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基于光学表面波的折射率传感成像技术
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摘要　从表面波的原理、测量技术分类及关键性技术等多方面进行论述,概括了基于全内反射、表面等离子体共

振、石墨烯等多种光学表面波的折射率传感的历史发展,进一步探讨了表面波折射率传感成像的技术优点.研究

表明表面波传感成像作为一种高精度定量化的无标记显微成像技术,在医学光学精准诊疗方面具有重要价值.
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１　引　　言

可以将折射率定义为光在两介质中传播速率的

比值,它反映了光在介质中的传播特性,一般分为相

对折射率和绝对折射率.光的本质是电磁场,当光

在介质中传播时,电磁场会引起材料电荷以相同频

率振动(这一过程也被称为极化),振动的电荷则辐

射出相同频率的电磁波,但和入射的电磁波有一定

的相位差.相位差为０时,光强增强,表现为光的受

激放大;相位差为π/２时,光波在介质中的传播减

缓;相位差为π时,光强降低,表现为光的吸收;相位

差为３π/２时,光波在介质中的传播加快.相对于空

气或真空介质,大多数材料的相位差在π/２~π之

间,光波的传播速率减缓,光强减弱,也就对应材料

的相对复折射率,其实部大于等于１,其虚部不等于

０.因此,光波是入射的电磁场波和电荷辐射的电磁

波叠加的宏观表现,折射率属于光传播的宏观参数

特性,极化是折射率产生的微观本质.
折射率作为材料的重要光学参数,在研究光与

物质相互作用,光与结构相互作用的过程中,具有重

要的作用.当前折射率的测量方式多种多样,总的

可分为两大类:折射率差值测量和折射率绝对测量.
折射率差值测量法是通过测出被测折射率随某因素

的改变或与标准参考件的折射率差.折射率的绝对
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测量是通过高精度地测出某些参量来获得折射率.
如V棱镜法[１],折射定律的测角法[２](商用仪器有

阿贝折射仪),偏振差分法[３](商用仪器有椭偏仪),
全内反射临界法[４Ｇ１５](本质上仍属于测角法),光学

干涉法[１６Ｇ２２],表面等离子体共振(SPR)法[２３Ｇ２７]等.
在物理学中,表面波是沿不同介质之间的界面

传播的波场.光作为电磁波,也可以作为“表面波”
传播,因为光可以被沿折射率梯度或沿具有不同介

电常数的两种介质之间的界面引导,表面波场中的

电磁能不会转换成另一形式的能量(除了泄漏或有

损的表面波),使得电磁表面波沿界面传播,沿界面

法线方向消逝.光学表面波的存在形式多种多样,
如全内反射界面的倏逝场,贵金属薄膜表面的电子

气与电磁场混合的振荡波(即SPR表面波),沿光折

变 介 质 表 面 自 诱 导 传 播 的 非 线 性 光 折 变 表 面

波[２８Ｇ３１],基于多层全介质多层膜结构截断界面处的

布洛赫表面波[３２Ｇ３６].
基于光学表面波的折射率传感测量属于比较传

统的高精度测量折射率方式.随着新型光学表面波

的出现,光学测量技术的不断进步,基于光学表面波

的折射率传感在灵敏度、带宽及速度测量等方面有较

大提高.同时在技术不断融合的大背景下,出现了大

量将光学表面波扩展到成像技术或其他物理参量的

联合测量技术中的研究.在生物医学中,细胞折射率

可以用来分析细胞核与核仁尺寸及空间分布,标定或

表征包括细胞固态质量、染色质含量、蛋白质浓度等,
还可用来研究特定的新陈代谢活动,因此基于光学表

面波的折射率测量在特定的研究中必不可少.本文

重点介绍了基于光学表面波的折射率传感成像的研

究进展,突出光学表面波折射率传感测量作为一种无

标记的显微成像手段,可以充分应用于生物医学中,
并覆盖了从分子、细胞到组织的各个尺度[２６].

２　基础理论

先对光学表面波的基本特性、激发方式及传统

光学表面波的成像原理进行介绍,便于对光学表面

波折射率传感成像技术进行更深层次的研究.

２．１　全内反射特性和倏逝场的基本理论

全内反射是一种非常重要的光学现象,当一束

光由光密介质进入光疏介质时,如果入射角大于临

界角,就会发生全内反射现象,即入射光全部被反

射.发生全内反射时,虽然透过光光强为零,但在交

界面处仍有倏逝场分布,沿交界面法线方向的场强

呈指数衰减,此倏逝场可以沿着交界面传播一段很

短的距离,这段距离叫做 GoosＧHänchen位移[３７].
同时倏逝场仍具有以下特性:１)与入射电磁波的相

速度相比,倏逝场沿界面传播的相速度较小;２)入射

角在临界角附近时穿透深度最大,入射角越大穿透

深度越小;３)倏逝波具有等相面和等幅面的特点,同
时倏逝场不是横波.

发生全内反射时,不同偏振(s分量和p分量)
的相位变化不同,其相位差Δδ满足:

Δδ＝２arctan
cosθ１ sin２θ１－n２

sin２θ１
, (１)

式中,θ１ 为入射角,n＝
n２

n１
为光疏介质(n２)与光密介

质(n１)的折射率比值.从(１)式可以看到,在n 一

定的条件下,适当地调节入射角度可以改变不同偏

振光的相位,从而起到改变反射光偏振状态的目的.
同时,通过固定入射角,检测相位变化,可以高精度

地反推折射率的变化.

２．２　SPR的基本理论

SPR是一种倏逝的表面场,SPR表面波是局域

于金属表面的一种电磁振荡波.从麦克斯韦方程组

可以推导出金属/介质分界面的表面等离激元色散

公式:

kSP＝k０
ε１ε２

ε１＋ε２ ＝
ω
c

ε１ε２
ε１＋ε２

, (２)

式中kSP为SPR表面波的波数,k０ 为入射光场的波

数,ε１ 为介质的介电系数,ε２ 为金属的介电系数,c
为光速,ω 为光波的角频率.

金属介电常数的实部为负值,SPR表面波的波

数要大于自由空间入射光波数,如图１所示,因此入

射光波无法直接在金属膜表面耦合激发SPR.为

了有效激发SPR,必须对激发光的波矢进行补偿,
满足激发所需的波矢匹配条件,才能激发SPR.

SPR激发有棱镜耦合[３８Ｇ４０],近场散射[４１Ｇ４２],波导耦

合[４３],光栅耦合[４４],高数值孔径物镜激发[４５Ｇ４７]等多

种方式.基于SPR最为传统的应用就是生物医学

传感,通过检测折射率的微弱变化,实现生物动力学

过程的研究.现今广大研究者仍然从探测机制、提
高灵敏度、动态范围、稳定性、成像分辨率、大通量等

多个方面去改进去实现新型的SPR生物传感器.基

于SPR的各种新应用也不断涌现,如突破衍射极限

的成像[４８Ｇ５０]、亚波长波导[５１]、等离激元刻蚀[５２]、负折

射率材料[５３]等.

２．３　石墨烯

石墨烯是单层碳原子呈蜂巢晶格排列而成的二
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图１ 光在自由空间、电介质及表面等离子体波(SPs)

传输的色散关系曲线

Fig．１ Dispersionrelationshipcurvesoflightpropagatingin
freespace dielectricandSPs

维新型材料[５４].目前石墨烯可以通过微机械剥离、
液相剥离、还原氧化、化学气相沉积和化学合成等方

法获得[５５Ｇ５９].石墨烯具有独特的电学、光学、热学和

机械特性,引起了研究人员的极大关注,各种各样的

新型设计及应用相继出现.
石墨烯作为单原子层材料,具有高的光学吸收

比例,可达到２．３％,且这种吸收与入射光波长无关,
特别在３００~２５００nm 波长范围内具有平滑的吸

收,少层石墨烯对光的吸收具有线性叠加特性.进

一步通过表面等离子体[６０Ｇ６２]、光学共振腔[６３Ｇ６４]和硅

波导[６５Ｇ６６]等结构增强吸收,石墨烯在传感器件、光学

器件和光电器件方面呈现优异特性[５４].
石墨烯在光的吸收过程中,表现出光偏振的选择

吸收特性,即对TM波的吸收明显小于TE波.和

SPR类似,这种现象主要是倏逝场Ｇ石墨烯Ｇ介质相互

作用产生的结果.可以基于这一特性,将石墨烯应用

于表面折射率的传感测量.与SPR传感检测相比,
石墨烯材料是碳基材料,与生物的相容性更好.

３　表面波折射率传感的基本原理

表面波折射率传感可以采用多种机制实现信号

检测,按探测光的物理参数可分为共振角度[６７Ｇ６８]、共
振波长[６９Ｇ７０]、反射强度[７１Ｇ７２]和差分相位[７３Ｇ７５]４类检

测机制.表面波折射率传感的新技术都是基于传感

单元的结构改进,再结合不同的检测机制,可实现更

高灵敏度、更大动态范围的测量.

３．１　强度检测机制

强度检测机制型表面波折射率传感是通过利用

单色光激发表面波,同时测量某一固定角度处入射

光波与表面波的耦合强度,并以光强作为传感器输

出进行传感测量.具体实施过程如下:固定波长,且

将入射角固定为强度随入射角变化曲线中最大与最

小之差的一半所对应的角度时,检测强度随传感器

表面折射率的变化而变化,如图２所示.图２中ns

为初始测量折射率,ns１为测量折射率,Δn 为折射率

变化量,ΔI为折射率变化引起的强度变化.这种强

度调制装置结构简单,系统稳定,但同时受光源浮动

的影响较大,灵敏度有限,在实际应用中可以通过差

分探测的方式,降低光源浮动的影响.

图２ 基于光学表面波的强度检测机制示意图

Fig．２ Schematicofintensitydetectionmechanismbased
onopticalsurfacewave

３．２　角度检测机制

在现有的报道中,很多商用SPR测量仪器均采

用角度检测机制,结构也主要是基于棱镜耦合的全

内反射结构.其原理为当入射光以一定角度入射到

高折射率介质界面时,倏逝场耦合可引起入射光的

剧烈减弱.不同的入射角,会对应不同的能量耦合

效率,如图３所示,其中在等离子体共振角处反射光

强度最低,Δθ为折射率变化量Δn 导致的共振角的

变化量.改变表面样品的折射率,即SPR表面波的

波数,反射光的强度分布也会发生变化.通过监

测反射光分布中最弱强度对应角度的变化,反推出

图３ 基于光学表面波的角度检测机制示意图

Fig．３ Schematicofangledetectionmechanismbased
onopticalsurfacewave
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样品的折射率.也可以采用多角度同时测量,采用

圆柱透镜聚焦形成锲形光束再照射到金属薄膜来激

发SPR,此种方式可以增快测量速度,增大测量通

量,但只能针对特定折射率范围进行测量.

３．３　波长检测机制

激发表面波需要波矢匹配条件,在相同角度入

射,相同高折射率介质中,不同波长的入射光的波矢

不同,因此可以采用波长调制来实现表面波的折射

率传感.利用一束宽波段准直光束激发表面波,并
保持固定角度入射到金属薄膜上.通过光谱仪测量

不同波长与表面波的耦合强度,并以耦合效率最高

的波长作为传感参数输出,如图４所示,从而由此波

长反推出样品的折射率变化,Δλ 为折射率变化量

Δn 导致的共振角的变化量.从传感单元出射的光

经由光谱仪进行分析,光谱仪的分辨率同时也决定了

系统的灵敏度极限.若以０．０２nm 作为波长测量分

辨率,模拟结果表明当谱窗为６３０nm左右时,光谱型

SPR传感系统的灵敏度极限为２×１０－５RIU[２５],而更

高的光谱分辨率可提供更好的测量灵敏度.

图４ 基于光学表面波的波长检测机制示意图

Fig．４ Schematicofwavelengthdetectionmechanism
basedonopticalsurfacewave

３．４　相位检测机制

当表面波与入射光波波矢匹配时,不仅光强变

化,其相位也会发生突变.对于SPR传感,其相位

突变的梯度及大小取决于金属膜的种类及厚度.由

于相位型SPR生物传感器在共振角附近会发生巨

大的相位突变,该测量方法可得到比角度、光谱和强

度调制型SPR生物传感器更高的测量灵敏度[７６],
但由于其相位变化范围窄,即测量的动态范围较小,
目前尚无商业的相位型SPR生物传感器.图５中,

Δφ 为折射率变化量Δn 导致的共振角的变化量,反
映SPR在等离子体共振角处的相位突变特性.

图５ 基于光学表面波的角度检测机制(上)和
相位检测机制(下)对比示意图

Fig．５Contrastschematicofangledetectionmechanism
andphasedetectionmechanismbasedonoptical
　　　　　　　surfacewave

　　角度调制和光谱调制机制的相关商用仪器均已

出现,且在生命医学领域得到广泛应用.但基于４
种调制方式各自的原理,限制了彼此作为传感器的

检测参数范围,表１所示为基于SPR不同检测机制

的传感参数的比较.由表１可知:相位测量具有最

大的测量灵敏度,但可测量的动态范围最小;光谱测

量具有最大的测量动态范围,但测量灵敏度有限;将
角度测量机制与相位测量机制相结合,可以进一步

扩展测量仪器的工作范围.

表１ 基于不同检测机制的传感测量参数比较[７７]

Table１ Comparisonofsensormeasurementparametersbasedondifferentdetectionmechanisms ７７ 

Structure
Measurement

parameter
Response
unit

Multidata
noise
restraint

Minimum
discernible
signal

Refractive
resolution/

RIU

Dynamic
range/

RIU

Bigflux
measurements
capacity

Intensity Reflectionluminousintensity No １０－５ ０．０５ Excellent
Angle Angulardepressionposition ２×１０２(°)/RIU Yes １０－４° ５×１０－７ ０．１ Medium
Spectra Wavecrestdepressionlocation １０４nm/RIU Yes １０－２nm １０－６ ＞０．１ Medium
Angular
spectral
binding

Angularspectrumdepression Yes ＜１０－５ ０．１ Excellent

Phase Phasechange ~１０５(°)/RIU Yes １０－３° ~１０－８
０．０００５
－０．０５

Excellent
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４　表面波折射率传感成像研究

作为一种高灵敏度、无接触的光学传感手段,基
于表面波的折射率传感被广泛应用于分子偶联的检

测,这对生物医学研究具有重要的价值.将基于单

点的表面波传感进一步扩展实现扫描成像,可作为

一种新型的无标记成像技术.

４．１　基于全内反射表面波的折射率传感研究

使用全内反射表面波进行折射率测量工作的历

史很长.在１９８４年,Meeten等[４]报道了基于全内

反射临界角法测量各向异性材料吸收的研究.１９９１
年,Anderson等[５]利用全内反射装置测量了温度变

化的光反应单体的折射率变化.１９９４年,Zhang
等[６]提出一个导数全内反射方法,即利用得到的反

射率函数对入射角进行求导,其导数取最大值时对

应的入射角度就是临界角,临界角对应反射率曲线

变化最快的位置.利用这个方法测量出一种生物薄

膜细菌视紫红质在多个波长下的折射率数值.１９９５
年,Mohammadi等[７]使用导数全内反射法测量了

全脂牛奶和匀质化奶油的折射率.同年,Meeten
等[８]用全内反射法测量了透明、吸收和弱散射物质

的复折射率.１９９６年,谢树森课题组[９Ｇ１０]利用全反

射方法测量了人体血液、猪肉、猪的脂肪及鸡蛋等生

物组织的折射率,并提出了会聚光测量折射率的方

法,在装置中使用了柱面镜和半圆柱透镜,测量了乙

醇、新鲜的人体血液和不同型号玻璃的折射率.

２００５年,南京理工大学的Lai等[１２]用全内反射法测

量了鸡肝、猪脂肪组织的折射率,并提出了估算不同

浓度溶液折射率的经验公式.２０１７年,Kevin等[７８]

基于高数值孔径物镜实现了近表面细胞折射率分布

显微成像,成像深度为１５０nm,横向分辨率为１μm.

４．２　基于SPR表面波的折射率传感成像研究

基于SPR的折射率传感实现了具有１０－６~
１０－８RIU的超高精度折射率测量,结合生物医学特

异性标记技术,为生物医学提供了超低的检出限(介
于皮摩尔与飞摩尔之间),被认为是当今实用化最

强、最有可能实现单分子检测的技术之一.在研究

领域,主要是对创新型技术的探索,进一步提高传感

器的灵敏度、动态范围及折射率成像的分辨率等参

数,当然也在向集成化、联合应用方向发展,出现了

多个技术研究方向.

４．２．１　基于光纤的SPR折射率传感

SPR传感器利用光纤技术,实现仪器小型化发

展,同时具有光纤的强抗电磁干扰能力以及可实现

数据的远程采集和连续在线监控等特点.大多数光

纤的包层为玻璃材料,通过光纤刻蚀、拉锥、侧抛及

加工光栅等微纳加工手段,倏逝场可到达玻璃包层

表面并激发SPR.最早在１９９３年,Jogenson等[２４]

就研究了SPR光纤传感器,折射率分辨率约为５×
１０－５RIU;２００５年,Chiu等[７９]设计了“D型”光纤传

感器,实现了外差干涉测量;２００９年,美国普渡大学

的Eum等[８０]设计了可变波长的SPR生物传感器,
采用白色光源,多模光纤收集,被应用于沙门氏菌抗

体Ｇ抗原反应的检测;２０１０年,Sonia等[８１]利用一套

波长检测型SPR传感器检测了水中的微囊藻毒素,
采用四通道设计,４个通道的折射光通过自聚焦透

镜被收集到一个光纤检测单元中;２０１０年,日本学

者Yanase等[８２]搭建了一个光纤SPR装置用于检

测活 细 胞 与 蛋 白 质 分 子 的 相 互 作 用.２０１２年,

Schuster等[８３]采用长周期光纤光栅制作了单一包

层激发模式的SPR传感器;２０１５年,Guo等[８４]采用

倾斜光纤光栅制作了一种SPR传感器,并进行了大

量的生化检测研究.

４．２．２　多通道的SPR表面波折射率传感

在实验室,也可通过设计微流控芯片,实现多通

道的测量,基于多通道的测量可以实现多组分同时

的SPR传感测量,并可以进一步提高检测灵敏度.
在 １９８８ 年,Rothenhäusler 等[８５] 报 道 了 基 于

Kretschmann机构的SPR多通道传感,并重新定名

为SPR成像(SPRI).１９９９年,Com 等[８６]在研究

SPR成像时,通过使用超连续光源和一个近红外

(NIR)窄通带滤光器,成功消除了 HeＧNe激光器所

带来的寄生性干涉的干扰,并使用此SPR成像技术

检测了浓度为１０nmol/L的１８个碱基的寡核甘酸

的杂交(折射率分辨率达到１０－５RIU);２００３年,Fu
等[８７]研究的SPR成像装置是采用倾斜干涉滤光器

来控制传感器的光源波长,波长为８５３nm,SPR成

像装置的折射率分辨率可达到３×１０－５RIU;２００５
年,Zybin等[８８]设计了一种双波长SPR成像装置,
其 折 射 率 分 辨 率 为 ２×１０－６ RIU;２００４ 年,

ShumakerＧParry等[８９]利用高通量SPR成像装置研

究固 定 到 表 面 上 的 １０×２ 阵 列 的 双 链 DNA
(Deoxyribonucleicacid)与其结合的蛋白质相互作

用的情况,传感器的折射率测定分辨率达到２×
１０－５RIU.

４．２．３　基于相位机制的SPR折射率传感

基于相位测量机制的SPR传感的检测灵敏度

在理论上是多种测量机制中最高的,但其动态范围
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较窄,所以诸多研究的重点在于扩展SPR相位检测

的动态范围.由于光电探测器不能对相位进行探

测,一般采用光外差技术或干涉测量进行相位检测.

１９９６年,Nelson等[７３]提出第一台相位调制型SPR
生物传感系统,该系统主要基于外差相位测量技术;

２００５年,Su等[９０]提出采用液晶调制的手段来实现

共光路相移测量SPR相位,避免了环境的干扰;

２００７年,Law等[９１]采用光弹性调制手段,从调制频

率二次及三次谐波中检测出SPR相位变化.关于

相 位 干 涉 测 量 的 报 道 也 有 很 多,如 １９９７ 年,

Kabashin等[７４,９２]首次实现相位调制测量SPR相

位,在光路中引 MachＧZehnder干涉.２００４年,香港

中文大学的 Wu等[９３]在基于 MachＧZehnder干涉的

结构中引入沃拉斯顿棱镜,实现了偏振差分干涉技

术并进一步提高了相位检测的灵敏度,实现了５．５×
１０－８RIU/０．０１°的高灵敏度,由于在光谱中同时具

有p偏振和s偏振的分量,环境对于光路相位的影

响会同时体现在两个分量上,通过差分测量,可以极

大减少环境的干扰,严格得到SPR对于p偏振光引

起的相位变化.Yuan等[９４]在多年关于表面等离子

体相位传感研究的基础上进一步采用多通道测量的

方法来提高系统的灵敏度,通过在光路中加入半透

半反镜,其中探测的一路需要两次经过SPR传感单

元,这样就使得单相位分辨率所对应的折射率变化

值加倍,系统的灵敏度提高.２０１２年,清华大学余

兴龙课题组[９５]建立了一套差分干涉成像的SPR传

感器,采用双CCD(Chargecoupleddevice)进行干

涉成像,得到超过０．０１５RIU 的动态监测范围,

４．５×１０－７RIU的折射率分辨率.
相位检测机制也可与其他检测机制结合,从而

扩展其动态范围.２０１０年,Ng等[９６]采用光谱与相

位结合进行SPR传感测量,采用白光光源,即大的

动态测量范围,灵敏度达到２．２×１０－７RIU.当然

也可将角度测量与相位测量结合,进一步提高SPR
相位测量的动态范围,２０１１年,Huang等[９７]将两者

结合起来,扩大了SPR相位检测的动态范围,达到

０．０６RIU,在光路中引入了柱面透镜,将入射角由单

一SPR激发角扩展至６３．５°~７８．５°(涵盖SPR激发

角),增大了相位机制测量折射率的测量动态范围.

４．２．４　基于SPR折射率传感与其他设备联用

将SPR传感器与其他设备联用,可实现多维信

息获取,提高检测能力.可以将SPR传感与普通显

微技术、微流控技术、纳米粒子技术等结合,发挥各

自优势,其应用范围覆盖了药学、化学、工程学和环

境及生物学等热门领域.Arima等[９８]将SPR装置

与一个全内反射荧光显微镜相结合,监测了整个细

胞黏附过程,同时也获得了细胞黏附过程中基底与

蛋白相互作用的动力学信息.Grigorenko等[９９]将

SPR装置与暗场技术相结合,形成暗场的SPR显微

技术,测量了阵列分布的样品.Kabashin等[１００]基

于Kretschman结构在金属薄膜表面沉积纳米棒,采
用角度测量方式,检测灵敏度达到３００００nm/RIU.

Ohlsson等[１０１]将原子力显微镜与SPR传感结合在一

起,原子力显微镜可以观察样品的表面形貌,而SPR
传感能够进行实时检测,如实时和原位研究材料表面

与蛋白质的相互作用,还可以进行吸附的动力学分

析.中国科学院长春应用化学研究所Kang等[１０２]将

电化学与SPR联用实现了对导电聚合物的生长过程

及其掺杂和非掺杂行为苯胺的电聚合反应的研究.

Yuk等[１０３]搭建了以白光为主的扫描SPR显微镜,可
对蛋白质阵列进行高空间分辨率分析,并可通过共振

波长的改变来分析蛋白之间的相互作用.

４．２．５　基于SPR折射率传感成像

SPR传感由于具有高的灵敏度而得到广泛关注,
在一般的传感应用中,SPR探测的是大的样品区域的

平均效应.２００１年,Dawson等[１０４]报道了使用扫描

隧道显微镜测量基于棱镜耦合的全内反射结构的

SPR传输距离,采用６３３nm激光激发,得到的传输距

离为１３．８μm.受限于SPR波在金属表面具有长的

传播距离的特点,SPR成像分辨率很难突破１μm.
表２ 基于全内反射结构的SPR成像分辨率

Table２ SPRimagingresolutionsbasedontotalinternalreflectionstructure

Reference
Experimentalfactor

Metallayer Wavelength Sample
Resolution

Ref．[１０５] ５６nmAg ６３３nm Dielectric ２５μm
Ref．[８５] ５０nmAg ６３３nm CadAmultilayer Fewmicrons
Ref．[１０６] ５．５nmCr/４１nmAg ６３３nm Lipidmonolayer ５μm
Ref．[１０７] ５０nmAg Whitelight CuPcfilm Fewmicrons
Ref．[１０３] ４５nmAu Whitelight Proteinarray ５４μm
Ref．[１０８] ５３nmAg ６３３nm Biologicalcells ４０μm
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　　１９９８年,Kano等[４５]提出利用高数值孔径物镜

激发SPR,由于此种结构的SPR表面波向内传播,
会发生干涉,可减小SPR表面波的传播距离,如
图６所示.

图６ 不同SPR激发结构的SPR表面波的传播方向.(a)Kretschmann结构或Otto结构;(b)高数值孔径物镜聚焦结构

Fig．６ PropagationdirectionofSPRsurfacewavesexcitedbydifferentSPR敭 a KretschmannstructureorOttostructure 

 b focusingstructureofhighnumericalapertureobjectivelens

　　２００６年,Zhan等[１０９]从理论上计算得到径向偏

振光在高数值孔径聚焦下,可以在银膜表面实现

SPR驻波干涉,从而形成倏逝贝塞尔光,其峰值半

峰全宽约为０．３４３λ(λ＝６３３nm),这一尺度已经小

于衍射极限,更小于SPR表面波的传输长度.因

此,采用高数值孔径物镜紧聚焦激发SPR可以提高

SPR成像的分辨率.２００８年,Moh等[４６]基于显微

聚焦结构激发SPR,通过检测后焦面上暗环大小的

变化,实现了单点折射率测量,并通过二维扫描实现

了SPR成像,如图７所示,细胞具有清晰的轮廓,并
与普通光学显微镜的图像轮廓匹配,说明基于显微

聚焦结构的SPR成像的分辨率好于基于全内反射

Kretschmann结构的SPR成像的分辨率,成像分辨

率小于１μm.

图７ 表皮细胞的图像[４６].(a)利用普通光学显微镜得到

的图像;(b)SPR成像得到的图像;(c)利用SPR成

　　　 像得到的折射率分布的立体图像

Fig．７Imagesofepidermalcells ４６ 敭 a Imagesobtained
by ordinary optical microscopy  b images
obtainedbySPRI  c stereoscopicimagesof
　refractiveindexdistributionobtainedbySPRI

２０１２年,美国 Wang等[１１０Ｇ１１１]利用SPR成像技

术实现了基底表面单细胞的成像,并调节渗透压作

为可控机械刺激,确定了细胞与基底的黏附部位.

２０１４年,Peterson等[１１２]通过前置透镜将光源聚焦

为单个 点 源 以 及 部 分 填 充 ObjＧSPM(ObjectiveＧ
surfaceplasmonmocroscopy)物镜入瞳的方式,提
高激发效率,观察到了黏着斑、细胞核和细胞分泌物

等.图８为SPR成像示意图,表明SPR成像具有

更多的局域生物细节信息,如在SPR图像中的线扫

描可以被分离成４个不同的图像特征:纤维连接蛋

白(FN)涂层的基底、细胞外沉积材料(ECM)、基底

细胞表面和局灶粘连.

２０１５年,Wang等[１１３]基于SPR表面波传感折

射率探测,利用不同声压在液体中引起折射率的微

弱变化,实现了５．２kPa~２．１MPa声压信号的检

测,频带宽度为６８０kHz~１２６MHz,并初步应用于

黑色素瘤细胞的光声成像,如图９所示.并进一步

与多个不同中心频率与带宽的超声换能器在测量带

宽上进行比较,验证了基于SPR表面波的声信号测

量具有百兆赫兹的带宽,满足折射率响应与声信号

强度的线性关系.

４．３　基于石墨烯表面波的折射率传感研究

４．３．１　石墨烯表面波折射率传感

在２０１１年,Ang等[１１４]利用石墨烯的电学特性

随待测电介质环境灵敏变化的性质,通过测量细胞

的表面电荷密度,实现了基于电学测量方法的折射

率传感.２０１１年,Bao等[１１５]发现了石墨具有光学

偏振选择吸收特性,即石墨烯对s偏振光的吸收远

远大于对p偏振光的吸收.在２０１３年,复旦大学资

剑教授课题组[１１６]也报道了石墨烯基的这一偏振吸

收增强效应.随后,Pirruccio等[１１７]验证,当石墨烯

基上层介质折射率与下层介质折射率相差０．０２时,
单层石墨烯基对s偏振光的吸收甚至超过了７５％.

０１２６００９Ｇ７
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图８ 单细胞的SPR成像示意图[１１２].(a)原理示意图;(b)SPR图像与相衬图像;(c)SPR图像的线扫描图

Fig．８ SPRimagingofsinglecell １１２ 敭 a Schematic  b SPRimageandphasecontrastimage 

 c linescanningmapofSPRimages

图９ 基于SPR传感的声信号检测系统[１１３].(a)检测系统示意图;(b)所设计系统与不同超声换能器得带宽对比曲线图;
(c)黑色素瘤细胞的光声图像;(d)基于SPR的折射率响应与声压信号的关系图

Fig．９AcousticsignaldetectionsystembasedonSPRsensing １１３ 敭 a Schematicofdetectionsystem  b contrastcurves
ofbandwidthbetweendesignedsystemanddifferentultrasonictransducers  c photoacousticimageofmelanoma
　　　cells  d relationdiagrambetweenrefractiveindexresponseandsoundpressuresignalbasedonSPR

在２０１４年,Xing等[１１８]将石墨烯的偏振选择吸收特

性应用于细胞的折射率成像,石墨烯三明治结构

(n１/石墨烯/n２)中,石墨烯表现出偏振吸收效应,对

p偏振波的吸收明显小于对s偏振波的吸收.固定

入射角度(大于全内反射角),对于不同的折射率

(n２)介质,反射率中p偏振和s偏振的反射率的差

值不同,介质折射率n２ 越大,p偏振与s偏振差值

越大.深圳大学袁小聪课题组[１１９Ｇ１２０]在石墨烯基传

感的应用方面做了一些研究工作,将石墨烯基传感

应用于NO２气体检测、细胞折射率分布的测量、气
体多参量的检测等研究中.图１０为基于石墨烯测

量气体流速的示意图,图中P０、P１、P２ 为不同区域
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的声压值.改变检测单元两端气体的压力,即改变

气体的流向和流速时,可以准确且迅速地实现测量.
在石墨烯基表面涂覆气体吸收介质,可进一步

针对特定气体进行传感检测,如利用石墨烯基的碳

基易于与有机物结合的特点,将石墨烯基表面涂覆

易于吸附NO２的物质,如磺基化合物,进行 NO２的
检测,还可实现微量气体的检测,检出限可达到

２．８×１０－７,如图１１所示.

图１０ 基于石墨烯表面波测量气体流速系统[１１９].(a)测量系统示意图;(b)气体流向示意图;
(c)气流方向的时间Ｇ电压信号曲线

Fig．１０ Gasflowvelocitymeasurementsystembasedongraphenesurfacewave １１９ 敭 a Schematicofmeasurement
system  b flowdirectiondiagram  c timeＧresolvedvoltagesignalsforgasflowdirection

图１１ 基于石墨烯表波结构吸附式测量NO２系统示意图[１２０](a)光学气体传感器原理图;(b)用于NO２传感的气体

控制和传感单元测量系统结构示意图;(c)不同NO２含量的检测结果;(d)不同时段不同浓度的斜率曲线图

Fig．１１SchematicofNO２contentmeasurementbasedongraphenesurfacewavestructureadsorption １２０ 敭 a Principle

diagramofopticalgassensor  b schematicofgascontrolandsensorunitmeasurementsystemforNO２sensing 

　 c detectionresultsofdifferentNO２contents  d slopcurvesofdifferentconcentrationsindifferentperiods
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　　２０１４年,Zagorodko等[１２１]利用石墨烯修饰的

SPR传感器实现了对 DNA 的埃摩尔级的检测.

２０１５年,Singh等[１２２]将单层石墨烯转移至金膜表

面,用于SPR的信号放大,并实现了石墨烯修饰的

SPR传感器对抗霍乱毒素的灵敏检测.２０１７年,

He等[１２３]利用光刻胶辅助实现了多层石墨烯向

SPR传感器表面转移,实现了叶酸受体的测量.

４．３．２　基于石墨烯表面波的折射率成像

将石墨烯的偏振选择吸收特性应用于光学紧

聚焦显微结构中,基于共光路差分探测系统,实现

了高空间分辨率和高折射率灵敏度的折射率成

像.在可见光波段,石墨烯对s偏振光的吸收远大

于对p偏振光的吸收.利用该性质,袁小聪课题

组[１２４Ｇ１２５]在光学显微系统中将一束线偏振完美光

学旋涡(POV)光束紧聚焦于石墨烯表面,通过探

测反射 光 斑 上 不 同 偏 振 区 域 的 强 度 变 化,如 图

１２(a)和(b)所示,成功实现了对于附着在石墨烯

表面的人体结肠细胞的无标记折射率成像.光学

系统的成像空间分辨率和折射率灵敏度分别达到

０．８６μm和９．２５×１０－４RIU,可很好地区分出正常

细胞与癌变细胞的折射率差异.该研究工作对临

床上细胞分选、细胞癌变程度辨别、癌症早期诊断

等工作具有潜在的应用价值.基于石墨烯表面波

的折射率成像也可用于对活体细胞的动态监测,
如图１２(c０)~(c４)所示,实现了对细胞有丝分裂过

程的动态监测.

图１２ 基于石墨烯表面波测量细胞表面折射率的系统[１２５].(a)系统结构示意图;(b)偏振分析原理图;
(c０)~(c４)细胞的有丝分裂过程

Fig．１２ Systemformeasuringtherefractiveindexofcellsurfacebasedongraphenesurfacewave １２５ 敭 a Schematic
ofthesystemstructure  b schematicofpolarizationanalysis  c０ Ｇ c４ mitosisprocessofcells

　　与SPR传感类似,基于石墨烯的折射率传感

也可应用于光声成像领域,开展基于石墨烯表面

波的新型超高灵敏度、超宽带光声显微成像研究.

２０１３年,Sheng等[１２６]所在的研究组提出基于还原

的氧化石墨烯的高集成化的光声成像,实现了对

癌症小鼠病变部位的快速高质量的光声成像.袁

小聪课题组[１２７]也进行了初步原理性实验,发现光

声波确实会引起表面波附近溶液折射率的轻微变

化,实现了微弱光声信号的检测,如图１３(b)所示,

已初步实现０~１９５MHz带宽光声信号的检测,以

１５０Pa水平的传感灵敏度,并将光声成像用于活

体小鼠耳朵的血管成像,系统原理图如图１３(a)所
示;图１３(c)给定了不同成像深度范围活体小鼠成

像的信噪比曲线,小鼠耳朵血管网络的三维图像

如图１３(d)所示.根据理论预测,此方法有望实现

超高灵敏度(~１０Pa水平)、超宽带(０~３００MHz
带宽)、高空间分辨率(横向小于５００nm,纵向小于

１０μm)及近乎实时的光声显微成像.
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图１３ 基于石墨烯表面波测量声信号的显微系统[１２７].(a)基于石墨烯的光声波衰减全反射传感原理图;(b)光声压力瞬态

过程的谱分布;(c)成像信噪比与穿透深度的关系曲线;(d)小鼠耳部的血管图像

Fig．１３ Microscopicsystemformeasuringacousticsignalsbasedongraphenesurfacewave １２７ 敭 a Principlediagramof

photoacousticattenuatedtotalreflectionsensingbasedongraphene  b spectralprofilesofthephotoacoustic

pressuresystem  c relationship curve between imaging signalＧto noise ratio and penetration depth 
　　　　　　　　　　　　　　　　　 d angiogramsofmouseear

５　总结与展望

基于表面波的折射率传感由于具有免标记、
无接触、灵敏度高等优势,被充分应用于生物医学

的相关研究中.按传感层和传感原理不同分为全

内反射倏逝场传感、SPR传感和石墨烯基传感检

测技术.全内反射倏逝场传感结构简单,以测折

射率为主.SPR传感具有灵敏度高、无背景干扰、
实时监测反应动态过程、分析样品不需要纯化及

生物样品无需标记等优点,是较早发展并产业化

应用的技术.经过数十年研究和发展,金膜作为

SPR传感的传感层,对其表面修饰研究也非常充

分,其表面几乎可以连接任意需要的检测分子和

基团.因此,SPR传感器非常适用于分子水平抗

原Ｇ抗体反应测定,生物样品亲和力测量、蛋白质及

DNA相互作用分析,药物筛选及鉴定,环境检测

及新药发现等技术领域.目前已有商用仪器出

现,但商用仪器主要是基于棱镜结构和角度检测

机制,进一步改进结构和检测机制,提高测量的灵

敏度和动态范围仍是基于SPR传感研究的主要方

向.石墨烯基传感检测技术是基于石墨烯偏振吸

收增强及其灵敏折射率依赖效应,是近两年发展

起来的新型折射率传感技术.石墨烯基传感检测

技术除了具有免标记、灵敏度高的优势外还具有

传感深度大、生物无毒性等诸多优势.石墨烯基

传感技术的传感深度可以达到２．５μm,这为细胞

水平折射率传感检测,尤其是细胞内部结构和分

子行为的研究提供了便利.
在细胞成像中,荧光显微镜得到广泛应用.然

而荧光显微镜的发展面临两个棘手的问题:一是在

保证荧光基团进入细胞的同时不会给细胞带来损

伤;二是减少由于光致漂白效应引起的细胞光毒

性[１２８Ｇ１２９].因此,基于表面波的折射率传感成像作

为一种免标记、非侵入式的细胞测量与成像方法在

特定的研究中必不可少.细胞折射率可以用来分析

细胞核与核仁尺寸及空间分布,标定或表征包括细

胞固态质量、染色质含量、蛋白质浓度等或用来研究

特定的新陈代谢活动.但同时由于折射率不具备特

异性区分细胞的不同结构,如果将折射率成像技术

与其他成像技术相结合,有助于更深一步地了解细

胞工作机制.基于表面波的折射率成像将向更高空

间分辨率和折射率灵敏度发展,还要向具有纵向分

辨率的三维折射率重构发展.
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