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摘要 : 首先简述了表面等离子体共振原理、激发表面等离子体共振的条件和产生共振时反射

光的相位变化 ,再对横向塞曼激光器的应用进行了分析。接着 ,基于相位检测 ,以横向塞曼激光器

为光源 ,建立了生物分子相互作用检测实验装置 ,并以蓖麻毒素和羊抗小鼠抗体为样本进行了实

验。实验表明 :检测灵敏度高 ;在整个光路中 ,P光与 S光完全重合 ,满足共光路原则 ,对空气折射

率和其它各种扰动具有很好的自适应性 ,检测稳定性好 ;激光稳频精度可达 3. 5×10 - 10 ,与光强检

测法相比 ,检测可靠性更高。横向塞曼激光器是基于 SPR原理的生物分子相互作用相位检测的理

想光源。
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Abstract : The principle of SPR ( Surface Phasmon Resonance) , the energisation condition of SPR

phenomenon and the phase variation of the reflected light in SPR are briefly presented. The application of

transverse Zeeman laser is also analyzed. The equipment based on transverse Zeeman laser is set up to

detect the phase variation in biomolecular interaction and a lot of experiments are made upon the

interaction of ricin and its antibody. The experiments show that the optical path of P light coincides with

that of S light , which is self2adaptive to the disturbance of the air index or any others and has high

stability. The phase detection has higher reliability than the intensity detection , with the precision of

laser frequency stability up to 3. 5 ×10 - 10 . Transverse Zeeman laser is the ideal light source of phase

detection in biomolecular interaction based on SPR principle.
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引　　　言

生命科学研究已经深入到了分子水平 ,并正从研究单个生物分子发展到研究生物分子相

互作用 ,从研究生物分子的静态结构发展到研究动态变化 ,例如蛋白2蛋白、核酸2蛋白、药物2蛋
白、核酸2核酸和抗原2抗体等。探测和分析生物分子间的相互作用 ,不仅对研究生命发生发展

的基本机制 ,揭示有关生命现象 ,而且对研究疾病的发生发展机理 ,寻找新的治疗途径和新的
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特效药都具有十分重要的意义 ,成为生物技术的关键之一。

传统的 X射线光电子光谱仪 (XPS) 、俄歇电子能谱仪 (AES)和次级离子质谱仪 ( SIMS)不

仅费用昂贵 ,而且样品需置于高真空环境下 ,难以满足要求。后来发展起来的傅里叶变换红外

分光仪 ( FTIR)和动力学接触角检测仪 (DCA) ,尽管可以用作为一种检测分析工具 ,但是受到

测量过程中的有关限制 ,也难以完全满足要求。80年代末 ,出现了一种运用表面等离子体谐

振原理检测生物分子相互作用的技术 ,其设备简单 ,样品无需进行荧光或同位素标记 ,可实时

监测 ,倍受青睐 ,得到迅速发展[1 ]。我们首次使用了塞曼双频激光器和共光路干涉仪系统进

行这项研究 ,提高了测量灵敏度和可靠性 ,有很好的应用开发前景。

Fig. 1 　Three2layers model of exciting plasma

waves

1　基本原理

2 . 1　激发 SPR的条件

存在于金属或半导体表面的自由电子的行为类

似自由电子气 ,表面等离子体共振就出现在其表面 ,

表现为被边界上的外来电场所激发的表面电荷的量

子振动 ,与声波类似 ,是一种纵波[2 ] ,故又称其为表

面等离子波 ( Surface Plasma Wave) 。图 1 所示为激

发等离子体波的 3 层系统模型[3 ] ,其中 ,金膜厚度 d

为 30nm～50nm ,远远小于光波长 ,激发源通常选用

激光。激发非辐射表面等离子体波的条件是 :

Fig. 2 　Dispersion curves of nonradiative plasma

waves for both boundaries

Kx > ε0ω/ c (1)

式中 ,ε0 为介质 0 的介电常数 ,ω为入射光频

率 , c为光速 , Kx 为 x 方向的光波波矢。

在半无限金属表面上 ,对于所有的 Kx 值 ,

都有对应的非辐射等离子体色散关系 :

Kx = (ω/ c) [ε0ε1/ (ε0 +ε1) ]1/ 2 (2)

　　图 2所示的是不同介质界面上的等离子体

“薄板”的色散曲线。由图可见 ,无论是在介质

0/ 1的界面上 ,还是在 1/ 2 的界面上 ,所有频率

下的等离子体的色散曲线只出现在相应光波色

散曲线的右侧 ,即光波矢始终小于等离子体波

矢 ,不能满足 (1)式 ,入射光不能激发非辐射表面

等离子体波。但是当ε2 <ε0并满足ω0 <ωmax时 ,介质 1/ 2界面上的表面等离子体波色散曲线

的一部分出现在介质 0中光波色散曲线的左恻 ,即光波矢大于等离子体波矢 ,满足 (1)式 ,入射

光可以在 1/ 2界面上激发等离子体波。激发表面等离子体共振的实质在于将光波以倏逝波的

形式从 0/ 1界面传播到 1/ 2界面 ,入射光的能量转移成表面等离子体的共振 ,反射光的强度、

相位均发生改变。

在特定的入射角θ下 ,光波完全以倏逝波的形式转移成等离子体共振波 ,该角度称为共

振角 ,记作θSPR。这时 ,反射光的光强和相位均发生剧烈变化 ,相位变化的灵敏度更高[4 ]。对
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于简单的单层膜模型 ,P偏振光反射率为 :　　　rP =
rP

01 + rP
12e2i k1 z

d

1 + rP
01 rP

12e2i k
1 z

d (3)

式中 , rP
01 , rP

12分别为 0/ 1和 1/ 2界面的反射率。

其中 , rP
j , j +1 =

xP
j - x P

j +1

xP
j + x P

j +1
　( j = 0 ,1) ;　 x P

j =
εj

kjz
　( j = 0 ,1 ,2) ;　kjz = (ω/ c) 2εj - k2

0 x

( j = 0 ,1 ,2) ; 　 k0 x = ω ε0 sinθ/ c ;　θ为入射角度。

上述公式计算出的反射率为复数 ,其幅值的平方表示了反射光的相对光强 ,其相角则代表

了反射光的相位变化。

1 . 2　横向塞曼激光器用作光源激发 SPR

横向塞曼激光器能直接输出正交偏振态、低频差的线偏振光[5 ] ,即发出的同一光束中包

含纵向线偏振光 (又称 P偏振光)和横向线偏振光 (又称 S偏振光)两个分量。由于表面等离

子波是一种纵波 ,所以 ,在满足一定条件下 ,只有 P偏振光能激起等离子体共振 ,即激发表面

等离子体波 ,而 S偏振光不能激发表面等离子体波。同时 ,P ,S偏振光的频差可在几十到几百

千赫范围内调节。选用低频差的激光器有利于相位细分 ,提高分辨率 (见实验装置部分) 。因

此 ,在基于 SPR相位检测法中 ,横向塞曼激光器是十分理想的光源。

Fig. 3 　 Scheme of phase detection of

biomolecular interaction

2　实验装置

　　如图 3所示 ,基于 SPR的生物分子相互作用相

位检测系统由横向塞曼激光器 1 ,传感棱镜 2 ,样品

槽 6 ,检偏器 7 ,13 ,光电接受器 8 ,12 ,前置放大器 9 ,

11 ,数字相位计 10 和计算机 14 组成。传感棱镜的

底面镀金膜 3 的厚度为 30nm～50nm ,金膜上覆盖

葡聚糖耦联层 ,其上“挂接”配体 (如蛋白、核酸、抗原

等) ,这层称为传感层 4。

激光器射出的“尾光”通过检偏器 13后 ,有固定频差的 S ,P偏振光拍频转换成电信号 ,经

放大后输入相位计 10。这路信号没有相位变化 ,作为参考信号。由激光器输出端射出的光透

过传感棱镜 2射到与金膜 3的界面上 ,光波以倏逝波的形式传播到金膜与传感层 4的界面上 ,

激发等离子体共振。共振发生时 ,P偏振光的相位变化 ,而 S偏振光几乎不变 ,两分量之间产

生相位差。样本 5中的生物分子与传感层上的分子结合时 ,反射光的相位随之变化。结合强

度和速率不一样 ,相位变化也不一样。这路 S , P偏振光经过与“尾光”相同的处理 ,输入相位

计 ,即为测量信号。

设激光器发出的 P ,S偏振光为 :

U P = A Pcos (ωP t +φP) 和 U S = A Scos (ωS t +φS) (4)

又设测量光路中经反射后 P ,S偏振光为 :

U′P = A Pcos (ωP t +φP +ΔφP) 和 U′S = A Scos (ωS t +φS +ΔφS) (5)

式中 ,ΔφP和ΔφS分别为 P ,S偏振光的相位变化。那么 ,拍频后的参考信号和测量信号分别

为 : U ref = A refcos[ (ωP - ωS) t + (φP - φS) ]和

U mea = A meacos[ (ωP - ωS) t + (φP - φS) + (ΔφP - ΔφS) ] (6)
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　　两路信号同时被送入相位计处理 ,可得到相位差 (ΔφP -Δφs) 。由于 S偏振光不能激发等

离子体共振 ,ΔφS近似为 0 ,所以 ,实际相位差为ΔφP。检测出反射光的相位变化 ,就可以了解

生物分子相互作用的情形 ,从中获取生物信息。

3　实验研究

实验样品为蓖麻毒素 (一种核糖体失活蛋白 ,有很强的毒性作用 ,用其构建的免疫毒素可

用于杀伤肿瘤细胞 ,抗蓖麻毒素单抗可作蛋白中毒的解毒剂。)与其单克隆抗体———单抗小鼠

抗体 (简称“抗体”) 。实验前将蓖麻毒素“挂”到传感棱镜的耦联层上 ,构成传感层 ;把抗体稀释

成 1∶20溶液。实验时 ,先把 PBS缓冲液缓缓注入样本池 ,清洗样本池和传感面 ;再将抗体溶

液注入 ,使其速率均匀地流过样本池。当样本注入完后 ,紧接着注入缓冲液 ,而后注入洗脱液 ,

使抗体与蓖麻毒素解离。在溶液流动过程中 ,抗体与传感面上的蓖麻毒素结合或解离 ,相位计

实时将反射光的相位变化鉴别出来 ,计算机同步读入处理。该过程可持续进行 ,结果见图 4。

Fig. 4　Interaction curve between ricin and its antibody

　　从图中可以看出 ,当蓖麻毒素与

单抗小鼠抗体结合时 ,传感面上的折

射率不断增加 ,对应的相位变化随之

显著增加 ,直到平衡。这段曲线呈指

数上升 ,从中可以得出结合时间常数

为 25s。加入缓冲液后 ,传感面上没

有变化 ,曲线不变。当加入洗脱液后 ,

结合分子被解离 ,传感面上的折射率

变化 ,随之相位也变化 ,曲线按负指数

变化 ,解离时间小于结合时间。生物学家根据这些变化 ,在大量实验研究的基础上就可以获取

相关信息对生命现象作出解释 ,也可根据药物与蛋白的作用过程进行药物筛选和开发新药。

4　结　　　论

实验得出 : (1) 在整个光路中 ,P光与 S光完全重合 ,满足了共光路原则 ,对空气折射率和

其它扰动具有很好的自适应性 ,提高了测量精度。(2) 横向塞曼激光器的稳频程度很高 ,可达

3. 5×10 - 10 ,相比较光强波动较大 ,至少在 1 %左右 ,显然相位检测法比光强检测法可靠性更

高。因此 ,横向塞曼激光器是基于 SPR原理的生物分子相互作用相位检测的理想光源。
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