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　　摘要：介绍了表面等离子体共振（SPR）的基本原理和 SPR传感器技术的应用现状�综述了 SPR
传感器在高分子科学研究中的应用和发展前景。
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前言

1902年�Wood ［1］在光学实验中发现了表面等离子体共振（SPR）现象。1982年�Liedberg 和
Nylander ［2］首次将SPR原理应用于传感器研究�1990年�首台商用SPR传感器面世。十几年来�基于
SPR原理的传感器及其应用研究获得长足的发展。由于检测过程具有实时、方便、快捷�无须标记、
可保持分子的生物活性等特点�SPR传感器首先在生命科学领域研究中获得广泛应用�特别是生物
分子间特异相互作用的研究。SPR 传感器研究对象开始主要是蛋白质、多肽、DNA、RNA、抗体、抗
原、类脂、病毒、细胞、药物等［3］ �随着科学发展和技术进步�SPR传感器的应用已开始向其它领域扩
展�近几年�利用其在分子间相互作用研究上的特殊优势�已逐渐渗透到化学、化工、材料、食品、环
境等研究领域�在免疫检测、环境监测、材料的表面及界面、电化学聚合等研究方面得到应用。本文
主要介绍 SPR传感器的原理�特别是在高分子科学研究中的应用进展。
1　基本原理

当光线从光密介质向光疏介质传播且入射角度在一定的范围时�在两种物质的界面将发生全
内反射。但是�光波的电场强度在界面处并不立即衰减为零�而是部分地进入光疏介质。在光疏介
质中�电场强度随入射深度呈指数衰减�形成消失波�消失波的有效深度一般为100～200nm ［4］ 。

当一束相干光透过玻璃或石英基体�照射到镀在该基体上的高反射金属薄膜时�金属与溶液的
表面电子被激发�产生振荡电荷�该电荷以向量形式沿表面运动�但不辐射能量�这就是表面等离子
体基元［5］ 。若金属膜的厚度在50nm左右�且在消失波的有效范围内�则消失波在金属与溶液的界
面仍起作用�当调整入射角（θ）为一定值时�消失波与表面等离子体基元发生耦合�产生共振�入射
光的能量部分地转移给表面等离子体基元�使反射光的强度急剧下降�此时的入射角称为共振角。
共振角随金属膜表面的折射率变化而变化�这一变化又与金属表面结合的分子质量成正比［6］ 。当
金属膜表面附近的物质发生纳克数量级变化时�共振角即发生明显变化�SPR谱（反射光强度与入
射角的关系）非常灵敏地随之发生移动。因此通过 SPR谱�即可对样品进行分析。SPR传感器原理
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图1　SPR传感器原理示意图
Figure1　Principle of surface plasmon

resonance biosensor detection

如图1所示。
2　SPR传感器用于生物大分子的研究

SPR技术在生物分子间特异相互作用研究中具有
独特的优势和特点�应用领域包括蛋白质相互作用分
析、DNA与蛋白质相互作用分析、蛋白质的构象、DNA
分子间的相互作用、药物与蛋白质的相互作用、药物筛
选及鉴定等［3］ 。利用 SPR 传感器进行免疫分析�可以
识别抗原的种类�测定抗原的浓度�进行抗体-抗原相
互作用的动力学分析�获得动力学、热力学参数�并可
进行抗原决定簇表型的分析。在蛋白质的相互作用研
究中�通过动力学分析和蛋白质构象的分析�可获得结
合常数、解离常数�并可推测相互作用机理。此外�还可进行蛋白质和多肽、DNA和 DNA的相互作
用的研究�DNA序列的测定�HIV（艾滋病病毒）的抗体及药物筛选�复杂样品中生物分子浓度的测
定等［3�4］ 。例如�应用 SPR生物传感器研究 G-蛋白耦合受体视紫质的固定［7�8］ ；利用亲和素-生物素
系统研究 FLAG序列和其单克隆抗体［9］ ；利用传感片固定胆磷脂�研究胆磷脂与蛋白质的相互作
用［10］ ；还可用于研究纤维蛋白原和纤连蛋白的相互作用［11］ 、生长因子与其受体的相互作用［12］ 、糖
类和外源凝集素的相互作用［13］ 。另外还可进行 K-ras 基因变异的研究［14］ �应用表面等离子共振技
术进行纤维原细胞生长因子浓度的测定［15］和果糖浓度的测定［16］等。
3　SPR传感器在高分子科学研究中的应用

随着 SPR传感技术的不断成熟�为 SPR传感器在高分子研究中的应用奠定了基础。由于 SPR
传感器的传感片为金属膜�在最初用于材料科学的研究中�主要是对金属薄膜的研究。随着高分子
薄膜制备技术的发展�采用旋涂法、共价键连接法、L-B 膜法、自组装（SAM）法等将高分子材料固定
在传感片上的方法日益成熟。旋涂法对于大多数高分子来说�较为适合�只需将高分子溶解于适当
的溶剂�然后旋涂即可。共价键连接一般采用在传感片上固定硫醇或末端具有功能基团的改性硫
醇、羧基、葡聚糖凝胶的方法�利用它们的功能基团与高分子的活性基团反应�将高分子膜固定。L-
B法是采用适当的方法对传感片进行表面处理�然后将高分子的单分子层转移到传感片的表面。
SAM法将传感片做基底�用自组装的方法将高分子固定在传感片的表面。高分子薄膜制备技术的
发展为开拓 SPR传感器在高分子材料研究中应用提供了契机。
3∙1　薄膜厚度、介电常数的测定

影响 SPR谱的主要因素有：入射光的波长、棱镜的折射率、金属膜及表面介质膜（样品膜）的厚
度、介电常数、折射率等。当上述参数发生变化时�SPR谱即发生移动。因此通过 SPR谱�按照菲涅
尔公式�可以获得金属膜以及样品膜的介电常数、膜厚等。Helene等［17］利用 SPR谱的起始参数�提
出了一种新的快速计算材料介电常数和膜厚的方法�其结果与其它测量方法相吻合。Burijn等［18］

利用改变溶液的介电常数的方法�利用多条 SPR谱图分别确定样品膜的厚度和介电常数。杜卫冲
等［19］利用 SPR技术�采用 Otto耦合结构�建立了通过测量相对于空气隙厚度变化�取最小反射率来
唯一确定介质膜的介电常数和厚度的方法。
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3∙2　高分子生物材料表面蛋白质吸附行为的研究
生物高分子材料的表面及界面直接与生物体接触�因此表面和界面性质在生物材料的研究中

具有非常重要的作用�它直接影响宿主反应、生物相容性等。例如当生物高分子材料植入生物体�
与血液接触时�表面首先可能会立即吸附一层血浆蛋白质�其后发生血小板的粘附、聚集、激活�在
材料表面形成血栓�引起肌体致命性的后果［20］ 。因此�对生物材料表面、界面性质的研究具有非常
重要的意义。生物材料表面蛋白质吸附的研究方法很多�如原子力显微镜（AFM）、ATR-IR（衰减全
反射-红外光谱）、椭圆偏振仪、石英晶体微天平（QCM）等。AFM 可以观测到表面及界面的形貌�
ATR-IR能够研究界面处生物大分子的构象的变化�椭圆偏振仪可用于研究材料表面吸附的厚度�
QCM可得到吸附量的大小�而 SPR传感器不但能够进行实时、原位研究材料表面与蛋白质的相互
作用�而且可以进行吸附的动力学分析。

隋森芳等［21］研究了磷脂 DSPC膜、聚氨酯膜、有机玻璃膜对纤维蛋白原的吸附特性。将聚氨酯
膜、有机玻璃膜、磷脂 DSPC 膜分别用旋涂法或 L－B 法固定在金膜上。在相同的纤维蛋白原的浓
度下�利用 SPR传感器研究了纤维蛋白原在不同材料表面的吸附速度、吸附量。研究表明：磷脂
DSPC膜表面吸附纤维蛋白原的速度最低�饱和吸附量最小�聚氨酯膜居中�有机玻璃膜最大。从吸
附量可推测出纤维蛋白原在三种材料的表面是单分子吸附；吸附量的大小与三种材料的血液相容
性相一致。

汪尔康等［22］研究了免疫球蛋白、葡萄球菌蛋白 A 在羧甲基化葡聚糖表面的静电吸附行为。
SPR传感器的实验结果说明蛋白质在羧基化葡聚糖表面的静电吸附过程符合 Langmuir 吸附模型；
蛋白质溶液的离子强度、浓度、pH值是影响蛋白质在羧甲基化葡聚糖表面静电吸附的主要因素；蛋
白质浓度的增加将导致更大的静电吸附量�低浓度时静电吸附时间较长�而且吸附的初始速率要慢
于高浓度的蛋白质溶液。

Green等［23］研究了人血清白蛋白、免疫球蛋白、纤维蛋白原在聚苯乙烯（PS）薄膜表面的吸附过
程。利用 SPR传感器分析了蛋白质浓度对吸附过程的影响。研究表明：当蛋白质的浓度大于
0∙05％（W/V）�共振角不再随浓度的增加而增大�在聚苯乙烯表面形成稳定的单分子层。实验发现
蛋白质的大小及结构对吸附行为也有较大的影响。人血清白蛋白为椭球形�尺寸较小�所以其吸附
的速度较快�形成的单分子膜也较薄�在 SPR谱上共振角的改变幅度也很小；免疫球蛋白为 Y 型�
纤维蛋白原为三花瓣形�相对分子质量较大�外形尺寸也较大�因此在吸附速度较慢�SPR谱上共振
角的改变幅度也很大�形成的单分子膜也较厚。

Green等还利用 SPR传感器研究了血浆中蛋白质在聚苯乙烯（PS）表面的竞争吸附行为［24］ 。实
验中�首先将血浆溶液流经 PS 表面�使血浆中蛋白竞争吸附到其表面�然后利用各种蛋白的单克隆
抗体与其发生特异性结合来检测吸附蛋白的多少。实验表明：人血清白蛋白首先吸附在材料的表
面�然后免疫球蛋白、纤维蛋白原竞争取代人血清白蛋白吸附在材料的表面�并且免疫球蛋白的取
代速度大于纤维蛋白原的取代速度。利用 SPR传感技术还能分析时间、血浆浓度、pH值、缓冲溶液
等对蛋白质竞争吸附的影响。
3∙3　静电自组装过程的原位监测

静电自组装制备多层累积膜是制备高分子纳米薄膜的重要手段。利用正负电荷的吸引�可以
获得不同厚度和结构的薄膜。以往的研究方法大多只能对制备的薄膜进行表征�SPR传感器的出
现�提供了一种新的原位监测自组装过程的手段。不但能够实时检测组装膜的厚度�对电解质薄膜
还可获得膜的介电常数�更为重要的是可以分析组装的动力学过程。由于 SPR传感器的传感片大
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多为金膜�在早期的自组装研究中�主要对象是烷基硫醇�这方面的研究工作也比较深入［25］ 。
Advincula等［26］利用 SPR传感器研究了聚磺化苯乙烯（PSS）、聚磺化间苯二甲酸丙二酯（PES）、

聚［4-（3’-羧基-4’-羟基苯偶氮基）-苯磺酰氨基乙烯］（PAZO）与三种聚电解质（I-6�6-18-X�I-6�6-Me-
X�I-Do�-Pip-Me-X�分子结构如图2所示）的组装行为。实验研究了聚合物的相对分子质量、聚电解
质的浓度、离子强度、pH值等对组装的影响。发现随着组装层数的增加�入射角θ逐渐增大�反射
光强度也逐渐增大。如果在组装过程中�第一层的电荷数较少�其组装过程将偏离线性行为。实验
中组装的膜较传统的组装过程获得的膜厚�可能的原因是传统的方法在组装每一层后有一个干燥
的过程�而 SPR的组装过程中一直在水溶液中进行�高分子链更易伸展。利用 SPR传感器对自组
装过程的监测能很好地说明高分子链的构象对组装过程的影响。

Baba等［27］将 SPR传感器和电化学综合测试系统结合起来�研究了聚苯胺和聚磺化苯胺的静电
自组装过程。他们将传感片上金薄膜作为工作电极�利用循环伏安法进行了组装过程电化学分析。
随着电位的循环变化�共振角也随之变化。实验将 SPR 谱与循环伏安曲线有机结合起来�可以用
于导电聚合物薄膜的厚度、介电常数、折射系数、电化学性质以及组装动力学的研究。

图2　三种聚电解质分子结构
Figure2　Molecular strectures of three kinds of polyelectrolytes

3∙4　高分子电化学聚合反应过程的研究
由于 SPR传感器可以与电化学综合分析测试系统相连�拓宽了其应用领域�因此可以将其应

用于电化学聚合过程的研究。以聚苯胺电化学聚合为例［28］ �与上述静电自组装研究相似�在聚苯
胺的电化学聚合过程中以金膜作为工作电极�将苯胺溶于稀硫酸中�随着电化学反应的进行�聚苯
胺逐渐沉积在金膜上。实验通过聚苯胺电化学聚合过程中共振角的变化和聚合过程的循环伏安曲
线的测定�可实时监测聚合过程中聚苯胺薄膜的厚度、介电常数以及聚合的动力学过程。在聚合过
程中�随着聚苯胺薄膜厚度的增加�共振角逐渐增加。对于电化学聚合过程可以通过共振角的变化
监测薄膜的生长过程。当电位在氧化电位和还原电位之间变化过程中�可以观测到反射光强度发
生较大的变化。Bund等［29］进一步将 SPR传感器和石英晶体微天平（QCM）、电化学综合测试分析系
统结合起来�可实时监测聚吡咯电化学聚合反应过程中的反射光强度的变化、共振角的变化、石英
晶体共振频率的变化�实现了实时获得电化学聚合过程中聚合膜的质量、厚度、介电常数等变化定
量信息的目的�而且根据获得的聚吡咯薄膜的循环伏安曲线�还可对聚吡咯薄膜在水溶液中的掺
杂/非掺杂行为进行研究。
3∙5　高分子其它研究方面的应用

聚合物薄膜遇水会引起折射系数变化�在 SPR谱图上表现为共振角减小�因此可以利用 SPR
传感器研究高分子薄膜的吸水性。Green等利用 SPR传感器研究了聚氧化乙烯／聚氧化丙烯（PEO／
PPO）共聚物的吸水性［30］ 。结果表明随着 PEO在共聚物中的含量增加�材料的吸水性增加。
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在材料的表面及界面研究中�将 SPR 传感器与其它表面分析仪器相结合�更能发挥其特点和
作用。例如 Chen等［31］在研究聚原酸酯的降解过程中�采用 SPR与原子力显微镜（AFM）连用�将聚
原酸酯固定在金薄膜上�然后将不同 pH值的缓冲溶液以一定的速度在样品池中流动。随着降解
反应的进行�在 SPR谱图可观测到共振角的变化。利用 SPR传感器与 AFM连用�不但可以分析降
解的过程�而且还可以实时分析材料表面结构的变化。

另外利用 SPR传感器还可研究高分子材料在生物酶作用下的降解行为。Claire等［32］研究了聚
环氧乙烷琥珀酸酯、丁二酸-苯丙氨酸-丁二醇-苯丙氨酸共聚物、右旋糖苷水凝胶分别在脂肪酶、糜
蛋白酶、葡聚糖酶的作用下的降解行为。研究表明：随着酶浓度的增加�降解速度加快�样品薄膜的
厚度对降解速度影响较微弱。

SPR传感器还是研究某些聚合物材料表面改性效果的有力工具。Black 等［33］利用 SPR传感器
研究了以生物素（Biotin）作为末端基的聚乳酸-聚乙二醇（PLA-PEG）共聚物。这种聚合物由于分子
链末端标记有生物素基团�可以很容易利用生物素-亲合素特异性相互作用进行表面改性。实验研
究了 PLA-PEG、PLA-PEG-Biotin（聚乳酸-聚乙二醇-生物素）与亲和素的作用过程。从实验中可以看
到�对于 PLA－PEG的共聚物�PEG段可以抑制亲和素在聚合物表面的非特异性吸附�共振角的变
化非常微弱；而对于 PLA-PEG-Biotin�由于具有生物素末端基可以与亲和素进行特异性的结合�共振
角的变化较大。实验表明：在某些聚合物链的末端引入生物素基团是一种较好的表面改性方法。

另外利用 SPR传感器可进行高分子与小分子的相互作用的研究。例如�一般通常采用表面张
力、荧光分析、核磁共振等方法研究高分子与表面活性剂的相互作用。与传统研究方法相比�SPR
传感器具有无需标记样品、感应灵敏、并可进行动力学和高分子的构象分析�因此在高分子与小分
子的相互作用研究中具有独特的优势。Sarker等［34］研究了聚丙烯酸和十二烷基三甲基氯化铵的相
互作用。将不同聚合度的聚丙烯酸硫醇化固定在金传感片上�将十二烷基三甲基氯化铵溶液流经
传感片研究其相互作用。利用 SPR传感器发现聚丙烯酸和十二烷基三甲基氯化铵的相互作用可
以分为三个阶段�高分子的构象的变化是影响其相互作用的主要因素。
4　结束语

与高分子传统的研究手段相比�SPR传感器的特点非常明显。SPR 传感器不但可以进行材料
表面性质的研究�而且还可以进行固／液界面的动态作用�以及材料的吸附性能、吸水性、降解性能
的研究等。SPR传感器在高分子研究中的应用才刚开始。由于 SPR传感器具有流动的样品池�可
以进行流速、温度、离子强度、pH值等影响因素的研究。在研究的过程中可以与石英晶体微天平
（QCM）、原子力显微镜（AFM）、X光电子能谱（XPS）、椭圆偏振仪、电化学综合分析测试系统等仪器
结合起来�在高分子科学的研究中具有广阔的应用前景。SPR传感器有可能成为21世纪高分子科
学研究有力的手段之一。
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The Applications of Surface Plasmon Resonance Sensor in Polymer Science

XU Xin-hua1�HAN Ming-chuan1�CHEN Qiang2�LI Dong-guang1�YAO Kang-de1
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Abstract：The principles of surface plasmon resonance（SPR） and the current applications of SPR sensor
technique are introduced．In particular�the applications of SPR in the field of polymer science sensor are re-
viewed in details．
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