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摘要:本文报道了一种基于色相算法的彩色表面等离子体共振(SPR)成像传感器,该传感器不仅能够对发生于SPR芯片

表面的物理化学反应进行直观的图像观测,还能基于色相算法对这些表面反应进行定量分析.利用自制的波长/图像同

步检测型SPR传感器,实验获得了不同共振波长对应的共振图像,然后借助色相算法求得每一幅共振图像对应的二维

色相分布及其平均色相,建立了共振波长与图像平均色相的依赖关系,用于优化基于色相参数的SPR折射率灵敏度.

实验选择起始共振波长为６５０nm,测得基于色相的折射率灵敏度为３３３８/RIU,是基于共振波长的折射率灵敏度的１．４９
倍.利用彩色SPR成像技术能够直观地观测到金膜表面涂布的聚四氟乙烯薄膜的不均匀性,再通过计算图像局部区间

的平均色相,可以定量获得不同薄膜厚度对应的折射率灵敏度.实验结果证明了基于色相算法的彩色SPR成像传感器

明显优于常规SPR传感器.
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Abstract:ASurfacePlasmonResonanceImagingsensorbasedonhuealgorithmhasbeenpresented．



ThesensorcanbeusedforobservingthechemicalorphysicalreactionsonthesurfaceoftheSPRchip．
Whatismore,thehuealgorithmcanbeusedtoanalyzethesereactionsonthesurfaceoftheSPRchip
quantitatively．Firstofall,thewavelength/imagesynchronousdetectionSPRsensorwasusedtoobＧ
taintheresonancespectrawithdifferentresonancewavelengthsandthecorrespondingcolorimages．
Andthen,thehuealgorithmwasusedtogetthehuedistributionoftheimageanddeterminetherelaＧ
tionshipbetweentheresonancewavelengthsandtheaveragehue．Consideringtherelationshipbetween
theaveragehueandtheresonancewavelengths,theinitialresonancewavelengthwassetas６５０nm．
Underthiscircumstance,thesensitivityofthehueisabout３３３８/RIU,whichis１．４９timesasthe
sensitivityoftheresonancewavelength．TheTeflonlayerwasfabricatedonthegoldfilm,andthe
thicknessofthelayerwasanalyzedbythecolorSPRIimage．Thehueofthelocalareaswascalculated
todeterminethesensitivityofthedifferentthicknessesoftheTeflonlayerquantitatively．TheexperiＧ
mentalresultsindicatethattheSPRIsensorbasedonhuealgorithmisbetterthantheconventional
SPRsensordistinctly．
Keywords:colorsurfaceplasmonresonanceimaging;resonancewavelength;hue;inhomogeneityof

thethickness;RIsensitivity

１　引　　言

　　表面等离子体共振成像(SurfacePlasmon
ResonanceImaging,SPRI)技术是一种基于表面

等离子体共振原理的光学成像技术,该技术最早

由 Yeatman于１９８７年提出[１Ｇ２].与其他成像技

术相比,SPRI技术具有免标记、可实时监测、灵敏

度高等特点[３Ｇ５],因此近年来被广泛应用于食品安

全、药物筛选、临床诊断、生物研究等领域,是表界

面物理化学反应分析中一种不可或缺的检测

方法[６Ｇ１０].
常规的SPRI技术主要使用单色光源和CCD

相机对SPR灰度图像进行采集,并通过反射光强

度或图像的灰度来定量分析外界样品折射率的变

化[１１Ｇ１７].为了获得理想的对比度,基于单色光源

的SPRI装置通常需要进行角度扫描检测[１８Ｇ２０],
装置稳定性相对较低,时间分辨率差.Knobloch
于１９９６年提出将白光作为SPRI的激发光源,采
集彩色 SPR 图像[２１].与灰度图 像 相 比,彩 色

SPR图像不仅包含了更多的波长变化信息,且检

测装置的稳定性更高,但研究者只通过图像颜色

变化定性说明了外界折射率的变化信息,无法确

定颜色与折射率的定量关系.
本文提出了一种基于色相算法的彩色SPRI

传感器.利用自制的波长/图像同步检测型SPR
传感器采集彩色SPR图像.在图像处理中,采用

色相算法对图像的颜色进行进一步分析,获得了

仅与波长相关而与明度无关的色相值,以得到

SPR图像颜色与外界折射率的定量关系.实验

首先通过改变入射角度,获得不同共振波长对应

的彩色SPR图像,然后借助色相算法求得每一幅

共振图像对应的二维色相分布及其平均色相,建
立共振波长与图像平均色相的依赖关系,随后通

过该依赖关系对基于色相参数的SPR折射率灵

敏度进行优化及测定.最后,在金膜上涂布聚四

氟乙烯膜,利用SPR图像及其二维色相分布对膜

厚度的不均匀性进行成像分析,并且测定了不同

厚度区域对应的折射率灵敏度.

２　色相算法

本文采用将图像的 R、G、B值转化为色相的

方法,从而达到对所得SPR图像的颜色进行定量

分析的目的,色相(Hue)是 HSV(色相 Hue、饱和

度Saturation、明度 Value)颜色空间中一个重要

的参数,它将颜色分为３６０°,且色相只与决定该

颜色的光的波长有关[２２].其具体计算方法如下:
首先提取一个像素的 R、G、B中的最大值和

最小值,如公式(１)、(２)所示:

max＝maxR,G,B( ) , (１)

min＝minR,G,B( ) , (２)
当最大值为R 时,色相 H 可用公式(３)来计算

求得:
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H＝ G－B( )/ max－min( ) ×６０, (３)
当最大值为G 时,色相 H 可用公式(４)来计算

求得:

H＝１２０＋ B－R( )/ max－min( ) ×６０,(４)
当最大值为B 时,色相 H 可用公式(５)来计算

求得:

H＝２４０＋ R－G( )/ max－min( ) ×６０．(５)
通过对SPR图像的色相进行计算,可得到图

像的二维色相分布,将图像中所有像素点的色相

进行平均,即可建立平均色相与共振波长的对应

关系,从而得到平均色相与外界折射率的关系;进
而,由于共振光谱只能对反射光集体行为进行检

测,无法获取局部区域的信息,而在SPR图像中

可以对图像中某一局部区域的色相进行分析,从
而克服了这一缺点.

３　实　　验

３．１　仪器与试剂

LSＧ１ 卤 钨 灯 (美 国 Ocean Optics 公 司);

USB２０００＋可见光波段光谱分析仪(美国 Ocean
Optics公司);玻璃片(厚度为１mm,６３３nm 波长

处折射率为１．５２２,日本 Matsunamia株式会社);

４５°/４５°/９０°棱镜(６３３nm 波长处折射率为１．７９９,
北京北东光电自动化开发公司);光纤准直器、线性

偏振片(北京大恒光电技术公司);多模石英光纤

(浙江雷畴科技有限公司);彩色CCD相机(深圳显

盛仪器有限公司);箱式马弗炉(合肥科晶材料技术

有限公司);数字阿贝折射仪(上海光学仪器研究

所);蠕动泵(保定兰格恒流泵有限公司).
氯化钠(分析纯,国药集团化学有限公司);实

验用水为去离子水(MilliＧQ纯净水机制备).

３．２　实验装置

３．２．１　SPR传感芯片制备

首先将玻璃基片依次用丙酮、乙醇、去离子

水超声、清洗并烘干后待用.在洁净的玻璃基

片上依次溅射３nm铬和５０nm 金,制作SPR芯

片.在确定共振波长与平均色相对应关系和色

相灵敏度测定的实验中,直接使用制得的 SPR
芯片.

在聚四氟乙烯膜厚度表征实验中,在金膜上

涂覆１００μL聚四氟乙烯,并将该芯片置于马弗炉

中进行煅烧,在１２０min内,由室温加热到２００℃,

保持２４０min,以去除富集层中的溶剂,然后经

１２０min匀速降温至 １００ ℃,最后自然冷却至

室温.

３．２．２　实验装置搭建

实验装置示意图如图１所示,将制作好的

传感芯片用高折射率耦合液与棱镜贴合,并将

样品槽固定在芯片表面,使芯片的敏感部分暴

露在槽内,卤钨灯发出的宽带白光经过传光光

纤、光纤准直器、线性偏振片后变为一束准直

性较好的 pＧ偏振平行光束.入射光经过高折

射率棱镜入射到金/样品界面发生全反射,当

入射光波矢的水平分量与金/样品界面等离子

体波矢匹配时,即发生表面等离子体共振,从

而产生能量耦合.反射光束进入彩色 CCD相

机镜筒,并 经 镜 筒 内 的 半 透 半 反 镜 分 为 两 部

分,一部分反射光进入 CCD相机进行成像,另
一部分反射光通过汇聚透镜和传光光纤进入

光谱仪,通过光谱仪可观察到光谱在共振波长

处产生一个低谷,同时由于某一波长的光被吸

收,所以彩色 CCD 相机所拍摄的 SPR 图像会

呈现某种颜色,且该颜色是共振波长所对应颜

色的补色.

图１　实验装置示意图

Fig．１　Schematicdiagramofexperimentalsetup

当样品折射率发生改变时,共振波长也随之

发生改变;同时由于共振波长的改变,SPR 图像

的颜色同样会发生改变.通过对反射光斑进行成

像并对其颜色进行分析,即可得到样品的折射率

信息.

３．３　实验方法

在确定共振波长与平均色相对应关系的实验

中,安装SPR 芯片,设置光谱仪积分时间为１００
ms.通过旋转转台来调整入射角度,使得起始共

振波长为５６０nm 左右,随后调整入射、接收角

度,使共振波长每次红移１０nm 左右,采集相应
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的共振光谱及SPR图像.
在折射率灵敏度实验中,配制了７种不同浓

度的氯化钠水溶液,其质量分数分别为０％、１％、

２％、３％、４％、６％、８％.用阿贝折射率仪测得溶

液的相应折射率为１．３３３０、１．３３４５、１．３３６０、

１􀆰３３７３、１．３３９１、１．３４１９、１．３４５５.向样品槽中

加入去离子水,调节入射角度,首先使得起始共振

波长为５６７nm 左右,设置光谱仪积分时间为１００
ms,采集共振光谱及SPR图像,随后将去离子水

泵出,将２％、４％、６％、８％的氯化钠水溶液由低

浓度到高浓度用蠕动泵依次泵入样品槽,采集相

应的共振光谱,同时对 SPR 图像进行采集.随

后,向样品槽中加入去离子水,调节入射角度使得

起始共振波长为６５０nm 左右,设置光谱仪积分

时间为１００ms,采集反射光谱及反射光图像,随
后将去离子水泵出,将１％、２％、３％、４％的氯化

钠水溶液由低浓度到高浓度用蠕动泵依次泵入样

品槽,采集相应的共振光谱及SPR图像.
在聚四氟乙烯膜厚度表征实验中,调整入射

角度,使得不同厚度的区域出现较为明显的颜色

差,以得到较大的色相差.利用彩色CCD相机采

集其SPR图像.然后用蠕动泵向样品槽中泵入

去离子水,并采集其SPR图像.

４　结果与讨论

４．１　共振波长与色相对应关系

图２(a)为在不同入射角下测得的共振光谱,
随着入射角度的逐渐减小,共振波长从５５５．９６
nm 红移至６９６．６６nm.图２(b)为不同共振光谱

所对应的SPR图像,随着共振波长的不断红移,
图像颜色也发生改变,且图像颜色与共振波长所

对应颜色为补 色 关 系.利 用 上 述 色 相 算 法 对

SPR图像的二维色相分布进行了计算,结果如图

２(c)所示,随着图像颜色的变化,其二维色相分布

也发生相应的变化.
将所选３００pixel×３００pixel区域的所有像

素点的色相进行平均,如图３所示,随着共振波长

的不断红移,图像的平均色相先变大后变小,但由

于各波长区间的平均色相变化量并不相同,所以

应选择平均色相变化量较大的一个波长区间来获

取较大的色相灵敏度.

图２　(a)不同入射角度下的共振光谱,(b)不同入射

角度对应的SPR图像(３００pixel×３００pixel),
(c)不同 SPR 图像对应的二维色相分布(３００

pixel×３００pixel)

Fig．２　(a)ResonancespectracorrespondingtodifferＧ
entincidentangles,(b)SPRimages (３００

pixel×３００pixel)correspondingtodifferent
incidentangles,(c)２D hueprofilescorreＧ
spondingtodifferentSPRimages

图３　色相与共振波长的关系

Fig．３　Averagehueversusresonancewavelengths
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４．２　色相灵敏度的测定

图４(a)为起始共振波长为５６７．４６nm 时,不
同浓度氯化钠溶液所对应的共振光谱,随着氯化

钠溶液浓度的升高,共振波长由５６７．４６nm 红移

至５８１．０５nm,共变化了１３．５９nm.共振波长变

化量与折射率线性关系如图４(b)所示,其拟合方

程为:y＝ －１５１２􀆰３３１＋１１３４．６７９x,拟 合 度 为

R２＝０．９９５.此时,共振光谱的灵敏度约为１１３４
nm/RIU.实验结果表明,当起始共振波长较小

时,共振光谱灵敏度较低,不利于对外界折射率变

化的探测.

图４　(a)不同浓度氯化钠溶液对应的共振光谱,(b)

共振波长变化量与折射率的关系

Fig．４　(a)ResonancespectracorrespondingtodifferＧ
entNaClconcentrations,(b)ΔλRversusreＧ

fractiveindex

图５(a)为起始共振波长为５６７．４６nm时,不同

浓度氯化钠溶液所对应的SPR图像及其二维色相

分布,随着氯化钠溶液浓度的升高,图像的平均色

相逐渐增大.平均色相和折射率的线性关系如图

５(b)所示,平均色相随着折射率的增大而增大,其
拟合方程为:y＝－１６６１．６１４＋１２７２．０１４x,拟合度

为R２＝０．９９８,色相灵敏度约为１２７２/RIU.与光

谱灵敏度相比,色相灵敏度虽然有着一定的提高,
但同样不利于对外界折射率变化的探测.

图５　(a)不同浓度氯化钠溶液所对应的SPR图像

(３００pixel×３００pixel)及其 二 维 色 相 分 布,
(b)平均色相与折射率的关系

Fig．５　(a)SPRimages(３００pixel×３００pixel)correＧ
spondingtodifferentNaClconcentrationsand
thecorresponding ２D hue profiles, (b)

Averagehueversusrefractiveindex

综上所述,在选择起始共振长时应同时考虑

共振光谱灵敏度和平均色相与共振波长的关系,
对基于色相参数的SPR折射率灵敏度进行优化.
所以,取共振波长为大于６００nm 的区间进行进

一步讨论,以得到较大的色相灵敏度.由上文４．１
中的实验结果可知,在共振波长由６０５．９２nm 红

移至６９６．６６nm 的过程中,平均色相由７８．２下降

至４５．６,并且在６４６．９９nm~６６６．４２nm 区间内其

变化量最大.所以可选择６５０nm 作为起始共振

波长,以得到较大的色相灵敏度.
图６(a)为起始共振波长为６５０．４７nm时,不同

浓度氯化钠溶液所对应的共振光谱,随着氯化钠溶

液浓度的升高,共振波长逐渐由６５０．４７nm红移至

６６４nm,改变量为１３．５３nm.共振波长偏移量与折

射率的关系如图６(b)所示,二者呈线性关系,其拟

合方程为:y＝－２９８７．７９２＋２２４１􀆰２９０x,拟合度为

R２＝０．９９７,灵敏度约为２２４１nm/RIU.与前文起
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始共振波长在５６７．４６nm 的灵敏度进行对比可

知,共振光谱的灵敏度有了显著的提高.

图６　(a)不同浓度氯化钠溶液对应的共振光谱 (b)

共振波长变化量与折射率的关系

Fig．６　(a)Resonancespectrameasuredfordifferent
NaCl concentrations, (b) ΔλR versus

refractiveindex

图７(a)为起始共振波长为６５０．４７nm时,不同

浓度氯化钠溶液所对应的SPR图像(３００pixel×
３００pixel)及其二维色相分布结果,随着氯化钠溶

液浓度的不断变大,SPR图像颜色逐渐由绿色变

为黄色,其色相逐渐下降.如图７(b)所示,为了进一

步体现SPR图像的优势,将所取得的３００pixel×３００
pixel的图像进一步细化为１００pixel×１００pixel
的图像,并对其中的所有像素点的色相进行平均,
以得到色相灵敏度.

不同大小图像的平均色相与折射率关系如图

７(c)所示,３００pixel×３００pixel的平均色相与折

射率 关 系 的 拟 合 方 程 为:y ＝４ ５１７．７８４－
３３３８􀆰２１２x,拟合度为R２＝０．９９７,通过拟合方程

可得色相灵敏度约为３３３８/RIU.通过对比共振

光谱灵敏度和SPR图像色相灵敏度可知,后者约

为前者的１．４９倍.１００×１００像素的平均色相与

折射 率 关 系 的 拟 合 方 程 为:y＝４９４６．１７４－
３６５８􀆰３２９x,拟合度为R２＝０．９９２,通过拟合方程

可得色相灵敏度约为３６５８/RIU.此时,色相灵

敏度约为共振光谱灵敏度的１．６３倍,相比３００
pixel×３００pixel有着较为明显的提高.

图７　(a)不同浓度氯化钠溶液所对应的SPR图像

(３００pixel×３００pixel)及其 二 维 色 相 分 布,
(b)SPR图像细化示意图,(c)不同大小的图

像所对应的平均色相与折射率关系

Fig．７　(a)SPRimages(３００pixel×３００pixel)correＧ
spondingtodifferentNaClconcentrationsand
thecorresponding ２D hue profiles, (b)

ProcessofthinningtheSPRimage,(c)AverＧ
agehueversusrefractiveindexcorresponding
todifferentsizeoftheimage

综上所述,在起始共振波长为６５０nm 时,通
过对比共振光谱灵敏度和SPR图像色相灵敏度
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可知,使用图像平均色相来检测外界折射率可获

得更高的灵敏度,并且通过对图像中某一区域的

筛选,可以得到更高的色相灵敏度.

４．３　聚四氟乙烯膜厚度表征

图８(a)为涂布有聚四氟乙烯膜的SPR芯片

的SPR图像及其二维色相分布.由SPR图像可

以清晰的看出,图像中的颜色呈绿色和黄色相间

分布,这是由于聚四氟乙烯膜的厚度不均匀而导

致的.通过对其二维色相分布进行计算,可知图

像为绿色的区域,如图８(a)中区域１所示,其平

均色相较高,约为７０．７;而图像为黄色的区域,如
图８(a)中区域２所示,其平均色相相对较低,约
为５２．４.通过与上文中折射率灵敏度实验中的结

果进行综合可知,图像中色相较大的区域,代表此

处的折射率较低,且由于聚四氟乙烯的折射率大

于空气,所以证明该区域的膜厚度较小;反之,图
像的色相较小的区域,则代表着该区域的聚四氟

乙烯膜的厚度较大.

图８　(a)外界环境为空气时所对应的SPR图像及其

二维色相分布,(b)外界环境为水时所对应的

SPR图像及其二维色相分布

Fig．８　(a)SPRimageandthecorresponding２Dhue

profilesmeasured withair,(b)SPRimage
andthecorresponding２DhueprofilesmeasＧ
uredwithwater

进一步探究薄膜不同厚度区域对折射率的敏

感特性,图８(b)为外界环境为去离子水时的SPR
图像,通过计算其色相并对比同一区域可知,区域

１的色相由７０．７变为４８．４,而区域２的色相由

５２􀆰４变为４４．９.由此可得,区域１对折射率的敏

感程度要大于区域２,这是由于区域１的薄膜厚

度较小引起的.
通过计算SPR图像的二维色相分布,可对聚

四氟乙烯薄膜的厚度不均匀性进行表征,进一步

改变外界折射率,可对不同厚度的局部区域对折

射率的敏感程度进行测定.实验结果表明,薄膜

厚度较小的区域,其色相对折射率的灵敏度更高.

５　结　　论

本文报道的基于色相算法的彩色表面等离子

体共振成像传感器,既可以通过彩色SPR图像对

SPR芯片表面的物理化学反应进行直观观测,又
可以通过色相算法对这些反应进行定量分析.实

验首先通过改变入射角度,采集不同角度下的共

振光谱和SPR图像,对图像的平均色相与共振波

长的对应关系进行确定,随后根据该依赖关系选

取起始共振波长,以优化其色相灵敏度.实验表

明,在选取起始共振波长为６５０nm 左右时,色相

灵敏度为３３３８/RIU,约为共振波长灵敏度的

１􀆰４９倍.当把所选定的３００pixel×３００pixel区

域缩小至１００pixel×１００pixel时,色相灵敏度提

高为３６５８/RIU,约为共振波长灵敏度的１．６３
倍.因此可以通过对图像中某一区域的筛选,得
到更大的色相灵敏度.最后,实验还对涂布聚四

氟乙烯薄膜的SPR芯片进行成像,通过对图像的

直接观测以及其二维色相分布的计算,可知薄膜

的厚度并不均匀,并可获得局部区域的厚度信息.
在此基础上,实验还探究了不同厚度区域对折射

率的灵敏度,当外界环境由空气变为水时,厚度较

小区域的色相由７０．７变为４８．４,而较厚区域的色

相仅由５２．４变为４４．９,由此可知前者对折射率的

灵敏度更高.实验结果有力地证明了基于色相算

法的彩色SPR成像传感器明显优于常规SPR传

感器.
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