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摘要　为解决罗兰光栅光谱成像不易直接读取、平面场凹面光栅成像算法复杂等问题,设计了一种基于全息凹面

光栅原理的用于特定蛋白分析仪生化检测的分光光度计.该结构以罗兰光栅为基底,采用双透镜作为过渡元件,

将罗兰光栅的曲面成像过渡成平场光谱,同时采用光学设计软件Zemax对该结构进行模拟和优化.优化结果表

明,分光光度计能够实现光谱平场化,工作波段为３２０~８００nm,最高分辨率可达０．５nm,整体分辨率优于１．７nm,

可被光电二极管阵列直接读取,结构特性满足特定蛋白分析仪的测量要求.样机实验结果与模拟结果一致,仪器

重复性、准确度、稳定性及线性度均达到行业标准.
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１　引　　言

特定蛋白分析仪(SPA)是通过分光光度法[１]及

光谱分析法[２]检测抗原抗体反应,用光电信号来反

映血清、血浆或尿液中特定蛋白、酶的浓度,进行体

外诊断(IVD)的仪器.可测定谷丙转氨酶、血清总

蛋白、前白蛋白等多种蛋白的浓度,并根据蛋白浓度

来判定人体肌体组织是否发生病变.目前的研究主

要集中于仪器的自动化、智能化,对光学系统研究较

少.此外,以光谱分析为基础的检测模块常用三棱

镜、干涉滤光片或者光栅作为分光器件.三棱镜的

分光精度低[３];滤光片受潮易发生霉变,且透射率、
半峰全宽、峰值波长都会因温度、湿度等参数变化而

变化[４Ｇ６];罗兰光栅光谱不易检测,即使已有研究[７]

可使会聚到罗兰圆上的光谱过渡到平面场,但算法

复杂,不易应用;平场光栅的衍射约束条件繁琐,需
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要求解不同像差项的非线性方程组以消除具体像差

与补偿像面,且工艺复杂[８].光谱仪常用的CzernyＧ
Turner型光栅[９]结构复杂,不易小型化,光强与通

量衰减明显.
针对以上问题,本文以罗兰光栅为基底,摆脱复

杂算法与工艺,利用双透镜结构将其曲面成像光谱

过渡到平像场,可供平面光电二极管阵列直接读取

全光谱信号.

２　光学检测原理

特定蛋白分析仪主要由光学检测模块、样本模

块、试剂模块和温控模块组成.其中,检测模块为整

台仪器的核心,对分析结果具有重要影响.光学检

测方法有荧光免疫法、透射光法和散射光法等[１０],
检测模块采用基于后分光技术[１１]的透射光法,如
图１所示.

图１ 后分光技术

Fig．１ PostＧspectraltechnology

当试剂与样本发生生化反应时,入射光通过反

应溶液的光吸收效应[１２]会引起透射光强的衰减,而
后 经 分 光 光 度 计 产 生 单 色 光.该 过 程 可 用

LambertＧBeer定律进行分析,即

A＝lg
I０
I ＝εbc, (１)

式中:A 为吸光度;I０为入射光强度;I 为透射光强

度;ε为吸光系数(单位:Lmol－１cm－１);c为溶液

浓度(单位:molL－１);b 为液层厚度(单位:cm).

A 在一定范围内与εb 乘积成正比.探测器可记录

单色光强,通过电信号来反映样本浓度.透射光法

又可分为比色法与比浊法,比色法为样本和试剂反

应产生特定颜色复合物,当试剂过量时,显色强度与

蛋白质的浓度成正比.比浊法类似,通过浊度反映

样本浓度.一般采用标准曲线法或标准溶液法进行

分析,测量样本溶液吸光度,与同等条件(εb 值固

定)下的标准溶液吸光度进行对比,进而得到样本溶

液浓度.计算公式为

Cx＝
Cs(Ax－A０)
(As－A０)

, (２)

式中:As、Cs分别为标准溶液浓度与吸光度;Ax、Cx

分别为样本溶液浓度及吸光度;A０为试剂空白或水

空白的吸光度.

３　光学系统设计

３．１　全息凹面光栅原理

全息凹面光栅的结构如图２(a)所示,光栅曲率

半径为R,球面中心与坐标原点O 重合;Z 轴方向

为光栅刻蚀方向;Y 轴方向垂直于刻蚀方向;X 轴

方向为光栅法线方向,光栅表面满足球面方程.复

合光通过狭缝S上一点 M(x,y,z)经凹面光栅上

任一点P(κ,λ,μ)衍射后成像点为 N(x′,y′,z′).
其中,入射臂长OM 定义为rM,出射臂长ON 定义

为rN,记录光源点C、D 臂长分别为rC、rD,四臂与

XOY 的夹角依次为α、β、γ、δ,且均位于XOY 面内.
当全息凹面光栅为罗兰圆型光栅时,M、N 两点位

于罗兰圈上,且罗兰圈半径为光栅曲率半径的１/２,
如图２(b)所示.当光束从狭缝入射到光栅G时,光
谱成像为球面如图中λ１~λ２,故光电探测器只有动

态读取时才可获取全光谱.

图２ 光栅衍射原理.(a)全息凹面光栅;(b)罗兰光栅

Fig．２ Gratingdiffractionprinciple敭 a Holographic
concavegrating  b Rowlandgrating

　　全息凹面光栅有色散和衍射功能,可将光线

会聚成点斑,克服了平面光栅谱线弯曲和色畸变

的缺陷[１３].衍 射 成 像 原 理 可 用 方 程 d(sinα＋
sinβ)＝kλ 描述[１４].其中,d 为光栅条纹间距;α
为入射光角度即上述入射臂OM 与面 XOY 的夹
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角;β为衍射光角度即上述出射臂ON 与面 XOY
的夹角;k 为衍射光级次;λ 为衍射光波长.实际

上,光栅在成像时都会因刻蚀结构和球面基底出

现像差[１５].根据相关理论[１６],像差与光线追迹可

用F＝MP＋NP＋kλ/d(MP 及NP 为光程距离)
推算出的主光线MPN 光程函数F(y,z)的幂级数

展开式表示为

F(y,z)＝F００＋F１０y＋
１
２F２０y２＋

１
２F０２z２＋

１
２F３０y３＋

１
２F１２yz２＋, (３)

式中:Fij为像差系数,i、j 对应yizj的幂指数.F２０

为离焦;F０２为像散;F３０为子午彗差;F１２为弧矢彗

差.随着像差幂次的升高,光程函数所受影响逐渐

降低.另外,(３)式中像差系数Fij均由使用结构与

记录结构组成,可用公式描述为[１７]

Fij ＝Mij ＋
kλ
λ０

Hij, (４)

式中:λ０为光栅制作的记录波长;Mij为使用结构像

差参数,与光源点 M 以及成像点N 的位置有关;

Hij为记录结构像差参数,与记录光源点C、D 有

关.理论上,达到理想成像效果即F(y,z)≡０时,
要求(３)式中各项系数为０,但实际上这是无法实现

的.为获得较为理想的光斑质量,可在一定程度上消

除某些像差,或使其相互抵消[１８],将影响降到最低.

３．２　结构模拟与优化

特定蛋白分析仪所用波长为３４０~８００nm,即
可见光区域与近紫外和近红外区域.根据结构要

求,利用Zemax对光路进行仿真与优化,图３(a)和
图３(b)分别为设计的基于罗兰光栅的分光结构和

整体检测光路图,主要包含９个部分:１(光源)、２(聚
焦透镜)、３(比色皿前表面)、４(比色皿后表面)、５(会
聚透镜)、６(罗兰光栅)、７(前透镜)、８(后透镜)、９(成
像面).

两个透镜成一定角度,将光线过渡至平面:透镜

７前表面为球面,后表面为平面,透镜８结构与其相

同,而面型顺序相反.两个透镜间成一定角度,可将

光栅原本呈现出的曲面点列图过渡成平面图像.光

路主要技术参数如表１所示.

　　通过光线追迹,分别对３４０,４０５,５０５,６００,６６０,

７９０nm处的点列图进行分析,如图４所示.图５所

示为工作范围光谱点列图在Y′轴(Zemax中分光结

构所在三维坐标系)的均方根(RMS)与 波 长 的

关系.

图３ ３D原理图.(a)分光结构;(b)整体光路图

Fig．３ ３Dprincipleschematic敭 a Spectroscopicstructure 

 b overalllightpath

表１ 光路主要技术参数

Table１ Maintechnicalparametersofopticalpath

Parameter Value

Spectralrange/nm ３２０Ｇ８００

Gratingdensity/(gmm－１) ９５０

Radiusofgrating/mm ４９．８

Diffractionorder －１

Radiusoflens１(７)/mm ８０．０

Radiusoflens２(８)/mm ６０．１

Anglebetweenlens１andlens２/(°) １０．４

Distancefromslittogratingcenter/mm ３９．２

　　从图４(a)~(f)可以看出,各波长处分辨率分

别为０．５,１．０,１．０,１．６,１．７,１．７nm.分析可知,短
波长处成像效果较好,精度较高,在其他波段效果

略差,整体精度优于１．７nm.图５中,Field１~３
分别对应视场角为０°、０．１５°及０．３°时的均方根,波
长为４１２~５５０nm时均方根小于１５μm,在其余波

段均方根小于２０μm.实际设计中,可通过优化狭

缝的宽度以及各元件坐标来提高成像分辨率;另
外,可在特定波长处添加条形滤光片,以进一步提

高精度.

４　光电结构设计与实验分析

根据Zemax模拟结果,绘制光电结构示意图并

研发样机,如图６(a)和图６(b)所示.发散的光源光
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图４ 点列图.(a)３４０nm处点列图;(b)４０５nm处点列图;(c)５０５nm处点列图;(d)６００nm处点列图;
(e)６６０nm处点列图;(f)７９０nm处点列图

Fig．４ Spotdiagrams敭 a Spotdiagramat３４０nm  b spotdiagramat４０５nm  c spotdiagramat５０５nm 

 d spotdiagramat６００nm  e spotdiagramat６６０nm  f spotdiagramat７９０nm

图５Y′轴方向点列均方根与波长的关系

Fig．５ RMSofY′versuswavelength

束经椭球反射镜面后会聚在透镜处,后经比色皿

到达聚焦透镜,该透镜采用螺纹结构固定,可通过

调节螺纹调整光线;随后,光线通过狭缝后因光栅发

生衍射和会聚;最后,光线通过lens１及lens２,平面

光谱被光电探测器直接 读 取.实 际 光 谱 如 图７
所示.

　　探测器因光照射产生光电流,光电流被放大器

经初级 放 大 转 换 成 电 压,后 再 经 过 放 大、数/模

(A/D)转换后被处理.图８为光电流转化为电压的

放大原理.其中 U１为运算放大器,I为电流激励

源,R１、R２及Rf分别为输入端电阻、输出端电阻及

反馈电阻,C１、C２及C３分别为输入端电容、输出端

电容及滤波电容.V１及 V２则分别为＋５V直流

电源及Ｇ５V直流电源,I１及I２分别为噪声电流及

脉冲电流.TD为第一个脉冲相对于０时刻的延迟

时间,TR为脉冲上升时间,TF为脉冲下降时间,

PW为脉冲宽度,PER为脉冲周期.OS１及OS２为

调零端,OUT为输出端.

图６ 样机.(a)分光光度计结构图;(b)实物图

Fig．６ Prototypestructure敭 a Schematicofspectrophotometerstructure  b photograph
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图７ 实际光谱

Fig．７ Actualspectrogram

图８ 电流Ｇ电压放大原理图

Fig．８ SchematicofcurrentＧvoltageamplificationprinciple

　　经过检测后,参考行业标准,对结构进行重复

性、准确度、稳定性及线性度测试,并与同批次研发

的基于平场凹面光栅的分析仪进行对比,对比项目

为准确度、稳定性及线性度.

４．１　重复性测试

目前,特定蛋白分析仪的行业标准尚未出台,本
课题参照标准«YYT０６５４—２０１７全自动生化分析

仪»[１９],用UV２６００系列分光光度计进行辅助分析.
配置了测试所需的重铬酸钾溶液、橘黄G溶液及硫

酸铜溶液,依次检测仪器在３５０,４７５,８００nm 处的

重复性.图９(a)~(c)依次为３５０,４７５,８００nm处

两次测量的吸收值曲线,两次测量结果以虚、实线

区分.

图９ 重复性测试.(a)３５０nm处重复性;(b)４７５nm处重复性;(c)８００nm处重复性

Fig．９ Repeatabilitytest敭 a Repeatabilityat３５０nm  b repeatabilityat４７５nm  c repeatabilityat８００nm
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　　图９(a)中曲线１峰值坐标为P１(３５２．０,１．１３６),
曲线２峰值坐标为 P２(３５１．５,１．１１９);图９(b)中
曲线３峰值坐标为P３(４７７．０,０．９７４),曲线４峰值

坐标为P４(４７６．０,０．９５０);图９(c)中曲线５峰值坐

标 为 P５(８００．０,２．３２６),曲 线 ６ 峰 值 坐 标 为

P６(７９９．０,２．２７９).由此可见,仪器在紫外光区域、
蓝绿光区域及红光区域的吸收值误差较小,具有

较好的重复性.

４．２　准确度测试

根据要求,以去离子水为参比,在３４０nm处分

别测量标准吸光度为１．０和０．５的K２Cr２O７标准溶

液,允许误差分别为±０．０７和±０．０２５.实际配制的

溶液吸光度略有偏差,分别为１．００６０和０．５０８０.以

标准步骤对模块进行１５次吸光度测试,并与同批次

研发的分析仪作对比,两台仪器编号依次为＃１、

＃２,比较结果如表２所示.
表２ 两台仪器的准确度结果

Table２ Accuracyoftwodevices

Item
Measuredabsorbance/arb．units

＃１ ＃２

Max ０．９８６５ ０．４９７５ ０．９８０５ ０．４９７２

Min ０．９８６１ ０．４９６５ ０．９７６９ ０．４９４２

Average ０．９８６２ ０．４９７０ ０．９７８０ ０．４９５５

Accuracy －０．０１９８ －０．０１１０ －０．０２８０ －０．０１２５

　　从表２可以看出,测试结果均分布在０．９３６~
１．０７６及０．４８３~０．５３３范围内,达到行业标准要求,

＃１样机准确度整体优于＃２分析仪的准确度.

４．３　稳定性测试

分别配制吸光度均为０．５０的 K２Cr２O７溶液及

CuSO４溶液.在３４０nm处测量K２Cr２O７溶液稳定

性;在６６０nm处测量CuSO４溶液稳定性,要求吸光

度变化值不大于０．０１.仪器＃１、＃２稳定性对比结

果如表３所示.
表３ 两台仪器的稳定性结果

Table３ Stabilityoftwodevices

Item

Measuredabsorbance/arb．units

K２Cr２O７(３４０nm)

＃１ ＃２

CuSO４(６６０nm)

＃１ ＃２

Max ０．４９５５ ０．４９５４ ０．５１７０ ０．５２０７

Min ０．４９４１ ０．４９０６ ０．５１４３ ０．５１７６

Average ０．４９４８ ０．４９３５ ０．５１５６ ０．５１９２

Stability ０．００１４ ０．００４８ ０．００２７ ０．００３１

　　通过表３分析可知,仪器＃１在３４０nm处吸光

度稳定性明显优于仪器＃２;在６６０nm处仪器＃１
吸光度稳定性略优于仪器＃２.总体而言,仪器＃１
吸光度稳定性满足行业标准要求.

４．４　线性度测试

根据要求,在色素原液(K２Cr２O７或C６H５NO３)
中加入稀释液,通过控制原液与稀释液的体积比例,
得到１１种浓度梯度的混合溶液.假设K２Cr２O７原
液浓度为T,则１１种K２Cr２O７混合溶液的浓度依次

为０,０．１T,０．２T,,０．９T,T,其相对浓度可依次表

示为０,１,２,,９,１０.其中,浓度为０(相对浓度为

０)的溶液即为稀释液,浓度为T(相对浓度为１０)的
溶液即为原液.C６H５NO３溶液配制方法类似.在

３４０nm波长处测定１１种浓度的K２Cr２O７溶液的吸

光度.同理,在４０５nm 波长处测定１１种浓度的

C６H５NO３溶液的吸光度.以相对浓度为横轴,吸光

度均值为纵轴,用最小二乘法对相对浓度为０,１,２,

３的溶液对应的吸光度值数据进行线性拟合,得到

斜率与纵轴截距.图１０(a)~(d)依次为仪器＃１在

３４０nm处检测的K２Cr２O７溶液拟合直线、仪器＃１
在４０５nm处检测的C６H５NO３溶液拟合直线、仪器

＃２在３４０nm处检测的K２Cr２O７溶液拟合直线,以
及仪器＃２在４０５nm处检测的C６H５NO３溶液拟合

直线.

　　图１０(a)拟 合 直 线 斜 率 为０．３５３９,截 距 为

０．００２０;图１０(b)拟合直线斜率为０．３７４３,截距为

０．００４３;图１０(c)拟合直线斜率为０．３６２２,截距为

０．００２０;图１０(d)拟合直线斜率为０．３６５８,截距为

０．００３０.依据测定数据及拟合直线,计算相对浓度依

次为４,５,,９,１０时溶液对应的吸光度的相对偏移

Dn,要求Dn在±５％范围内,n 为相对浓度,可取４,

５,,１０.结果如表４所示.

　　根据图１０与表４绘制相对浓度与Dn绝对值的

关系曲线,如图１１所示.由图可知,两台仪器的Dn

都随浓度的上升而递增.比较发现,仪器＃１在

３４０nm与４０５nm处Dn均小于＃２的结果,表明仪

器＃１线性度优于仪器＃２.另外,仪器＃１在高浓

度处仍能达到行业标准,表明其在高浓度处具有较

高灵敏度,吸光度测量范围宽;而仪器＃２在相对浓

度为９、１０时吸光度Dn值(图１１虚线方框区域所

示)已超出行业标准范围.

４．５　仪器性能参数对比与讨论

对设计的分光光度计＃１与４种商品化便携

式光谱仪器进行性能参数对比,对比结果如表５
所示.
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图１０ 拟合直线.(a)＃１３４０nm处拟合直线;(b)＃１４０５nm处拟合直线;(c)＃２３４０nm处拟合直线;
(d)＃２４０５nm处拟合直线

Fig．１０ Fittedlines敭 a Fittedlineat３４０nmof＃１  b fittedlineat４０５nmof＃１ 

 c fittedlineat３４０nmof＃２  d fittedlineat４０５nmof＃２

表４ 两台仪器线性度相对偏移参数

Table４ Relativebiasparametersoftwodevices

Relative
concentration

Averageabsorbance/arb．units

K２Cr２O７

＃１ ＃２

C６H５NO３

＃１ ＃２

Dn/％

K２Cr２O７

＃１ ＃２

C６H５NO３

＃１ ＃２

４ １．４１３０ １．４４７３ １．４９３８ １．４５７４ －０．３２４ －０．２４３ －０．５１５ －０．６０１

５ １．７７５７ １．７８９７ １．８５５１ １．８０７４ ０．２３６ －１．２８７ －１．１０２ －１．３４２

６ ２．１２３４ ２．１３４１ ２．２２２７ ２．１４６２ －０．０９２ －１．８８８ －１．２１７ －２．３４６

７ ２．４６９４ ２．４５４３ ２．５６３７ ２．４９４１ －０．３９９ －３．２７５ －２．３１４ －２．７１３

８ ２．７９８１ ２．８０２９ ２．９１６４ ２．８２８２ －１．２３７ －３．３３５ －２．７４５ －３．４５３

９ ３．１２６１ ３．０９７６ ３．２５９４ ３．１２０６ －１．９１５ －５．０３４ －３．３６８ －５．３００

１０ ３．４４５２ ３．４４１３ ３．６０８４ ３．４５３７ －２．７０４ －５．０４１ －３．７０７ －５．６６２

　　通过表５分析可知,国内仪器的高精度基于较

为复杂的光路系统,易出现光强损失;仪器＃１与国

内仪器相比,具有简单的光路结构与光学元件,波长

重复性与准确度达到光谱仪分光要求,具有明显优

势;国内仪器的高精度基于较为复杂的光路系统,易
出现光强损失.与国外仪器相比,仪器＃１器件组

合方式简单,吸光度稳定性好,可检测浓度范围宽,
易于推广;国外仪器的高性能需要高精度光学器件

支撑,造价昂贵.另外,仪器＃１尚处于初步测试阶

段,其准确度及光谱范围等参数均可实现进一步改

进和优化.

５　结　　论

采用光学元件代替复杂算法获取平面场光谱,
利用Zemax模拟与优化实现了罗兰光栅光谱平场

化,分辨率达到０．５nm,整体精度优于１．７nm,样机

测试结果与模拟结果一致.仪器在紫外光区域、蓝
绿光区域及红外光区域均具有较好的重复性,最高
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图１１ 相对偏移绝对值与相对浓度的关系

Fig．１１ Relationshipbetweenabsolutevalueofrelativebiasandrelativeconcentration

表５ 仪器性能对比

Table５ Comparisonofinstrumentperformance

Model ７２１ UVＧ１８００ DR３９００ ７１００VIS ＃１

Opticalstructure(elements) Grating& mirror CＧT
Concavegrating

&filter
LED&

monochromator
RowlandGrating

&lens

Spectralrange/nm ３４０Ｇ１０００ ２００Ｇ１１００ ３２０Ｇ１１００ ３２０Ｇ１１００ ３２０Ｇ８００

Wavelengthrepeatability/nm １．０ ０．３ ０．１ ０．５ ０．５

Wavelengthaccuracy/nm ２．０ ０．５ １．５ １．０ １．０

Absorbanceaccuracy/arb．units Ｇ ０．００４ ０．００５Ｇ０．０２ ０．００３Ｇ０．０１ ０．０１Ｇ０．０２

Absorbancestability/arb．units ０．００２ Ｇ Ｇ ０．００２ ０．００１

Absorbancerange/arb．units Ｇ０．３０１Ｇ３．０ Ｇ０．３０１Ｇ３．０ ０Ｇ３．０ ０Ｇ３．３ ０Ｇ３．６

Placeoforigin Shanghai Beijing USA Germany Ｇ

可达０．５nm;吸光度稳定性好,准确度高.仪器在

３４０nm 和４０５nm 处线性度好,相对偏移依次为

－２．７０４％和－３．７０７％,在高浓度区域仍具有较好

的灵敏度,明显优于同批次仪器,满足特定蛋白分析

仪的精度要求,达到商品化分光光度计标准.综上

所述,该结构具有工艺简单、光路简洁、精度高、可小

型化、实用性强等特点,具有良好的应用前景,后续

将进一步对结构的其他指标进行检测,并与仪器整

体系统相结合进行研究.
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