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摘要　表面等离子体共振（ＳＰＲ）生物传感器应用于生物大分子结合反应的实时测量时，为满足高通量检测的要求，

ＳＰＲ传感器应具有宽场成像检测的能力。建立了适用于以马赫 曾德尔结构为基础的差分干涉ＳＰＲ成像系统，该

结构能够有效降低环境噪声，并对其提取相差的算法进行研究。在信号光与参考光合束之后，通过沃拉斯顿棱镜

将ｐ光与ｓ光分开，经透镜聚焦后进入ＣＣＤ，通过互相关运算使两光斑对准，相位从ｐ光与ｓ光干涉光强的若干变

化周期中提取，同时通过取平均减小噪声影响，进行点对点相减得到相变值，并以此方法进行扫描得到相变图。系

统通过时间轴提取相位信息，不损失空间分辨率，每１０秒探测１次数据，空间分辨率为３１．２５μｍ×２０．８３μｍ，折射

率分辨率为１０－５ＲＩＵ。
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１　引　　言

表面等离子体共振（ＳＰＲ）生物传感器因其可对

传感芯片上的结合反应进行实时、无标记检测，被广

泛应用于研究蛋白、核酸和脂类等生物分子之间的

相互作用，以及它们与细胞、病毒颗粒或噬菌体等的

结合作用［１～３］。ＳＰＲ传感器检测方式为角度
［４］、波

长［５］、强度［６，７］和相位检测，由于相位检测方式具有

高灵敏度的优势，近年来报道了不少相位检测方面

０５２４００１１
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的研究成果，例如使用马赫 曾德尔干涉仪进行检

测［８，９］、旋转检偏法［１０］及光弹调制［１１］等。

ＳＰＲ传感器应用于生物大分子结合反应的实

时测量时，常常要满足高通量检测的要求，这就需要

ＳＰＲ传感器具有宽场成像检测的能力。例如，使用

表面等离子体共振成像（ＳＰＲＩ）技术检测抗体－多

肽结合反应用于药物筛选［１２］、检测个体细胞表面受

体与其配体的结合反应［１３］以及使用微阵列芯片对

细胞裂解液中蛋白激酶活性的检测等［１４］。

相位调制ＳＰＲＩ技术同时具有高灵敏度与宽场

成像的优点，但由于ＳＰＲＩ进行的是成像检测，系统

的空间分辨率成为一个重要的性能指标。由于非相

位调制的ＳＰＲＩ系统不存在提取相位的问题，因此

其空间分辨率仅受限于表面等离子体波的传播长

度［１５］，但该方法的灵敏度要比相位调制方法低１～２

个数量级。相位调制ＳＰＲＩ利用干涉成像的方法进

行光的相位差测量，包括分光路和共光路两种方式。

共光路方法通过空间提取相位信息［１６］，会损失空间

分辨率，而分光路系统通过时间轴提取相位信息，不

会损失空间分辨率，例如基于马赫 曾德尔干涉仪的

差分干涉系统［９］。

本文研究了适用于基于马赫 曾德尔干涉仪的

分光路ＳＰＲＩ系统的相位信息提取算法，并对不同

浓度的 ＮａＣｌ溶液进行成像测量，以验证该方法在

实验中的可行性。

２　实验系统

实验系统如图１所示，光源为波长λ＝６３３ｎｍ

的氦氖激光器，起偏器与入射平面夹角为４５°，使光

线的偏振态为５０％的ｐ偏振光和５０％的ｓ偏振光

（棱镜斜面为入射面）；光线经过分束器Ｉ，分为信号

光和参考光，信号光入射到表面刻有微流的棱镜，可

对其中的液体流速进行控制，以便加样从而调节在

传感器头上进行的生物学反应，同时能降低环境对

于测量的影响，棱镜安装在角度可精确调节的旋转

台上，可根据样品情况对角度进行微小调节；参考光

入射到安装在压电陶瓷（ＰＺＴ）上的反射镜上，通过

ＰＺＴ的移动对参考光与信号光的光程差进行线性

调节；参考光与信号光通过分束器ＩＩ进行合束，合

束后的光线通过沃拉斯顿棱镜，将ｐ光与ｓ光分开，

分别经透镜聚焦后进入ＣＣＤ，实验中使用的ＣＣＤ

分辨 率 为 ６４０ｐｉｘｅｌ×４８０ｐｉｘｅｌ，采 集 速 度 为

３０ｆｒａｍｅ／ｓ。由于两种不同偏振态的光线各自干

涉，使得ＣＣＤ任意像素接收到的光强随着ＰＺＴ的

移动而变化，即随着时间的变化而呈正弦曲线变化，

因而可计算出ｐ光及ｓ光通过传感器头后的相位变

化；将ｐ光与ｓ光的相位进行时间轴上的点对点相

减，即可得到相位变化的数值，从而得到所测样品的

折射率单位（ＲＩＵ）变化。

图１ 基于马赫 曾德尔干涉仪的相位调制ＳＰＲＩ传感器

Ｆｉｇ．１ ＰｈａｓｅｍｏｄｕｌａｔｉｏｎＳＰＲＩｓｅｎｓｏｒｂａｓｅｄｏｎＭａｃｈＺｅｈｎｄｅｒｉｎｔｅｒｆｅｒｏｍｅｔｅｒ

３　相位提取及成像

ＣＣＤ接收到的ｐ光与ｓ光的干涉光强分别为

犐ｐ＝犐ｐ，ｒｅｆ＋犐ｐ，ｓｉｇ＋２（犐ｐ，ｒｅｆ犐ｐ，ｓｉｇ）
１／２ｃｏｓ（ｍ＋ｎ＋ｐ）

犐ｓ＝犐ｓ，ｒｅｆ＋犐ｓ，ｓｉｇ＋２（犐ｓ，ｒｅｆ犐ｓ，ｓｉｇ）
１／２ｃｏｓ（ｍ＋ｎ＋ｓ

烅
烄

烆 ）
，

（１）

式中犐ｒｅｆ为参考光光强，犐ｓｉｇ为信号光光强，ｍ 为ＰＺＴ

移动所产生的相位变化，ｎ 为噪声所引起的相位变

化，由于ｐ光和ｓ光的参考光或信号光的光路相同，

因此两者的ｎ也相同。通过点对点的相减，可以消

去噪声项，即

０５２４００１２
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Δ＝ｐ－ｓ． （２）

ＣＣＤ测得ｐ光与ｓ光各自干涉后的光强分布图如

图２所示，左边的光斑为ｐ光，右边的光斑为ｓ光，

由于提取相位信息需要进行点对点的运算，必须选

取对应所测传感芯片同一位置的两个像素进行相位

相减，这需要先对ｐ光和ｓ光的光斑进行互相关运

算，即将这两个光斑对准。

图２ ＣＣＤ接收到的ｐ光和ｓ光的干涉图

Ｆｉｇ．２ Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｉｍａｇｅｏｆｐａｎｄｓｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ

ｂｅａｍｓｒｅｃｅｉｖｅｄｂｙＣＣＤ

由于存在相位差，干涉后两个光斑的光强随

ＰＺＴ移动的变化并不同步，光斑在ＣＣＤ上显示的

灰度和面积明显不同，因此不能将某一帧图像用于

两个光斑的互相关运算。实验中挡住信号光，将仅

有参考光时ＣＣＤ接收的图像用于互相关运算，为了

增加两光斑相关性，以便更加准确地确定光斑的中

心位置以及验证相关效果，光路上放置小孔光阑，所

形成的衍射效果如图３所示。

图３ 小孔光阑产生的衍射效果图

Ｆｉｇ．３ Ｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎｉｍａｇｅｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙｐｉｎｈｏｌｅｄｉａｐｈｒａｇｍ

对图３中的两个光斑，使用 Ｍａｔｌａｂ软件中的

ｃｏｒｒｅｌａｔｅ２命令进行互相关运算，由最大相关值坐标

（此时ｐ光和ｓ光最大化重叠），得到ｐ光和ｓ光两

部分理想对应点的坐标距离Δ狓和Δ狔，即在ｐ光光

斑中坐标为（狓ｐ，狔ｐ）的点，在ｓ光光斑中所对应的点

的坐标为（狓ｐ＋Δ狓，狔ｐ＋Δ狔），这样即可进行较准确

的点对点相位相减。为检验互相关的效果，在图３

左光斑中任意选取４个点，分别用４种颜色表示，如

图４所示，根据Δ狓和Δ狔的值标注出右部分所对应

图４ 互相关运算结果检测

Ｆｉｇ．４ Ｔｅｓｔｉｎｇｏｆｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｌｇｏｒｉｔｈｍｒｅｓｕｌｔ

点。经计算，左右两光斑中颜色相同的点与ｐ光或

ｓ光光斑中心的距离基本相同，即在ｐ光斑中指定

任一像素点，在ｓ光斑中均可找到相对应的像素点。

ｐ光与ｓ光光斑中两个对应的像素点接收到的

光强如图５所示，由于ＰＺＴ的移动为三角波形式，

参考光的光程呈线性变化，而信号光的光程不变，因

此干涉光强随着时间变化而呈正弦曲线分布。

图５ ｐ、ｓ干涉光强随时间的变化

Ｆｉｇ．５ Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｐａｎｄ

ｓｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｂｅａｍｓｗｉｔｈｔｉｍｅ

通过Ｍａｔｌａｂ软件分别找出ｐ光与ｓ光在每个正

弦周期内的光强最大值所对应的帧数，并进行平均，

以此作为ｐ光与ｓ光的相位，相减可得ｐ光与ｓ光的

相位差，即该像素的相位调制ＳＰＲ传感器应答单位

（ＲＵ）值。对所得视频进行逐点扫描，得到不同质量

分数ＮａＣｌ溶液的所测区域的相变图，如图６所示。

由于成像区域在芯片上的对应探测面积为２ｍｍ×

１ｍｍ，对应分辨率为６４０ｐｉｘｅｌ×４８０ｐｉｘｅｌ，因此每个

像素尺寸为３．１２５μｍ×２．０８３μｍ。ＳＰＲ传感器在探

测光源波长为６３３ｎｍ时，其分辨率为７μｍ，大于每
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个像素所对应面积，因此将１０×１０个像素进行平

均，并算作一个测量点，图６中每个测量点的分辨率

为３１．２５μｍ×２０．８３μｍ。

图６ 不同质量分数的ＮａＣｌ溶液的相变图

Ｆｉｇ．６ ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｈａｓｅｉｍａｇｅｓｏｆＮａＣｌｓｏｌｕｔｉｏｎｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

图７ 多周期取平均去噪声的效果。（ａ）１０ｓ内取平均；（ｂ）单个周期

Ｆｉｇ．７ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｍｏｖｉｎｇｎｏｉｓｅｂｙａｖｅｒａｇｉｎｇｓｅｖｅｒａｌｐｅｒｉｏｄｓ．（ａ）Ａｖｅｒａｇｅｉｎ１０ｓ；（ｂ）ｓｉｎｇｌｅｐｅｒｉｏｄ

　　从测量结果可以看出，随着 ＮａＣｌ溶液质量分

数的增加，也即溶液折射率的增加，所测得的相变值

不断增加。ＮａＣｌ溶液（设质量分数为犮）的折射率狀

与其 质 量 分 数 的 经 验 公 式 为 狀 ＝１．３３３１＋

０．００１８５犮，质量分数从０．１％增加至０．８％时折射率

增量为０．００１４８，测量区域的相变平均值从１４．５６０°

增加至５８．４７２°。但两个像素的测量结果仍存在一

定的误差，这些误差的形成一方面是由于系统所使

用的Ｋｒｅｔｓｃｈｍａｎｎ结构中的棱镜与金膜表面不完

全平滑，而这种不完全平滑是无法避免的；另一方面

是由于所使用的仪器性能有限，如ＰＺＴ移动速度的

匀速性，ＣＣＤ的灰度分辨率和帧数有限等。由于该

相位提取方法是通过确定干涉光强正弦曲线中每个

周期内的最大值来得到相位值的，如果最大值的位

置出现误差，就会反映在最终结果中。每个周期内

测量点越多，则曲线拟合越准确，最大值的位置越准

确。ＣＣＤ的灰度分辨率越高，测量点的位置越准确，

而ＰＺＴ的移动速度越慢，ＣＣＤ的帧数越高，则测量点

越多。实验中使用ＣＣＤ的灰度分辨率为０～２５５，帧

数为３０ｆｒａｍｅ／ｓ，ＰＺＴ移动速度为０．６μｍ／ｓ。如果

ＰＺＴ移动速度过慢，则环境中的噪声对光强变化的影

响会变大，继而影响测量精度。在上述参数下，干涉

光强变化的一个周期内，ＣＣＤ所测数据点为３１个

（图５），最大值位置的误差为±５．８１°，在３００帧的测

量数据中（大于９个周期）取平均值，因此误差为

±５．８１°／９＝±０．６５°。

ＳＰＲ传感器可以对样品折射率的变化进行实

时检测，而分光路提取相位信息的方法，需要计算光

强沿时间轴的变化，因此在保持空间分辨率不变的

条件下，会使得时间分辨率降低。为了减少噪声的

影响，提取每１０ｓ（约９．５个光强变化周期）内的相

变值并进行平均，测量结果如图７所示，多个周期取

平均并去除噪声得到了很好的效果，使得系统可检

测１０－５量级的折射率的变化情况。而该方法时间

０５２４００１４
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分辨率为１０ｓ，远小于生物大分子的结合反应时间。

比如使用自组装膜技术将牛血清白蛋白包被在传感

芯片上，与其相应抗体的反应时间约为３０ｍｉｎ
［９］，

细胞表面表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）与其配体的反

应时间为１５ｍｉｎ
［１７］，因此１０ｓ的时间分辨率几乎不

影响系统的实时检测的能力。

４　结　　论

搭建了基于马赫 曾德尔干涉仪的差分干涉系统，

进行了ＳＰＲ成像提取相位信息的研究。数字图像处理

过程包括ｐ光与ｓ光的互相关、单点相差的提取、取平

均去噪声以及整幅图的扫描，并进行了实验验证。系

统分光路结构能够有效降低环境噪声的影响，并且通

过时间轴提取相位信息，不损失空间分辨率。每１０ｓ

探测１次数据，空间分辨率为３１．２５μｍ×２０．８３μｍ，折

射率分辨率为１０－５ＲＩＵ，完全符合生物传感器实时

探测的需求。对于进一步将相位调制ＳＰＲ成像系

统应用于生物反应的实时测量具有重要意义。
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