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摘　要：利用表面等离子体共振技术进行电介质样品成像研究．采用高数值孔径显微物镜作为耦合元

件，６３２．８ｎｍＨｅＮｅ激光会聚激发金膜产生表面等离子体共振，通过狭缝光阑限制光束入射角，对金膜

上的氮化硅光栅进行成像．反射光由放置在样品像方共轭面上的ＣＣＤ摄像机接收，获得样品的表面等

离子体共振像．通过扫描移动狭缝，得到入射角从４４°至５４°的扫描样品图像，从图像中提取样品各点的

表面等离子体共振曲线，由计算机重构出样品的表面等离子体共振角谱灰度图．
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０　引言

表面等离子体共振（ＳｕｒｆａｃｅＰｌａｓｍｏｎＲｅｓｏｎａｎｃｅ，

ＳＰＲ）是一种物理光学现象，利用光波在电介质和金属

薄膜界面处发生全内反射时的消逝波，引发金属表面

的自由电子产生表面等离子体波（ＳｕｒｆａｃｅＰｌａｓｍｏｎ

Ｗａｖｅ，ＳＰＷ）
［１］
．表面等离子体波沿金属和电介质的边

界传播，对金属外电介质的介电常量变化非常敏感，这

种特 性 意 味 着 ＳＰＲ 有 很 多 传 感 应 用．１９８２ 年，

Ｎｙｌａｎｄｅｒ、Ｌｉｅｄｂｅｒｇ等人将ＳＰＲ技术应用于生物传感

器，研究ＩｇＧ抗体与抗原相互作用
［２３］
．他将基于ＳＰＲ

的传感器应用于监测生物分子作用，首次使用生物分
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子免标记、实时检测的物理方法．由于ＳＰＲ具有无需

对分子进行标记、能实时检测分子相互作用全过程等

优点，成为生命科学和制药研究中的一种重要工具［４］
．

但ＳＰＲ本质上是单通道分析技术，不能解决２０世纪

９０年代后迅速发展起来的功能基因组学、蛋白质组

学、代谢组学等各种组学所需求的高通量、大范围生命

物质分析问题．因此，发展灵敏快速的高通量分析新方

法以便能有效处理含有海量成分但含量差异悬殊的组

学样品，成为迫在眉睫的挑战．１９８８年，Ｎａｔｕｒｅ报道了

表面等离子体共振显微方法［５］
．表面等离子体共振成

像方法（ＳｕｒｆａｃｅＰｌａｓｍｏｎＲｅｓｏｎａｎｃｅＩｍａｇｉｎｇ，ＳＰＲＩ）具

有与ＳＰＲ相同的优势，如样品免标记、可原位实时测

定分子相互作用等，但其分析通量大幅提升［６８］
．测定

范围不是一个点，而是一个小面积．结合微点阵（或芯

片）技术，ＳＰＲＩ技术可同时、原位、实时观测成千上万

个无标记样点及识别其与其他分子的作用，特别适合

于高通量筛选和动力学分析．

国内外大多数实验室都是采用棱镜激发ＳＰＲ方

式来建立成像系统，用于生物检测方面的研究［９１３］
．由

于棱镜结构的ＳＰＲＩ分辨率受等离子体波传播长度限

制，无法分辨平行入射面且样品斑点直径小于等离子

体波传播长度的样点［１４１５］
．１９９８年日本学者 Ｋａｎｏ提

出了使用大相对孔径显微物镜实现激发ＳＰＲ
［１６］，为提

高空间分辨率达到衍射极限提供了一种可行方法，为

新一代高分辨率 ＳＰＲＩ仪器做了基础研究．英国

Ｎｏｔｔｉｎｇｈａｍ大学光学工程组在ＳＰＲ生物成像显微镜

研究领域成功采用高数值孔径显微物镜激发ＳＰＲ，使

分辨率高于使用棱境激发的ＳＰＲ
［１７１８］

．

本文用高数值孔径（ＮＡ＝１．４９）显微物镜作为耦

合结构来激发ＳＰＲ，以Ｓｉ３Ｎ４ 光栅（厚度仅为２０ｎｍ）作

为实验样品进行成像．用ＳＰＲＩ方法进行分析研究，以

狭缝作为光阑，限制激光在金膜表面激发ＳＰＲ的入射

角，由ＣＣＤ摄像机接收反射光得到清晰的样品像．通

过狭缝扫描，得到对应不同入射角度的样品图像，并提

取出样品各点的表面等离子体共振曲线．

１　犛犘犚犐基本原理

以棱镜／金属膜／空气三层 Ｋｒｅｔｓｃｈｍａｎｎ结构为

例，如图１．将一束Ｐ偏振平行光，通过棱镜以一定入

图１　Ｋｒｅｔｓｃｈｍａｎｎ结构原理

Ｆｉｇ．１　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｏｆＫｒｅｔｓｃｈｍａｎｎｃｏｎｆｉｇｕｒａｔｉｏｎ

射角照射到金属膜上，利用光在玻璃界面处发生全内

反射时的倏逝波，引发金属膜表面的自由电子产生表

面等离子体波．

当入射光波矢在水平方向上的分量犽狓 与表面等

离子体波波矢犽ｓｐ匹配时，即满足共振条件犽狓＝Ｒｅ（犽ｓｐ）

时，产生吸收现象．其中

犽狓＝ ε槡０（ω／犮）ｓｉｎθ （１）

犽ｓｐ＝
ω
犮

ε１ε２

ε１＋ε
（ ）

２

１／２

（２）

式中ε０ 是传输介质介电常量，ω为角频率，犮为真空中

光速，θ是入射角，ε１（ε１＝ε
′
１＋ｉε

″
１）、ε２ 分别为金属和金

属膜外介质的介电常量．

在金属膜材料已知的情况下，该共振角与膜表面

的样品折射率密切相关．附着的样品不同，折射率不

同，所对应的共振角度也就不同．同样，根据菲涅耳

（Ｆｒｅｓｎｅｌ）公式可以计算出不同折射率的样品对应的不

同反射率［１９］
．

犚Ｐ＝ 狉０１２Ｐ
２
＝
狉０１Ｐ＋狉１２Ｐｅ

２ｉ犽
狕１
犱

１＋狉０１Ｐ狉１２Ｐｅ
２ｉ犽

狕１
犱

２

（３）

式（３）为三层结构Ｐ偏振光的反射率公式，狉０１２为三层

结构的反射系数，狉０１为０层和１层两个介质界面处的

反射系数，狉１２为１层和２层两个介质界面处的反射系

数，犽狕１为第１层光波矢在垂直于界面方向上的分量，犱

为金属膜厚度．因此，一束光以某角度入射到成像芯片

上激发ＳＰＲ后，从棱镜另一侧接收到的反射光的强度

分布则代表着被照射样品区域的折射率分布．

对于显微物镜结构的ＳＰＲＩ系统，其成像原理相

同．只是通过增加光阑限制光束入射的角度，在成像芯

片上激发ＳＰＲ后，放置ＣＣＤ相机接收反射光，对金属

膜表面样品成像．由于样品存在折射率分布差异，不同

的折射率对应不同的ＳＰＲ角，即在同一入射角度下对

应不同的反射率．对于在金膜表面制备的Ｓｉ３Ｎ４ 光栅

样品，相当于Ｓｉ３Ｎ４ 和栅间介质（空气）这两种介质折

射率周期排列，并对应各自的ＳＰＲ曲线，如图２．当光

束以入射角θ１照射到光栅样品时，对应光栅间隙（Ａｕ／

图２　金／空气和金／氮化硅的ＳＰＲ角度曲线

Ｆｉｇ．２　ＳＰＲｃｕｒｖｅｓｆｏｒＡｕ／ＡｉｒａｎｄＡｕ／Ｓｉ３Ｎ４
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Ａｉｒ）处的ＳＰＲ曲线，反射率达到最小值，呈现暗区；而

此入射角下光栅处（Ａｕ／Ｓｉ３Ｎ４）的ＳＰＲ曲线，反射率

位于高值，即呈现亮区，在ＣＣＤ上则显现出明暗相间

的光栅图像．当入射角为θ３ 时，情况与之相反，图像与

入射角θ１ 时的光栅图像明暗区域相反．入射光线从θ１

变化到θ３ 过程中，光栅的明暗区域对比是逐渐变化

的．当入射角为θ２ 时，两种介质对应的反射率相同，即

光栅图像的明暗分布不明显．

２　实验及测量结果

２．１　实验结构

实验 中 以 ＮｉｋｏｎＭＲＤ０１６９１型 油 浸 显 微 物 镜

（ＮＡ＝１．４９）作为耦合元件，成像芯片为表面镀制

５０ｎｍ金膜的盖玻片，以金膜表面上制备的Ｓｉ３Ｎ４ 光栅

（Ｓｉ３Ｎ４ 厚度２０ｎｍ，宽度６μｍ，栅距２μｍ）作为标准样

品．将盖玻片玻璃一面通过折射率为１．５１５的折射率

匹配液粘合在物镜表面构成入射光的传输介质．成像

芯片由一个夹具夹持，可进行三维微位移移动．

实验光路如图３．ＨｅＮｅ激光光源波长为６３２．８ｎｍ，

漫射器为可高速旋转的毛玻璃薄片，放置在物镜后焦面

的共轭面上，其作用是使激光束出射经漫射器后形成散

射光斑，使物镜后焦面上的光照强度均匀，并且有一定

的散射角度，可以在样品形成一定面积的光照区域．用

水平狭缝作为光阑，狭缝位置位于显微物镜后焦面的共

轭面上，可在垂直光轴方向上微移，由此狭缝来限定物

镜后焦面光线照射到成像芯片上的入射角．经透镜组和

狭缝后入射到物镜中在成像芯片金膜上激发ＳＰＲ．

图３　实验系统光路

Ｆｉｇ．３　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｏｐｔｉｃａｌｓｙｓｔｅｍ

反射光经分光镜分别由两个ｅｄｍｕｎｄＣＣＤ相机

（ＢａｓｌｅｒＡ６４１ｆ，ｐｉｘｅｌｓｉｚｅ４．４μｍ×４．４μｍ），接收．

ＣＣＤ１相机所放位置使传感器平面与样品平面共轭，

用来对样品成像．ＣＣＤ２ 相机的传感器平面与物镜后焦

面共轭，用来对物镜后焦面成像．狭缝移动平面与物镜

后焦面共轭，狭缝的位置限定了后焦面上光线的位置，

即限定了光束入射角θ．狭缝由光轴沿垂轴方向移动

时，对应于入射角度则由小向大变化，实现了角度扫

描．随着狭缝的移动，可以实时地获取样品图像并保

存．每一帧图像则对应着某一个入射角，图像中的灰度

值则对应于反射光强．提取各帧样品图像中同一点的

灰度值并归一化，即可得到该点的ＳＰＲ数据曲线．对

图像中各个像素点进行ＳＰＲ数据提取，得到该点的共

振角数据，这样可以获得一张样品的共振角谱图．

２．２　实验结果及分析

２．２．１　样品的ＳＰＲ像

首先，去掉狭缝光阑，调整光路，使 ＨｅＮｅ激光在

成像芯片上激发ＳＰＲ，同时在ＣＣＤ２ 相机上观察显微

物镜后焦面的图像．通过ＰＩ公司的纳米移动台调整成

像芯片位置使后焦面图像清晰，如图４．由于入射光偏

振方向为竖直方向，图像中形成了两个相对的暗

弧［２０］
．Ｐ偏振光在水平方向上的分量为０，所以水平方

向没有激发ＳＰＲ，没有产生暗弧．从竖直方向到水平方

向之间，随着Ｐ偏振分量的变化，产生了不同程度的

ＳＰＲ吸收，暗弧在趋近水平方向上逐渐淡化消失．后焦

面圆半径对应于光束的入射角，待测介质不同，暗弧的

半径也发生变化．

图４　ＣＣＤ２ 相机采集的物镜后焦面图像

Ｆｉｇ．４　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｂａｃｋｆｏｃａｌｐｌａｎｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓｄｅｔｅｃｔｅｄ

ｂｙＣＣＤ２ｆｏｒｔｈｅｏｂｊｅｃｔｉｖｅ

然后，在后焦面的共轭面上放置水平狭缝光阑，由

中心沿竖直方向移动扫描，即实现光束入射角度扫描．

狭缝在移动到暗弧附近时，可以由ＣＣＤ１ 获得样品的

图像．狭缝的移动使得入射角由小及大变化，图像的明

暗对比也会逐渐变化，同时保存入射角变化时的样品

图像．图５展示了不同入射角时的样品图像．

３１００１１６０
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图５　不同入射角时的样品图像

Ｆｉｇ．５　Ｓａｍｐｌｅｉｍａｇｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｃｉｄｅｎｔａｎｇｌｅ

图像中的灰度值对应着反射光强，图像的明暗分

布代表着样品的折射率分布，样品上沾有的灰尘改变

了该点的折射率，在图像中形成了一些微小的白点．随

着入射角的变化，图像的明暗分布也发生了变化．在图

５（ａ）中，亮条纹表示样品中的光栅；图５（ｃ）中反射率发

生反转，暗条纹表示光栅；图５（ｂ）反射率相同，明暗对

比不明显．由于图像的对比度取决于同一入射角下两

种介质的反射率差，反射率的波动会对成像清晰度带

来影响．实验中可以选择合适角度的、清晰的样品ＳＰＲ

图像进行研究．若将生物、化学类样品制成阵列，以此

方法可以用于对生物、化学类样品进行成像与相互作

用的高通量分析．

２．２．２　样品的ＳＰＲ数据提取

通过全反射的方法对后焦面进行角度标定．狭缝

沿垂轴方向的竖直移动实现光束入射角从４４°至５４°扫

描，在此角度扫描范围内共获取２３０帧图像．点针对样

品各点，提取每帧图片中同一位置点对应的灰度值，并

将灰度值归一化，可以绘制出角度灰度曲线，如图６．

图６　样品中金／空气和金／氮化硅的ＳＰＲ实验曲线

Ｆｉｇ．６　ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄａｔａｐｏｉｎｔｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅＡｕ／Ａｉｒ

ａｎｄｔｈｅＡｕ／Ｓｉ３Ｎ４ｓｔｒｉｐｓ

可以看到，空隙处和Ｓｉ３Ｎ４ 光栅的ＳＰＲ曲线．比较

接近理论值，由于金膜、Ｓｉ３Ｎ４ 膜的厚度及介电常量对

共振角度及吸收峰宽度的影响比较大，给实验结果带

来一些误差．

在对样品成像的同时，通过狭缝的一维移动，得到

了样品各点的ＳＰＲ数据曲线，实现了高通量的ＳＰＲ角

度扫描．另外，也避免了通常ＳＰＲ角度调制过程中所

必需的转角装置和光接收方的角度跟随装置，增强了

检测稳定性，降低了机械误差，提高了检测效率．对高

通量生物化学样品的综合检测方面有着积极的意义．

２．２．３　样品ＳＰＲ角谱图

依据提取出的样品ＳＰＲ数据曲线，通过计算机获

得样品各点ＳＰＲ曲线吸收峰最小值对应的角度，即共

振角．以灰度值表示共振角，可以生成对应样品的ＳＰＲ

角谱灰度图，如图７．

图７　样品的共振角谱灰度图

Ｆｉｇ．７　Ｇｒａｙｓｃａｌｅｉｍａｇｅｏｆｒｅｓｏｎａｎｃｅａｎｇｕｌａｒｓｐｅｃｔｒａｏｆｓａｍｐｌｅ

共振角谱灰度图中的每个像素点的灰度都是由通

过２３０帧图像提取出的共振角表示的，是以样品各点

共振角差别作为对比．相比于图５的样品ＳＰＲ图像，

此方法消除了反射率波动对成像的影响，大大提高了

图像清晰度．样品之外的杂质（如灰尘和样品缺陷）的

存在使其所在点的折射率突变，对该点的共振角影响

大，这样在样品角谱图中可以容易分辨出样品与杂质．

３　结论

使用大数值孔径显微物镜作为ＳＰＲ耦合元件，利

用６３２．８ｎｍＨｅＮｅ激光通过物镜会聚来激发金膜产

生ＳＰＲ．并以狭缝光阑限制光束入射角的方式对样品

进行ＳＰＲ成像．通过扫描移动狭缝，实现了对样品在

一定范围的ＳＰＲ角度扫描，从获取的对应不同角度的

图像中提取出样品光照区域各点的ＳＰＲ数据，研究表

明，从ＣＣＤ２ 相机对显微物镜后焦面成像，可获得了清

晰的ＳＰＲ吸收圆弧图样．从 ＣＣＤ１ 相机对样品进行

ＳＰＲ成像，可获得了样品的清晰像，通过狭缝光阑微

移，实现了从４４°至５４°的扫描，获取了２３０帧样品图

像，并从这些图像中提取出样品各点的ＳＰＲ数据，角

重构出样品的ＳＰＲ角谱灰度图，可以直观的看到样品

对应的ＳＰＲ角度变化．
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