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摘要：在拉曼光谱测量中，表面增强拉曼散射（SERS）基底的微纳结构表面覆盖度对光谱一致性影响严重。为此，本文重

点研究表面覆盖度对光谱的影响规律，并给出消除表面覆盖度影响的方法。首先利用溶致液晶软模板制备 SERS基底，

并分析表面覆盖度和拉曼光谱强度的关系，得到经验公式。然后基于该关系公式，以测量光谱平均强度对应的表面覆盖

度作为基准覆盖度，将所有的测量光谱强度都归集到该基准覆盖度下，从而消除表面覆盖度对光谱强度的影响。最后，

验证该方法在不同 SERS基底和同一基底不同测量光斑大小下的有效性。拟合及实验结果表明：拉曼光谱强度和表面

覆盖度呈指数变化关系；表面覆盖度法可以将不同基底的拉曼光谱变异系数减小到约 6%、不同测量光斑下基底的一致

性均提升约 2倍以上，且基底的光谱变异系数随光斑的增大线性减小。总之，表面覆盖度法可以显著提升 SERS基底的

拉曼光谱一致性，从而实现各种物质成分的定量、可靠检测，极大促进 SERS基底在多个检测领域的应用。
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Abstract：The surface coverage of micro-nano structure seriously affects the spectroscopic conformity of
the surface-enhanced Raman scattering（SERS）substrate. In the paper，the influence of the surface coverage
on the spectrum is studied，and a method is proposed to eliminate the influence of surface coverage. First，
the SERS substrate was prepared by using the lyotropic liquid crystal soft template and the relationship
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between the surface coverage and Raman spectral intensity is analyzed to obtain a formula. Then，based on
the this formula，all measured spectral intensities are unified to the standard surface coverage，which is de⁃
fined with the measured average spectral intensity corresponded surface coverage，thus，the influence of the
surface coverage on the spectral intensity is elimanated. Finally，the effectiveness of the proposed method is
verified with different SERS substrates and different test spot sizes on the same substrate. The fitting and
experimental results show that the spectral intensity changes as an exponential function of the surface
coverage，the coefficients of variation are reduced to about 6% for different substrates，the spectroscopic
conformities of the substrate are improved more than twice or so for different measured spots，and the coef⁃
ficients of variation linearly decrease with the spots increase. In a word，the proposed method can improve
the spectroscopic conformity of the SERS substrate significantly，the quantitative and reliable detection
of various material components will be realized. This work may greatly promote the application of the
SERS substrate in multiple detection fields.
Key words：surface-enhanced raman scattering；lyotropic liquid crystal；Raman spectrum；surface coverage；

spectroscopic conformity

1 引 言

拉曼光谱技术以其快速、简单、无损等诸多

优点被广泛应用于食品安全、生物科学、环境保

护等分子结构鉴别和物质成分检测领域［1-4］。表

面增强拉曼散射（SERS）［5-6］基底可以极大增强拉

曼散射光的强度，从而大幅提高拉曼光谱的检测

灵敏度［7-8］。

SERS基底由多个突起的纳米级金属颗粒

组成，这些突起的结构可以实现拉曼光谱的表

面增强，尤其是形成的针尖、狭缝等曲率大的纳

米结构具有更加明显的增强效果［9-13］。早期利

用化学手段制备的 SERS基底纳米结构分布不

均匀，甚至会发生堆叠，从而导致整个基底表面

增强效果一致性差，无法用于定量检测［14］；采用

光刻法制备的 SERS基底，纳米结构呈现周期性

排列，光谱一致性得到很大提高，但制备工艺复

杂，成本较高，不利于产品市场化［15-16］。2017年，

Zhang等提出利用溶致液晶软模板辅助银离子生

长的方法，制备出材料分布均匀且成本较低的

SERS基底，为拉曼检测领域的快速发展创造了

条件［17-18］。

拉曼光谱仪采用准直物镜进行激光的发射

和光谱信号的接收，激光经物镜聚焦在被测样品

上，激光光斑一般是微米量级，与 SERS基底的

微纳结构尺度相当。当激光聚焦在 SERS基底

不同位置时，即使微纳结构分布均匀，光斑覆盖

的微纳结构数目也各不相同。由于拉曼光谱的

增强依赖于微纳结构，因此不同的微纳结构数目

会导致不同的光谱增强效果，使得 SERS基底的

光谱一致性差。为此，本文重点研究了激光聚焦

区域微纳结构的表面覆盖度对 SERS基底光谱

一致性的影响。采用溶致液晶软模版结合电化

学沉积方法制备 SERS基底，然后研究表面覆盖

度对光谱一致性的影响，并给出提升 SERS基底

光谱一致性的方法。该研究工作可进一步推动

SERS基底在多种定量检测领域的应用。

2 SERS基底的制备

2. 1 溶致液晶的配制

为了制备 SERS基底，首先需要配制溶致液

晶软模版。制备 SERS基底使用的溶致液晶由

表面活性剂、油和水混合而成，双纳磺基琥珀酸

酯（AOT，质量分数 98%）作为表面活性剂，对二

甲苯（质量分数 99%）作为油相，水相则用浓度为

0. 3 mol/L的硝酸银溶液代替。先称取 6. 353 g
的 AOT固体溶解于 10 mL的对二甲苯溶液中，

静置至完全溶解，使用移液枪取 2. 521 mL的硝

酸银溶液逐滴加入烧杯中，溶液放置于搅拌器上

搅拌 1 h，颜色逐渐变深至橙黄色。将搅拌完的

溶液放置于 20 ℃恒温槽静置 2 h，经过相分离后，

AOT连接油相和水相形成油包水的反胶束状

态，形成溶致液晶。
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2. 2 SERS基底的电化学生长

SERS基底采用电化学沉积方法制备，其装

置如图 1所示。分别采用银板和氧化铟锡（ITO）
透明导电玻璃作为阳极和阴极，然后将其放置在

溶致液晶中施加电压进行电化学沉积生长。两

极之间的间隙通过粘贴 0. 7 mm的塑料片来控

制，样品置于 25 mL烧杯中，然后放置在 20 ℃恒

温槽中。直流稳压电源在两极加上 5 V直流电

压，被定域在水相中的银离子［19-22］在电场作用下

在软模板限制下实现局域有序生长。制备前，需

要先对 ITO玻璃和银板进行清洗。将清洁剂喷

在玻璃和银板表面，使用无尘纸擦拭干净，再将

其放入去离子水中，使用超声波清洗机清洗至玻

璃与银板表面光滑，取出烘干进行实验［23］。

经过 3 h的电沉积［24］，溶致液晶中的银离子

逐渐成核，最终突破软模板的限制，在阴极 ITO
玻璃表面生长出银纳米花。然后利用热场发射

扫描电镜（SEM）进行 SERS基底的形貌表征，如

图 2所示。图 2（a）是制备的 SERS增强基底，灰

色区域为制备的银纳米花材料；图 2（b）、（c）、

（d）、（e）、（f）分别对应图 2（a）中的 5个不同位置

1、2、3、4、5，可以看出 ITO玻璃上生长出的花状

银纳米结构分布均匀；图 2（g）为放大的单银纳米

花，其直径约 4 μm，花瓣厚度约为 100 nm。

3 表 面 覆 盖 度 对 拉 曼 光 谱 强 度 的

影响

3. 1 微纳结构的表面覆盖度

拉曼光谱仪的激光照射 SERS基底，如图 3（a）
所示。由于光斑大小与微纳结构尺寸相当，聚焦

在基底不同位置时，光斑区域内的微纳结构数量

不同，如图 3（b）所示。拉曼光谱强度受到微纳结

构数目的影响，因此不同的微纳结构数目会严重

影响光谱强度的一致性。为了研究其对拉曼光

谱强度的影响规律，定义微纳结构在光斑区域内

的表面覆盖度［25］：

r= Snano
S exciting

， （1）

式中：Snano和 Sexciting分别表示光斑照射区域内微纳

结构的覆盖面积和整个照射区域的面积。

在实际测量 SERS基底光谱强度时，通过拉

曼光谱仪及图像处理技术可以计算出光斑覆盖

区域内微纳结构的表面覆盖度，如图 4所示。

利用拉曼光谱仪控制计算机得到图 4（a），激

光光斑的大小和位置基本可以确定。关闭激光，

得到光斑区域内的微纳结构分布，如图 4（b）所

示。对图像进行二值化处理，结合图像处理技术

图 1 SERS基底制备装置示意图

Fig. 1 Schematic diagram of the SERS substrate prepara⁃
tion device

图 2 SERS基底的 SEM表征。（a）制备的 SERS基底；（b）位置 1；（c）位置 2；（d）位置 3；（e）位置 4；（f）位置 5；（g）单银纳

米花结构。

Fig. 2 SEM characterization of the SERS substrate.（a）Fabricated SERS substrate；（b）Position 1；（c）Position 2；（d）
Position 3；（e）Position 4；（f）Position 5；（g）Single silver nanoflower structure.
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提取光斑区域微纳结构分布，如图 4（c）、（d）。最

终根据区域内白色面积与总面积比值计算得出

表面覆盖度［25］。

3. 2 光谱强度和表面覆盖度的关系

为了研究表面覆盖度对 SERS基底拉曼光

谱强度的影响，使用染色剂罗丹明 6G（R6G）作

为探针，使用HORIBA LabRAM HR拉曼光谱仪

进行拉曼光谱测量。拉曼光谱仪的工作波长为

532 nm，积分时间为 10 s，激光功率为 0. 5 mW，

仪器可选用 20倍、10倍和 5倍的物镜，其对应的

激光光斑大小分别为 10 μm、20 μm和 40 μm。为

了研究基底表面覆盖度对光谱强度的影响，首先

制备了 4片不同均匀度的 SERS基底，SEM表征

如图 5所示。

在 10 μm尺度下 SEM图片可以看出基底的

微纳结构分布，由于制备工艺无法保证基底生长

情况完全一致，基底均匀度有所不同，使用拉曼

光谱仪测量时，不同样品的均匀度会对光斑区域

内结构表面覆盖度产生影响。在研究表面覆盖

度对光谱强度的影响时，利用 20倍物镜（10 μm
光斑）在每个 SERS基底上选取不同位置进行光

谱测量，得到不同位置的表面覆盖度，拉曼光谱

仪下基底分布及光斑选取区域如图 6所示。

红色圆圈为 10 μm光斑照射区域。计算圆

圈内基底表面覆盖度并结合拉曼光谱仪测得的

光谱强度，最终测得的结果如图 7 所示，4 片

SERS基底均表现出拉曼光谱强度随着银纳米花

图 3 拉曼光谱仪示意图。（a）激发和接收光路；（b）不同

聚焦位置。

Fig. 3 Schematic representation of Raman spectrometer.
（a）Optical setup for excitation and collection light；
（b）Focused at different positions.

图 4 拉曼光谱仪测量表面覆盖度的图片。（a）激光打开；

（b）激光关闭；（c）二值化图像；（d）测试区域。

Fig. 4 Pictures of the surface coverage measured by a
Raman spectrometer.（a）Laser is turned on；（b）
Laser is turned off；（c）Binarized image；（d）Test⁃
ing area.

图 5 不同 SERS基底 SEM图。（a）基底 A；（b）基底 B；
（c）基底 C；（d）基底D。

Fig. 5 SEM pictures of different SERS substrates.
（a）Substrate A；（b）Substrate B；（c）Substrate
C；（d）Substrate D.

图 6 拉 曼 光 谱 仪 下 不 同 SERS 基 底 图 。（a）基 底 A；

（b）基底 B；（c）基底 C；（d）基底D。

Fig. 6 Pictures of different SERS substrates under the
Raman spectrometer.（a）Substrate A；（b）Sub⁃
strate B；（c）Substrate C；（d）Substrate D.
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材料表面覆盖度的增大而增大。

为了定量研究表面覆盖度和拉曼光谱强度

之 间 的 关 系 ，选 取 罗 丹 明 6G 的 一 个 特 征 峰

611 cm-1波数的光谱强度代表其光谱强度。然

后将 611 cm-1波数处光谱强度归一化，得到归一

化光谱强度随表面覆盖度的变化关系如图 8所
示。其中▲、●、■和★分别为 4片 SERS基底的

归一化拉曼光谱强度，实线为拟合曲线。可以看

出，不同基底测得的拉曼光谱归一化强度的变化

趋势相似，最终拟合得到拉曼光谱强度与材料覆

盖度的关系：

I= 1.3r 1.6 ， （2）
式中 r为银纳米花材料的表面覆盖度。该经验公

图 7 SERS基底在不同表面覆盖度下的拉曼光谱。（a）
基底A；（b）基底 B；（c）基底 C；（d）基底D。

Fig. 7 Raman spectra of the SERS substrate at differ⁃
ent surface coverage levels. （a） Substrate A；

（b）Substrate B；（c）Substrate C；（d）Substrate
D.
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式与本课题组实验初期得到的结论吻合［23］，进一

步验证了该经验公式的有效性。

4 SERS基底光谱一致性的改进

4. 1 改进方法

由上可知，表面覆盖度会对光谱强度产生较

大影响，即使制备出均匀一致的 SERS基底，由

于测量时聚焦光斑辐照的位置不同，也会得到不

同的光谱强度。为此，本文拟利用表面覆盖度和

光谱强度之间的经验公式，通过对测量数据的进

一步处理来消除表面覆盖度的影响，从而提升

SERS基底的光谱一致性，称之为表面覆盖度法。

首先需要确定一个基准表面覆盖度，然后将测量

得到的不同表面覆盖度下的光谱强度，都依据

公式（2）归结到基准表面覆盖度下，求出在该表

面覆盖度下光强强度，这样便可以消除表面覆盖

度的影响。为此，以测量光谱强度的平均值对应

的表面覆盖度作为基准覆盖度。设在 SERS基

底上测量 n个拉曼光谱，其强度平均值：

μ= 1
n∑i= 1

n

Ii ， （3）

式中 Ii是第 i个光谱强度。根据公式（2）便可求出

光谱强度平均值 μ对应的表面覆盖度，即基准表

面覆盖度：

r基= ( μ1.3 )
0.625

. （4）

对于所有表面覆盖度为 r测、光谱强度为 I测的
实测点，归结到基准覆盖度 r基后，其光谱强度为：

I归= I测 ( r基r测 ) 1.6 ， （5）

利用该式即可将所有测量光谱强度转换为归集

到基准表面覆盖度的光谱强度，消除表面覆盖度

的影响。

实际上，除了表面覆盖度的影响之外，基底

微纳结构的均匀一致性也会影响光谱强度的一

致性。因此，须分析归集到基准表面覆盖度后的

光谱一致性。通常采用变异系数（相对标准差

RSD）来评价 SERS基底的拉曼光谱一致性：

Cv=
σ
μ
× 100% ， （6）

式中：σ为拉曼光谱强度的标准差，μ为拉曼光谱

强度的平均值。变异系数越小，SERS基底的光

谱一致性越高。利用该式可以求解 SERS基底

拉曼光谱一致性，进而评价表面覆盖度法的有

效性。

4. 2 不同基底的光谱一致性

为了验证表面覆盖度法的有效性，基于制备

的 4片基底的拉曼光谱数据，首先利用公式（6）计

算其变异系数，然后再利用表面覆盖度法和公式（5）
对光谱数据进行归集处理，进而计算得到变异系

数，最终结果如图 9所示。可以看出，依据原始测

量数据计算得到的 4片基底的变异系数分别为

34. 2%、24. 2%、18. 6%和 9. 3%，光谱一致性较

差，且不同基底之间差异较大。利用表面覆盖度

法 处 理 后 ，4 片 基 底 的 变 异 系 数 分 别 减 小 到

6. 3%、6. 2%、6. 2%和 5. 7%，且不同基底的变异

系数经改进后都减小到 6%左右。该结果表明，

图 8 表面覆盖度与归一化拉曼光谱强度的关系。（a）基

底A；（b）基底 B；（c）基底 C；（d）基底D。

Fig. 8 Relationship between the surface coverage and
the normalized Raman spectral intensity. （a）
Substrate A；（b）Substrate B；（c）Substrate C；
（d）Substrate D.

图 9 不同基底的变异系数

Fig. 9 Coefficient of variation for different substrates
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对于 10 μm的检测激光光斑，表面覆盖度法能将

不同基底的拉曼光谱变异系数减小到 6%左右，

大幅提升了 SERS基底的光谱一致性。

4. 3 光斑大小对光谱一致性的影响

为了研究激光光斑面积对拉曼光谱一致性

的影响，分别选取 20倍、10倍和 5倍的物镜对基

底C进行拉曼检测，对应的光斑尺寸分别为 10 μm，

20 μm和 40 μm。不同倍镜下拉曼光谱强度的测

量值以及利用公式（5）处理后的光谱数据如图 10
所示，图中■和●分别代表测量的拉曼光谱强度

和表面覆盖度法处理后的光谱强度，实线表示测

量拉曼光谱强度平均值。可以看出，对于不同激

光光斑，表面覆盖度法处理后，光谱强度起伏都

更小，且更靠近测量平均值。

对于图 10中的数据，利用公式（6）进一步处

理，得到同一基底在不同测量光斑下的变异系

数，结果如图 11所示。可以看出，即使是同一片

SERS基底，由于激光光斑面积不同，其光谱一致

性也不同。同时，变异系数都随着光斑面积的增

大而减小，且近似为线性关系。这是由于激光光

斑的增大会减小光斑覆盖区域内微纳结构分布

的不一致性，从而减小测量位置带来的误差。当

光斑从 10 μm增大到 40 μm时，利用表面覆盖度

法处理后，变异系数从 6. 2%减小到 2. 3%，说明

增大测量激光光斑可以进一步提升 SERS基底

的光谱一致性。但由于光斑越大，光谱强度越

弱，基底光谱增强效果［25-27］也会降低。从图 10中
也可以看出，10 μm光斑的光谱强度比 40 μm光

斑的要高得多。因此在实际应用中，应综合考虑

进行选择。此外，经表面覆盖度法处理后，对于

10 μm、20 μm和 40 μm光斑，SERS基底的拉曼

光谱一致性分别提高 3倍、2. 3倍和 1. 8倍，即

SERS基底的一致性都获得约 2倍以上的提升。

因此，针对不同大小的激光光斑，表面覆盖度法

均能提升基底的光谱一致性。

图 10 同一基底多次测量的拉曼光谱强度。（a）10 μm光

斑；（b）20 μm光斑；（c）40 μm光斑。

Fig. 10 Raman spectral intensities measured on the same
substrate with multiple times.（a） 10 μm spot；
（b）20 μm spot；（c）40 μm spot.

图 11 光斑大小对光谱变异系数的影响

Fig. 11 Effect of spot size on the spectral coefficient of
variation
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5 结 论

本文重点研究了增强材料微纳结构的表面

覆盖度对 SERS基底拉曼光谱一致性的影响，并

给出了提升 SERS基底光谱一致性的方法。首

先，基于溶致液晶软模板法制备的 SERS基底，

分析了表面覆盖度和拉曼光谱强度的关系：针对

制备的 4片基底，分别测量出其不同区域的拉曼

光谱和表面覆盖度，然后进行光谱强度归一化并

进行曲线拟合，最后得到表面覆盖度与光谱强度

的关系公式。结果显示，4片基底均符合公式（2）
变化规律，说明该经验公式有效。

基于光谱强度随表面覆盖度的变化规律，提

出表面覆盖度法以改进基底的光谱一致性：以测

量光谱平均强度对应的表面覆盖度作为基准覆

盖度，并将所有的测量光谱强度都归集到该基准

覆盖度下，从而消除表面覆盖度对光谱强度的影

响。然后利用该方法对 4片基底的光谱数据分别

进行处理，并重新计算了每个基底的光谱变异系

数，结果显示，表面覆盖度法可以将不同基底的

拉曼光谱变异系数减小到 6%左右。进一步验证

表面覆盖度法在不同测量光斑下的有效性：利用

同一基底在 10 μm、20 μm和 40 μm光斑下进行拉

曼光谱测量，结果显示，经表面覆盖度法处理后，

在不同光斑下 SERS基底的一致性均有约 2倍以

上的提升。同时得出，基底的光谱变异系数随光

斑的增大线性减小，即：较大的光斑可以获得更

好的光谱一致性，其为基底的光谱一致性进一步

提升提供了一条技术途径。

总之，利用本文提出的表面覆盖度法，仅通

过数据处理便可以显著提升 SERS基底的拉曼

光谱一致性，从而实现各种物质成分的定量、可

靠稳定检测，进一步推动其在环境、生物医药、农

药残留等检测领域的广泛应用。
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