曼光谱检测技术的应用范围.

２　原理和方法

目前,拉曼光谱检测设备采用的拉曼探头大都

是Dilor、InPhotonics等公司的产品,是一种双光纤

共轴共焦结构[１５],如图１(a)所示.在发射光路中,
激光器发 射 的 激 光 经 高 反 镜(HR)和 二 向 色 镜

(DM)引入接收光路中,并与其平行共轴,再经聚焦

镜(F)两光路共焦在一点.图中CM１和CM２分别

为发射光路和接收光路的准直镜,NBF为窄带滤波

片,HPF为高通滤波片.
共轴共焦光路原理如图１(b)所示.通常接收

光纤和发射光纤的数值孔径相同,而接收光纤的芯

径是发射光纤的２倍,所以在共焦点处,被激发的散

射光基本上都能被接收光纤收集,而远离焦点(距离

大于接收光纤芯径)和焦平面前后的散射光会在探

测接收焦平面上形成弥散斑[１６Ｇ１８],基本不会被接收

光纤收集,从而实现了对共焦点处被测样品的拉曼

光谱检测.

图１ (a)传统共轴共焦拉曼检测方法;(b)共轴共焦光路原理

Fig敭１  a SchemeofconventionalconfocalandcoaxialRamandetection  b principleofconfocalandcoaxialopticalpath

　　在实际应用中,采用共轴共焦光路结构的拉曼

探头进行检测时,激发光透过容器聚焦在样品上,含
有荧光的容器与被测样品在同一激发和探测光路

内,虽然容器偏离焦点位置,如图１(b)A 处所示红

色区域,但荧光信号通常是拉曼散射光信号的上千

倍,所以接收光纤会不可避免地同时收集到拉曼散
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射光和荧光.
为解决荧光信号对拉曼信号的影响,设计了一

种双轴共焦拉曼检测方法,如图２(a)所示,激发光

轴与接收光轴之间成一定的夹角,并且共焦于被测

样品表面.这样,容器壁上被激发的荧光区域不仅

离焦,而且偏离接收光接收视场,如图２(b)红色区

域所示.这时,接收光纤收集到的大部分光是在接

收透镜数值孔径范围内的拉曼散射光,而荧光信号

幅度会显著下降,从而达到抑制容器荧光干扰的目

的.收集到的荧光信号的强弱与激发光轴和接收光

轴之间的夹角大小有关.原理上,激发光轴与接收

光轴之间的夹角θ应满足:

θ＞２β, (１)
式中:β为接收透镜(激发透镜)的收光锥角.

图２ (a)双轴共焦拉曼检测光路原理;(b)细节图

Fig敭２  a PrincipleofdualＧaxisconfocalopticalpath  b detailfigure

３　实验设计

３．１　实验装置

实验装置主要由激发光路、接收光路、光谱仪、

３６０°旋转平台、被测样品组成,如图３所示.

图３ 实验装置图

Fig敭３ Experimentalsetupdiagram

激发光路、接收光路分别采用传统共轴共焦拉

曼探头的激发和接收部分,其中激发光纤的纤芯直

径为１０５μm,接收光纤的纤芯直径为２００μm,两者

的数 值 孔 径 均 为 ０．２２±０．０１.光 谱 仪 使 用

Maya２０００(美国海洋光学公司),其分辨率为３nm;
旋转平台为中空带有角度刻度的３６０°旋转平台.

在测试操作过程中,接收探头固定在旋转平台

上面的夹持器上,激发探头固定在旋转平台外侧的

五维调整架上,被测样品安装固定在旋转平台的中

心,调整容器的内表面(样品的被测点)位于旋转平

台中心,通过五维调整架和夹持器调整激发光焦点、

接收光焦点、样品被测点重合在旋转平台的旋转中

心轴线上,并调整接收光和激发光的光轴构成的平

面与旋转面平行.当旋转平台转动时,可带动接收

探头一起转动,从而改变激发光与接收光之间的

夹角.

图４ 实验光路图

Fig敭４ Experimentalopticalpath

实验的具体光路如图４所 示.激 发 光 纤 的

７８５nm激光经准直镜成准直光束后通过７８５nm窄

带滤波片,再经过聚焦透镜聚焦到被测样品表面.
激发光路与接收光路光轴之间的角度为θ,聚焦镜

接收到信号光后经高通滤波片滤除７８５nm 瑞利

光,再经准直镜入射到接收光纤内.接收光纤和光

谱仪相连,再接入个人计算机(PC)显示光谱仪的探

测信息.实验中若无特别说明,光谱仪的积分时间

均为１s.
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３．２　实验结果

３．２．１　双轴夹角对拉曼信号强度的影响

采用双轴共焦检测方案测试在不同双轴夹角θ
下山梨酚粉末样品的拉曼光谱.夹角范围为３４°~
８４°,递增角度为２°,测试记录拉曼光谱(１０次测量

后的平均光谱数据),作出９００．３０nm处拉曼信号强

度和θ的关系曲线,如图５所示.由图５可见:随θ
增大,拉曼信号幅度呈单调下降的趋势,在３４°~４４°
范围内,拉曼信号下降平缓;在４４°位置处,山梨酚

９００．３０nm处的拉曼峰信号下降约为２．５％;在６４°
位置处,信号下降约为４０％;在８４°位置处,基本探

测不到拉曼信号,如图６所示.

图５ ９００．３０nm处拉曼信号强度和双轴夹角之间的关系

Fig敭５ RelationshipbetweenRamanintensityat
９００敭３０nmandangleofdualＧaxis

图６ (a)山梨酚的拉曼光谱;(b)９００．３０nm处放大图

Fig敭６  a Ramanspectraofsorbitol  b enlargeimageat９００敭３０nm

　　实验测试结果表明,采用双轴共焦检测方案时,
当双轴夹角小于一定值(４４°以内)时,对接收到的拉

曼信号强度影响不大.
采用同样的测试方法,对空玻璃比色皿进行了

荧光信号测试,结果发现:在３４°~４４°测量范围内,
双轴夹角为３４°时的荧光信号最大;接收到的荧光

信号随着双轴夹角增大而不断减弱.

３．２．２　双轴夹角对荧光信号强度的影响

采用对比实验测试双轴夹角对玻璃比色皿容器

(高硼硅)荧光的抑制作用,被测样品为山梨酚粉末.
从图７中可以看到:采用传统共轴共焦拉曼检

测方法检测玻璃比色皿装山梨酚的拉曼光谱(垂直

入射样品表面)时,由于玻璃的荧光干扰很强(最高

幅度约为３８０００),导致山梨酚在８８５．３０nm(B)和
８７２．７０nm(C)处的拉曼峰变形,几乎被淹没,难于

识别;采用双轴共焦方法检测玻璃比色皿装山梨酚

的拉曼光谱,当双轴夹角为３４°时,玻璃容器的荧光

干扰 信 号 基 本 被 抑 制,荧 光 最 高 幅 度 下 降 了 约

９２％,从３８０００下降到３０００,减少了１个数量级,

８８５．３０nm和８７２．７０nm处的拉曼峰清晰可见,易于

识别,与无装载容器的山梨酚的拉曼光谱形状一致,

只是拉曼信号幅度下降了约３０％,达到了抑制荧光

干扰的目的.

图７ 山梨酚的拉曼谱图对比

Fig敭７ ComparisonofRamanspectraofsorbitol

对双酚A粉末也进行同样的对比测试,实验结

果如图８所示,可以看到,相对于共轴共焦拉曼检测

方法,采用所提方法检测到的双酚A粉末拉曼光谱

中的玻璃容器的背景荧光干扰几乎被完全抑制,

８６９．０８nm(G)和８９７．７２nm(H)处拉曼峰之间的荧

光干扰幅度减少了约９５％,而且样品本身的荧光强

度也有所下降,拉曼谱峰信号幅 度 仅 下 降３０％
左右.
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图８ 双酚A的拉曼谱图对比

Fig敭８ ComparisonofRamanspectraofbisphenolA

４　分析与讨论

由(１)式 可 知,根 据 透 镜 的 数 值 孔 径 NA＝
sinβ＝０．２５计算得到可抑制荧光干扰的双轴夹角

理论最小值θmin约为２９°,即双轴夹角大于θmin时,由
于容器荧光激发区域偏离接收范围,仅在接收光纤

处形成弥散斑,能被光谱仪接收到的荧光干扰很小

或几乎没有.实际的测试结果表明,当双轴夹角为

３４°时,玻璃容器荧光干扰信号幅度降低了一个数量

级,而拉曼信号幅度虽然有小幅下降,但谱峰形状与

原光谱一致,信噪比显著提升,实验结果与设计基本

相符,说明双轴共焦检测方案是一种抑制被测样品

装载容器荧光干扰的有效方案.

５　结　　论

双轴共焦拉曼检测方法利用样品装载容器产生

的荧光和样品拉曼散射光不共焦的特性,从光学原

理上避免了拉曼检测中荧光和拉曼散射光混合接收

的问题,达到了有效消除来自样品装载容器荧光干

扰的目的,解决了光谱仪动态范围因被荧光干扰信

号限制而无法进行调整的问题.
从实验测试结果中可以看到,所提检测方案对

样品自身的荧光没有特别有效的分离作用.目前有

效的抑制和消除样品自身荧光的方法是时间门控

法,而更便利和低成本的抑制样品荧光的方案有待

进一步研究.
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