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摘要　构建了一套由宽带光源、多通道精确定位机构及光纤光谱仪等组成的光学局域表面等离子体共振(LSPR)

分析装置.采用SavitzkyＧGolay平滑算法对原始光谱数据进行预处理并建立拟合曲线,研究了粒径为５．０,１３．５,

２５．５,４１．０nm的球形金纳米粒子(AuNPs)LSPR波长在不同折射率介质环境下的响应.结果表明:在相同的介质

环境下,LSPR波长与粒径具有较好的正相关性,且共振波长与环境介质的折射率密切相关;对于粒径为２５．５nm
和４１．０nm的AuNPs,得到的折射率灵敏度分别为５９．４６nm/RIU和７０．３８nm/RIU.该装置将多通道定位机构与

光纤光谱仪相结合,光谱信号的获取无需进行冗长的波长扫描过程,为开展LSPR研究提供了一种低成本、快速的

光学检测系统.
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Abstract　Inthisstudy amultiＧchannelanalysisdevicebasedonlocalizedsurfaceplasmonresonance LSPR is
demonstrated敭Thisdevicecomprisesabroadbandlightsource amultiＧchannelprecisionalignmentsystem anda
fiberspectrometer敭TheSavitzkkyＧGolayalgorithmisusedtoprocesstheoriginalspectraldata andfittingcurves
areobtained敭Further theLSPRwavelengthresponsesofsphericalgoldnanoparticles AuNPs withdiametersof
５敭０ １３敭５ ２５敭５ and４１敭０nminthesurroundingmediumswithdifferentrefractiveindicesarestudied敭The
experimentalresultsdemonstratethattheLSPRpeakwavelengthispositivelycorrelatedwiththeparticlesizeforthe
samerefractiveindex andtheresonantwavelengthiscloselyrelatedtotherefractiveindexofthesurrounding
medium敭Thesensitivitiesoftherefractiveindexare５９敭４６and７０敭３８nm RIU refractiveindexunit RIU for
AuNPswithdiametersof２５敭５and４１敭０nm respectively敭Theproposeddevicedoesnotrequireanytediouslylong
wavelengthscanningproceduresowingtothecombinationofa multiＧchannelalignmentsystem andafiber
spectrometer therebyprovidinganinexpensiveandrapidopticaldetectionsystemforconductingLSPRresearch敭
Keywords　sensor opticalsensing localizedsurfaceplasmonresonance multiＧchannelanalysisdevice precision
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１　引　　言

表面等离子体是指金属表面存在的自由振荡电

子与入射光子相互作用所产生的沿着贵金属(如Au
和Ag等)表面传播的一种表面波,表面等离子体这

一概念由Stem 等[１]于１９６０年首次提出.光学局

域表面等离子体共振(LSPR)是一种光波作用于比

其尺寸小得多的纳米颗粒表面上所产生的等离子体

共振光学现象,当入射光频率与金属自由电子集体

振荡频率相匹配时,就会产生LSPR,使得纳米颗粒

表面附近的电场大大增强,且对光的吸收和散射最

大,但随着表面距离增大,电场增强迅速消失.对于

贵金属纳米粒子,共振发生在可见光波段[２Ｇ３],因此

与发生在连续光滑的金属膜表面的表面等离子体共

振(SPR)不同[４Ｇ６],LSPR发生在纳米尺度范围的贵

金属颗粒表面.可见,LSPR既不需要棱镜等复杂

的光学耦合器件,又保留了SPR高灵敏度、高选择

性、无需标记的优点,还使得系统更加紧凑,且成本

更低,在生物传感方面具有明显优势[７Ｇ８].金纳米粒

子(AuNPs)具有极强的LSPR效应,在紫外Ｇ可见光

波段能表现出很强的消光现象(包括吸收和散射

等),且消光光谱的特征与AuNPs的形状、尺寸、周
围环境的折射率等因素密切相关[９Ｇ１２],因此通过调

控这些参数的变化即可实现生物分子传感检测.此

外,制备AuNPs的方法成熟,过程简单,且 AuNPs
的稳定性和生物相容性好,在生物传感分析领域应

用广泛[１３Ｇ１７].
根据LSPR的实现方式,构建LSPR光谱信号

获取装置可根据实验所需自主设计,LSPR检测装

置的构建主要包括３个部分,即光源(白光或激光)、
样品机构和光谱仪.目前,LSPR检测方式主要包

括吸收光谱法、透射光谱法、反射光谱法及暗场光学

法[１８].其中,透射光谱法是记录光透过样品时与纳

米颗粒作用后得到的纳米粒子的消光光谱,包括吸

收光谱和散射光谱.实验室最为常见的透射光谱采

集装置是商品化的紫外Ｇ可见分光光度计,它通常有

两个通道,一个为参比通道,另一个为样品检测通道.
由光源发出的全波段连续光谱经过滤光片后变成一

束单色光,再通过光栅可获得单色光的连续光谱,该
过程需要通过步进电机控制滤光片的更换,以实现

全波段波长扫描,因此光谱数据的采集速度较慢.

本文采用透射光谱检测方式构建了一套由宽带

光源、衰减器、多模光纤、光纤光谱仪和多通道样品

池定位机构等组成的多通道LSPR实验装置,获得

了粒径为５．０,１３．５,２５．５,４１．０nm的AuNPs的消光

光谱,采用SavitzkyＧGolay平滑算法对原始光谱数

据进行预处理并建立拟合曲线,获得了光学LSPR
峰值波长,分析了粒径大小和环境介质折射率对

LSPR峰值波长的影响.该装置在透射光谱获取过

程中,无需像商品化仪器分光光度计那样进行波长

扫描,大大节省了检测时间,为开展LSPR分析提供

了一种新方案.

２　实验部分

２．１　多通道精确定位光学LSPR装置的构建

图１(a)为多通道精确定位光学LSPR装置示

意图.该LSPR装置由宽带光源(波长范围为３６０~
２０００nm,供电电压＋５V)、衰减器(OceanOptics
公司)、多模光纤(传输光谱范围为２００~１１００nm)、
光谱仪 (USB２０００＋型,OceanOptics公司)及多通

道精确定位机构组成.其中的多通道精确定位机构

如图１(b)所示,它可以分别沿着两条相互垂直的导

轨滑动,每条导轨对应于微孔板相互垂直的两个方

向(x 和y),两条导轨上分别有１２个和８个位置限

位孔,可与生物分析中常用的９６孔板匹配使用,实
现多个样品的同时测定.在每条导轨的侧壁内,各
嵌有一个弹性滚珠,每移动一个等距的位置,滚珠就

靠弹簧的弹性推力卡在限位孔里,使样品池不能移

动,从而实现样品池的精确定位.当样品池移动到

末端限位孔位置后,碰到挡块,不能继续向前移动,
只能反向移动.进行测量时,由光源发出连续波段的

光谱,经衰减器调节合适的光强后照射到样品上发生

相互作用,透过样品的光经光纤传输到光谱仪,采用

光谱仪软件SpectraSuite进行原始光谱信号的采集.

２．２　不同粒径AuNPs的合成

采用粒径分别为５．０,１３．５,２５．５,４１．０nm 的

AuNPs对上述实验装置进行 验 证,其 中 粒 径 为

５．０nm的AuNPs购于英国BBISolutions公司,其
余３种粒径的AuNPs采用柠檬酸三钠还原法合成

得到.该方法最早在１９５１年由Turkevich等[１９]报

道使用,后于１９７３年由Frens[２０]进行改进,是目前

在生物分析领域使用最广泛的制备方法,即:在氯金
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图１ (a)多通道精确定位LSPR实验装置示意图;(b)多通道精确定位机构

Fig．１  a SchematicofmultiＧchannelprecisionalignmentLSPRexperimentalsetup 

 b multiＧchannelprecisionalignmentsystem

酸(HAuCl４)水溶液沸腾的条件下,加入不同量的还

原剂(柠檬酸三钠)来调控AuNPs的结晶成核和晶

体生长过程,从而可以制备得到粒径为１０~１４７nm
且分散良好的 AuNPs.表１给出了参考Frens所

提方法合成AuNPs所用试剂以及AuNPs的粒径,
其中的HAuCl４、柠檬酸三钠购买于国药集团化学

试剂北京有限公司.
表１ 合成AuNPs所需的试剂及AuNPs的直径

Table１ ReagentsrequiredforAuNPssynthesis

andthediameterofAuNPs

Amountof
１％sodium
citrate/mL

Amountof
１mmol/L
HAuCl４/mL

Molarratio
ofsodiumcitrate
toHAuCl４

Diameterof

prepared
AuNPs/nm

２．５０ ２５ ３．８７∶１ １３．５

１．２８ ２５ １．９８∶１ ２５．５

０．８５ ２５ １．３２∶１ ４１．０

２．３　不同浓度葡萄糖溶液折射率的测定

配制５种不同浓度的葡萄糖溶液,在室温条件

下,采用阿贝折射仪进行折射率及其相应的浓度测

试,得到的质量分数分别 为０％、５．６％、１０．８％、

２１．０％和２５．７％,相 应 的 折 射 率 分 别 为１．３３０５、

１．３４１２、１．３４９０、１．３６５５和１．３７３５.可见,随着葡萄

糖浓度增加,折射率逐渐增大,二者具有良好的线性

关系,其线性方程为nr＝１．３３１１４＋０．１６８C,其中nr
为折射率,C 为葡萄糖的质量分数,线性相关系数

R＝０．９９９.

２．４　不同粒径AuNPs消光光谱的测量

分别采用粒径为５．０,１３．５,２５．５,４１．０nm 的

AuNPs进行LSPR评价,移取待测样品２００μL放

入微孔板中,将微孔板放在多通道精确定位光学

LSPR实验装置中进行光谱测试.测试前打开光

源,预热３０min使光源达到稳定状态后再开始

测试.

３　光谱分析方法

采用光纤光谱仪进行光谱数据采集时,噪声的

存在会 对 光 谱 信 号 的 分 析 产 生 影 响.SavitzkyＧ
Golay平滑算法最早由Savitzky等[２１]于１９６４年提

出,并发表在AnalyticalChemistry杂志上,之后该

算法被广泛地应用于数据流平滑除噪,是一种局域

多项式最小二乘法拟合的滤波方法.由于该算法能

最大限度地保留相对光谱的极值和宽度等分布特

性,在光谱分析领域被广泛应用[２２Ｇ２３].可以通过调

整参数(拟合阶次、窗宽大小)对不同的光谱数据进

行处理,优化滤波效果.
采用SavitzkyＧGolay算法滤波处理一组以n＝

０为中心的２M＋１个数据(窗宽),用(１)式所示的

多项式进行拟合:

y(n)＝∑
N

k＝０
aknk, (１)

其残差为

εN ＝∑
M

n＝ －M

[y(n)－x(n)]２＝

∑
M

n＝ －M
∑
N

k＝０
aknk －x(n)[ ]

２. (２)

在(２)式中,若εN 最小,则需有关ak的偏导数为零,即

∂εN

∂ak
＝∑

M

n＝ －M
２ni[y(n)－x(n)]＝

∑
M

m＝n－M
２ni ∑

N

k＝０
aknk －x(n)[ ] ＝０, (３)

式中:i＝０,１,,N.(３)式简化后可得

０２２８００２Ｇ３
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∑
N

k＝０
∑
M

n＝ －M
ni＋k( )ak ＝∑

M

n＝ －M
nix(n). (４)

　　令A＝(ani),ani＝ni,－M≤n≤M,０≤i≤N,

B＝ATA,则可得

bk ＝∑
M

n＝ －M
ainank ＝∑

M

n＝ －M
ni＋k ＝bki. (５)

因此,

Ba＝ATAa＝ATx, (６)

a＝(ATA)－１ATx＝Hx, (７)

式中:H 为所求的卷积系数.
将实验得到的原始光谱数据采用 SavitzkyＧ

Golay平滑算法进行处理,再采用多项式对平滑后

的光谱数据进行拟合得到光谱曲线的多项式方程,
其形式为:Y＝p１x４＋p２x３＋p３x２＋p４x＋p５,通
过对曲线方程求解即可得到LSPR的峰值波长.

４　结果与讨论

４．１　多通道样品池通道间一致性评价

采用粒径为１３．５nm的AuNPs对实验装置的通

道一致性进行评价.根据文献报道,粒径为１３．５nm

的AuNPs的最大吸收波长在５２０nm附近.按照

２．４节的实验过程,记录微孔板不同位置处粒径为

１３．５nm的AuNPs在５２０nm处的吸光度,得到的

数据分布如图２所示.根据吸光度的差异将微孔板

分为３个区域:区域I、区域II和区域III.其中:区
域I为微孔板中间区域,区域II和区域III位于微孔

板x 轴的边缘.由图２可以看出:区域I中AuNPs
的吸 光 度 均 值 约 为０．４７,比 较 均 匀;区 域II中

AuNPs的吸光度相对较小,最小值为０．４５;区域III
中AuNPs的吸光度相对较大,最大值为０．４９.可

见:区域II和区域III中AuNPs的吸光度相对区域

I略有偏差,相对误差为４．２６％,表明该装置通道间

具有较好的一致性.

４．２　不同粒径的AuNPs在相同介质中的消光光谱

测量粒径为５．０,１３．５,２５．５,４１．０nm的AuNPs
在水介质环境下的消光光谱,按照上述的光谱分析

方法拟合得到的光谱曲线如图３(a)所示,拟合系数

见表２,得到的不同粒径AuNPs对应的LSPR峰值

波长λmax分别为５１３．９３,５１９．１０,５２４．２０,５２８．９５nm,

λmax与粒径大小D 线性相关,见图３(b),线性方程

图２ 粒径为１３．５nm的AuNPs在微孔板相应位置的吸光度分布

Fig．２ AbsorbancedistributionofAuNPswithdiameterof１３敭５nmatthecorrespondingpositionsofmicroplates

图３ 水介质环境下不同粒径AuNPs的消光光谱以及粒径与LSPR峰值波长之间的关系.(a)消光光谱;(b)关系

Fig．３ ExtinctionspectraofAuNPswithdifferentdiametersandtherelationshipbetweenLSPRpeakwavelengthand
thediameterofAuNPsinwatermedium敭 a Extinctionspectra  b relationship

０２２８００２Ｇ４
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表２ 水介质环境下不同粒径AuNPs消光光谱的拟合系数

Table２ FittingcoefficientfordifferentsizesofAuNPsinwatermedium

D/nm p１ p２ p３ p４ p５ AdjustedR２

５．０ ３．３２０×１０－８ －６．９２０×１０－５ ０．０５４６４ －１８．９７ ２４６３ ０．９９９７

１３．５ ６．７５８×１０－８ －１４．１４０×１０－５ ０．１１０５０ －３８．２８ ４９５６ ０．９９７６

２５．５ ４．４３６×１０－８ －９．４０５×１０－５ ０．０７４５１ －２６．１４ ３４３０ ０．９９９０

４１．０ ５．００４×１０－８ －１０．６５０×１０－５ ０．０８４６６ －２９．８２ ３９２５ ０．９９７９

为λmax＝５１２．８３２４３＋０．４１D,R＝０．９８３.此外,测定

了上述４种AuNPs在质量分数为５．６％的葡萄糖溶

液中的消光光谱,得到的光谱曲线如图４(a)所示,
拟合系数见表３,对应的λmax分别为５１４．０３,５２０．１５,

５２４．７３,５２９．３０nm,λmax与 D 之间的线性方程为

λmax＝５１３．０５３３３＋０．４１５９６D,如图４(b)所示,R＝
０．９７８.由以上实验结果可以看出,在相同的介质环

境下,随着AuNPs粒径增大,LSPR波长发生红移,
且LSPR波长与粒径大小线性相关.

４．３　２５．５nm和４１．０nm的AuNPs在不同介质环境

下的LSPR波长

为了考察外部环境折射率对 AuNPs的LSPR
波长的影响,首先测量粒径为２５．５nm的AuNPs在

质量分数分别为０％、１０．８％、２１．０％、２４．５％葡萄糖

溶液介质环境下的消光光谱,获得的光谱曲线拟合

系数见表４,求解得到对应的 LSPR波长分别为

５２４．２０,５２５．０７,５２６．２５,５２６．７７nm,环境介质折射率

与LSPR波长之间的线性拟合曲线如图５中的曲线

A 所示,线性方程为λmax＝４４５．０４０４＋５９．４５８９６nr,

R＝０．９９１;随后,进一步考察了粒径为４１．０nm 的

AuNPs在上述不同浓度葡萄糖溶液介质环境下的

消光光谱,获得的光谱曲线拟合系数见表５,求解

得到 对 应 的 峰 值 波 长 分 别 为５２８．９５,５３０．５０,

５３１．５０,５３２．００nm,环境介质折射率与LSPR波长

之间的线性拟合曲线如图５中的曲线B 所示,线
性 方 程 为 λmax＝４３５．４０５７＋７０．３７５０５nr,R ＝
０．９９５.可以看出:AuNPs的 LSPR峰值波长与折

射率密切相关,且粒径越大,折射率灵敏度越高,
这与 Drude模 型 的 预 测 结 果 相 一 致[２４].对 于

２５．５nm和４１．０nm这两种粒径的 AuNPs,实验得

到的折射率灵敏度SRI分别为５９．４６nm/RIU和

７０．３８nm/RIU.

图４ 质量分数为５．６％的葡萄糖介质环境下不同粒径AuNPs的消光光谱及粒径与LSPR峰值波长之间的关系.
(a)消光光谱;(b)关系

Fig．４ ExtinctionspectraofAuNPswithdifferentdiametersandtherelationshipbetweenLSPRpeakwavelengthand
thediameterofAuNPsinglucosesolutionmediumwithmassfractionof５敭６％敭 a Extinctionspectra  b relationship

表３ 质量分数为５．６％的葡萄糖介质环境下不同粒径AuNPs消光光谱的拟合系数

Table３ FittingcoefficientfordifferentsizesofAuNPsinglucosesolutionmediumwithmassfractionof５敭６％

D/nm p１ p２ p３ p４ p５ AdjustedR２

５．０ ３．３２４×１０－８ －６．７７×１０－５ ０．０５３１４ －１８．４７ ２４０１ ０．９９９７

１３．５ ８．０９３×１０－８ －１６．９４×１０－５ ０．１３２５０ －４５．９３ ５９５１ ０．９９６４

２５．５ ４．８４４×１０－８ －１０．２７×１０－５ ０．０８１３３ －２８．５４ ３７４３ ０．９９８７

４１．０ ５．３９６×１０－８ －１１．４９×１０－５ ０．０９１３８ －３２．１９ ４２４０ ０．９９８５

０２２８００２Ｇ５
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表４ 粒径为２５．５nm的AuNPs在不同折射率下消光光谱的拟合系数

Table４ FittingcoefficientforAuNPswithdiameterof２５敭５nmunderdifferentrefractiveindexconditions

nr p１ p２ p３ p４ p５ AdjustedR２

１．３３０５ ４．４３６×１０－８ －９．４１×１０－５ ０．０７４５１ －２６．１４ ３４３０ ０．９９９０

１．３４９０ ５．０９７×１０－８ －１０．８０×１０－５ ０．０８５５５ －３０．０１ ３９３５ ０．９９８９

１．３６５５ ５．３０１×１０－８ －１１．２４×１０－５ ０．０８９１０ －３１．２８ ４１０５ ０．９９８９

１．３７３５ ５．９２４×１０－８ －１２．５６×１０－５ ０．０９９５７ －３４．９５ ４５８６ ０．９９８６

表５ 粒径为４１．０nmAuNPs在不同折射率下消光光谱的拟合系数

Table５ FittingcoefficientforAuNPswithdiameterof４１敭０nmunderdifferentrefractiveindexconditions

nr p１ p２ p３ p４ p５ AdjustedR２

１．３３０５ ５．００４×１０－８ －１０．６５×１０－５ ０．０８４６６ －２９．８２ ３９２５ ０．９９７９

１．３４９０ ５．１５０×１０－８ －１０．９７×１０－５ ０．０８７３３ －３０．７９ ４０５８ ０．９９８２

１．３６５５ ５．６５７×１０－８ －１２．０５×１０－５ ０．０９５９９ －３３．８６ ４４６５ ０．９９８０

１．３７３５ ５．８７２×１０－８ －１２．５２×１０－５ ０．０９９７６ －３５．２１ ４６４５ ０．９９８６

图５ AuNPs的LSPR峰值波长与环境折射率之间的关系

Fig．５ RelationbetweenAuNPsLSPRpeakwavelength
andenvironmentalrefractiveindex

５　结　　论

本课题组基于光学LSPR透射检测方式,搭建

了一套多通道光学LSPR分析装置,研究了LSPR
波长与 AuNPs粒径、环境折射率之间的关系.实

验结果表明:在相同的介质环境下,随着粒径增大,

LSPR波长发生红移,且粒径与LSPR波长具有较

好的线性关系;同时,在粒径大小一定的条件下,

LSPR波长与介质环境的折射率密切相关;在折射

率变化量相同的条件下,粒径越大,LSPR波长移动

越大,即折射率灵敏度越高.该装置将多通道样品

池精确定位机构与光纤光谱仪相结合,成本较低,光
谱的获取无需波长扫描过程,测试速度快,为光学

LSPR分析提供了一套新的检测系统.
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