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摘要：研制出了一种采用微硅片对准技术和微硅片狭缝的新型微型分光光度计。采用 ＭＥＭＳ工艺制造出了体积小、精

度高的微硅片对准机构和微硅片狭缝，并且对其性能进行了分析和论证。同时对影响分光光度计线性度精度的样品池

的光学特性进行了分析，推导出了透射光强与样品池的折射率、被探测介质的折射率关系式，并进一步分析因折射率引

起光强的变化对吸光度的影响。实验结果表明，该微型分光光度计可以分辨出介质折射率相差０．０１介质，同时参比介

质的不同仅仅对ＡＣ曲线产生平移，而对相关系数和斜率无任何影响，通过对实验数据的计算得到以空气和蒸馏水两

种折射率的介质为参比时的系统相关系数都大于０．９９９，说明所研制的基于 ＭＥＭＳ技术的微型分光光度计具有高度显

著线性相关性。
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ＭＯＥＭＳ

１　引　言

　　分光光度计是一种重要的光谱分析仪器，在

物理学、化学、生物学、医学、材料学、环境科学、化

工、医药、环境检测、冶金、高分子等方面都有广泛

的应用。该仪器集成了各学科领域的先进技术成

果，尤其是伴随着 ＭＥＭＳ技术的飞速发展，使得

未来的仪器可以把微光学器件、微结构、微传感

器、微致动器、信号处理器等集成在一起，能够对

外界的各种物理、化学、生物等各种信号进行实时

采集、处理、操作和控制的智能化信息系统［１］。微

型分光光度计较传统的大型的分光光度计具有体

积小、携带方便、价格低，易于家庭化普及等优点，

尤其ＵＳＢ接口的采用，可以充分利用计算机的资

源，为微型分光光度计的远程式、网络化、无线操

作、实时动态在线监测、数据的共享等提供了广阔

的应用空间。在生物技术、生命科学突飞猛进的

今天，大量需要快速测量的任务涌现出来，如酶

动力学反应、生化过程研究等，都为微型化分光

光度计的发展提出了迫切的要求。微型分光光度

计研制是在保证分辨精度、波长重复性、波长准确

度的情况下［２］，考虑系统的集成化、小型化，同时

还需要对吸光度线性度有更高的要求。本文结合

ＭＥＭＳ技术研制出了微硅片对准机构和采用微

硅片狭缝微小型光谱仪，并对样品池的光学特性

进行了一定的分析，通过理论分析被测介质的折

射率对透射光强的影响，进一步测试和分析了折

射率对透射强度、吸光度的影响。

２　系统的基本组成和关键技术分析

　　微型分光光度计是光、机、电、算一体化，结合

ＭＥＭＳ工艺研制出的新型光电探测系统。本文

中微型分光光度计采用的是后分光技术，便于全

光谱实时分析和杂散光的有效抑制。由于采用微

硅片狭缝具有平直性好、窄宽一致性好等特点，当

强的复色信号光会聚于狭缝时，背景光弱的很多。

因此，来自外界的背景光对测试结果影响很小，在

进行测试时可以不需遮光，可以敞开样品室进行

开放式测量，这给测量带来了极大的方便，同时也

更适用于多样品池、流动池的分析与测量［３］。

２．１　系统的构成和基本工作原理

系统的组成如图１所示，可以分成四部分：第

一部分是光源耦合系统，主要是把钨卤灯或氘灯

光源发出的光通过透镜组，耦合到光纤中。第二

部分是样品室分析系统，又称微流体分析系统，通

过微透镜或自聚焦透镜把光纤传出的光进行准

直，使其近似平行地透过被分析样品，之后再经过

透镜耦合到光纤中。第三部分是光谱分析系统，

主要是把样品池透射出来的光耦合到光谱分析系

统中，并进行准直、色散分光、成像、数据处理等。

系统的工作原理是基于朗伯比尔定律（Ｌａｍｂｅｒｔ

Ｂｅｅｒ’ｓＬａｗ），其表达式如下
［４］：

犃＝ｌｏｇ（犐０／犐ｔ）＝ε犫犆， （１）

式中，犃为吸光度，犐０ 为入射辐射强度、犐ｔ为透过

辐射强度，犫为吸收层厚度，犆为吸收物质的摩尔

浓度，ε为摩尔吸光系数。

图１　微型分光光度计的系统结构图

Ｆｉｇ．１　Ｍｉｎｉｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒｓｙｓｔｅｍ

２．２　有关 犕犈犕犛关键技术分析

２．２．１　采用 ＭＥＭＳ技术的微定位器

微硅片具有体积小、精度高、易于批量化制作

的特点，采用微硅片进行定位是定位技术发展新

方向之一。其原理是利用 ＭＥＭＳ精密加工技术

在硅基底或其它材料基底上加工出定位槽。槽的

形状根据实际需要而定，本系统中槽的形状为Ｖ

型，可以限制光学元件的四个自由度，仅剩光轴方

向的移动和绕光轴方向的转动两个自由度，前者

可以用来调整光学元件之间的距离以达到最佳光

学性能，后者因光纤和透镜为同轴光学系统，故没

有任何影响。ＭＥＭＳ定位器的定位精度可以达

到０．１μｍ，可满足光学元件的定位要求。

根据透射光谱的范围要求，对光纤和透镜材
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料的选择有一定的要求，本系统中微透镜材料选

用熔融石英，光纤选用 ＵＶＶＩＳ光纤，其中前者

的透射波长范围为１８５～２５００ｎｍ，后者的透过

的波长范围为１８０～１１５０ｎｍ。图２是采用

ＭＥＭＳ技术的样品室光探测系统的实物图，在

（ａ）图中，两端是光纤连接器，可以是ＳＴ／ＦＣ／

ＳＭＡ类型，本系统中采用是高功率传输比的

ＳＭＡ９０５连接器。（ｂ）图中可以看出微硅片定位

器的尺寸为３２ｍｍ×１８ｍｍ×１ｍｍ，中间孔的尺

寸由所采用的样品池的尺寸决定。可见采用光

纤、微透镜和微硅片定位技术为核心的光探测系

统为微流控芯片的发展提供了一个通用的平台，

利用这个平台可以为微流控芯片提供一种非接触

的可靠分析方法。

（ａ）样品池光探测全体图

（ａ）Ｗｈｏｌｅｖｉｅｗｏｆｔｈｅｏｐｔｉｃａｌｄｅｔｅｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

（ｂ）样品池光探测局部放大图

（ｂ）Ｐａｒｔｖｉｅｗｏｆｔｈｅｏｐｔｉｃａｌｄｅｔｅｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

图２　样品池光探测系统

Ｆｉｇ．２　Ｍｉｎｉｓａｍｐｌｅｏｐｔｉｃａｌｄｅｔｅｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

２．２．２　采用 ＭＥＭＳ技术的微型光纤光谱仪

微硅片狭缝是采用 ＭＥＭＳ技术加工出来的

一体化超薄式狭缝［２］，结构如图３所示。（ａ）图为

微硅片狭缝的下表面图，放大倍率是３７．４倍，看

出一体化的狭缝在低倍率扫描电镜下是非常平直

的缝隙；（ｂ）图是微硅片狭缝的正面视图，放大倍

率是７００倍，可以看出狭缝的两个刀口的平直性

和侧面很 好。光 谱仪 的光路［２］采用 Ｃｚｅｒｎｙ

Ｔｕｒｎｅｒ结构，探测器采用的是阵列式探测器。

（ａ）微硅片狭缝的下表面

（ａ）Ｕｎｄｅｒｓｕｒｆａｃｅｏｆｔｈｅｍｉｃｒｏｓｉｌｉｃｏｎｓｌｉｔ

（ｂ）微硅片狭缝的刻蚀表面的正视图

（ｂ）Ｕｐｐｅｒｓｕｒｆａｃｅｏｆｔｈｅｍｉｃｒｏｓｉｌｉｃｏｎｓｌｉｔ

图３　微硅片狭缝

Ｆｉｇ．３　Ｍｉｃｒｏｓｉｌｉｃｏｎｓｌｉｔ

２．２．３　样品池光探测和微型光纤光谱仪的组合

比色杯可以用传统的石英、玻璃材料，也可以

采用有机塑料，例如ＰＭＭＡ、ＰＤＭＳ
［５］，本系统中

采用的ＰＤＭＳ具有较高的生物兼容性和宽的波

长透射范围。图４是样品池光探测系统和微光谱

分析系统。

其中微小型光纤光谱仪是把文献［２］提到的

光谱仪和数据采集电路集成在一起，其封装尺寸

为７０ｍｍ×５３ｍｍ×３２ｍｍ，通过ＵＳＢ接口直接

和计算机相连，可以充分利用计算机的资源，为微

型分光光度计的远程式、网络化、无线操作、实时

动态在线监测、数据的共享等提供广阔的应用空间。

３　样品池光学特性分析

　　造成透射光强犐ｔ 变化的除散射、介质的吸

光，还有界面间的反射、透射损耗等，这些都会造
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图４　样品池光探测系统和微光谱分析系统

Ｆｉｇ．４　Ｍｉｎｉｓａｍｐｌｅｏｐｔｉｃａｌｄｅｔｅｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍａｎｄｔｈｅ

ｍｉｃｒｏｏｐｔｉｃａｌａｎａｌｙｚｉｎｇｓｙｓｔｅｍ

成偏离朗伯比尔定律，下面针对这些因素造成的

影响进行一定的分析。

３．１　正入射光线对透射光强的影响分析

当电磁波从一种介质传播到另一种介质时，

由于介质表面的物理性质不同，造成电磁场在界

面上不连续［６，７］。由菲涅耳相关理论可以得知，

当入射角小于４５°时，反射比ρ狀 几乎不变，与正入

射时相近［６］，其反射比

ρ狀＝
狀－１
狀＋（ ）１

２

， （２）

其中狀＝狀２／狀１，

在本设计中，透过样品池的光线几乎是正入

图５　样品池的光学特性

Ｆｉｇ．５　Ｓａｍｐｌｅｃｅｌｌ’ｓｏｐｔｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

射，入射角均小于４５°，光学特性如图５所示。在

两界面上的反射率均为ρ狀，因光在界面１上的反

射造成的入射光强变化值：

Δ犐０＝犐０ρ狀， （３）

所占入射光强百分比

Δ犐０
犐０
＝ρ狀， （４）

因光在界面２上的反射造成的透射光强变化

值为：

Δ犐ｔ１＝犐ｔ（１－ρ狀）ρ狀， （５）

所占透射光强百分比

Δ犐ｔ１
犐ｔ
＝（１－ρ狀）ρ狀， （６）

３．２　倾斜光线对透射光强的影响分析

后分光光度计对宽光谱段进行准直时，由于

像差的存在，透过样品池的光线必然倾斜，下面就

对倾斜光线对透射光强的影响进行分析。样品池

可以看作一个平行平板，如图５所示。由平行板

的侧向位移［７］

　　Δ犜＝犇犌＝犇犈ｓｉｎ（犐１－犐１′）＝

犱
ｃｏｓ犐１′

ｓｉｎ（犐１－犐１′）， （７）

同时因为

狀１ｓｉｎ犐１＝狀２ｓｉｎ犐１′， （８）

代入式（７）得

Δ犜＝犱ｓｉｎ犐１（１－
狀１ｃｏｓ犐１

狀２２－狀
２
１ｓｉｎ

２犐槡 １

）， （９）

轴向位移

　Δ犔＝
Δ犜
ｓｉｎ犐１

＝犱（１－
狀１ｃｏｓ犐１

狀２２－狀
２
１ｓｉｎ

２犐槡 １

）， （１０）

式中，狀１ 样品池侧壁的折射率、狀２ 为待测介质的

折射率、犱是样品的沿光线传播方向的距离。

可见，对侧向位移Δ犜 和轴向位移Δ犔 有影

响的参数有狀１、狀２、犐１和犱，在实际的分光光度计

中，犱 是固定的，大多数的分光光度计的犱 为

１０ｍｍ，小型化的仪器为６ｍｍ左右。对系统的

光强变化有直接影响的是侧向位移Δ犜，仅对Δ犜

的影响参数进行一定的分析。Δ犜 随着狀２、犐１ 的

变化的关系曲线如图６所示，其中样品池的折射

率狀１＝１．４５，犱＝６ｍｍ。

由图６中可以看出：

Ａ．当被测试介质（液体或空气）的折射率狀２

和样品池的折射率狀１ 的相差越大时，光斑的侧向

位移越大。

Ｂ．当光线倾斜角犐１ 越大，光斑的侧向位移越

大。

对于一个已经制备好的分光光度计而言，犐１

已经固定，由公式（９）、（１０）和图６看出，任何和样

品池折射率不同的介质都会造成光斑的侧向位

移，但是当参比介质的折射率和被测试介质的折

射率接近时，会使得两者的侧向位移相近，但是实

际测试中很难找到两种折射率一致的物质，因此
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—，犐１（０．１°）；— —，犐１（０．２°）；－－－，犐１（０．５°），—

·—，犐１（１°）；——，犐１（２°）

图６　侧向位移Δ犜和犐１、狀２ 的关系曲线

Ｆｉｇ．６　Ｗｈｅｎ狀１＝１．４５，ｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎ犐１，狀２

ａｎｄΔ犜

需要分析侧向位移对透射光强的影响。假设出射

光斑的光照度（光强）沿径向方向是均匀分布，且

本系统中近轴视场光阑和光斑的初始位置重合，

如图７中白色光斑所示。

图７　透射光斑的侧向位移原理图

Ｆｉｇ．７　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｄｌｉｇｈｔ

ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ

当有侧向位移时，就会有部分光斑“溢出”，从

而造成光强的变化，“溢出”部分如图７中阴影部

分所示，其面积经数学推导结果为

　Δ犛＝（π－２ａｒｃｃｏｓ
Δ犜
２犚
）犚２＋Δ犜 犚２－（

Δ犜
２
）槡
２ ，

（１１）

光斑的总面积

犛＝π犚
２， （１２）

“溢出”部分光斑势必会造成能量的变化，能

量的变化率就可以简单地表示成“溢出”部分光斑

面积和总面积的比值，即

Δ犐ｔ２
犐ｔ
＝
Δ犛
犛
， （１３）

把式（１１）（１２）代入上式可得

Δ犐ｔ２
犐ｔ
＝

（π－２ａｒｃｃｏｓ
Δ犜
２犚
）犚２＋Δ犜 犚２－（

Δ犜
２
）槡
２

π犚
２

，（１４）

根据上式作出透射光强的变化率和光线的侧向位

移Δ犜、光斑的半径犚的关系图，如图８所示。其

中Δ犜在－１～１μｍ之间变化，犚在０．２～１０ｍｍ

之间变化。

图８　Δ犐ｔ２／犐ｔ和Δ犜，犚关系图

Ｆｉｇ．８　ＲｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎΔ犜，犚ａｎｄΔ犐ｔ２／犐ｔ

由图８可以看出Δ犜 越小、犚越大则Δ犐ｔ２／犐ｔ

越小。三者之间存在制约关系，任何一个参数的

选择应该综合考虑其它两个参数的变化是否在系

统的承受范围之内。但是从图８中可以看出一系

列明显的拐点，即变化的陡峭点。这些拐点是仪

器的微型化与仪器光学性能之间的一个平衡点，

是参数优化配置的一个重要参数。由图８中可以

看出，当犚＝１ｍｍ，Δ犜＝１μｍ时，Δ犐ｔ２／犐ｔ会突然

变化，此点即为拐点之一。

３．３　光强变化对吸光度的影响

当入射光强犐０ 变化Δ犐０，透射光强犐ｔ 变化

△犐ｔ时，对应的吸光度犃变化Δ犃 时，那么朗伯

比尔方程变为

犃＋Δ犃＝ｌｏｇ（犐０－Δ犐０）－ｌｏｇ（犐ｔ－Δ犐ｔ）， （１５）

对上式微小量Δ犐ｔ、Δ犃求微分整理得：

Δ犃＝－
Δ犐０
犐０
＋
Δ犐ｔ
犐ｔ
， （１６）

其中

Δ犐ｔ＝Δ犐ｔ１±Δ犐ｔ２， （１７）

Δ犐ｔ
犐ｔ
＝
Δ犐ｔ１
犐ｔ
±
Δ犐ｔ２
犐ｔ

， （１８）

由上述分析可以有下推论：

（１）由于参比溶液的折射率和被测试介质的

折射率不同，必然造成吸光度和浓度之间的关系

拟合曲线（ＡＣ曲线）不过原点，两者相差越大，与

原点的距离Δ犃越大。
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（２）仅对各个点的犃“平移式”增加，即采用不

同的参比溶液，两者之间的平移量不同，但是不会

对线性度、ＡＣ曲线斜率有影响。

（３）在入射光强相同并且被测介质一般吸收，

当被测试介质的折射率和样品池的折射率越近，

透射光强越大。当两种被测介质的透射光强相比

时，透射比是否超过１００％，取决于两者的折射率

和样品池的折射率的接近状况。

４　吸收光谱实验和分析

４．１　介质折射率不同的透射光强的测试

用所研制的微型分光光度计测试三种不同折

射率的介质的光谱如图９所示，其中三种介质在

λ＝７５０ｎｍ附近属于一般吸收。由图９可以看

出，三者的透射光强关系为犐ｔＡｉｒ＜犐ｔＷａｔｅｒ＜犐ｔＣｏＣｌ
２
，

具体数据见表１，随着被测试介质折射率和样品

池的折射率的接近，透射光强犐ｔ也增加，验证了

３．３中论述和分析。此现象已经超越朗伯比尔

定律的解释范围，但是属于正常的测试现象。同

时可以利用此规律测试未知介质的折射率，表１

可以看出，本系统可以测试折射率相差０．０１的两

种介质。

图９　不同介质在７５０ｎｍ附近光谱

Ｆｉｇ．９　Ｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｄｉｕｍｎｅａｒ７５０ｎｍ

表１　不同介质的折射率和透射光强

Ｔａｂ．１　Ｒｅｆｒａｃｔｉｖｅｉｎｄｅｘａｎｄｔｈｅｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｄ

ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｄｉｕｍ

Ｍｅｄｉｕｍ Ａｉｒ Ｗａｔｅｒ ＣｏＣｌ２

狀２ １ １．３３２６１ １．３４２１

犐ｔ（λ＝７５０ｎｍ） １７８６ ２０９６ ２１４１

４．２　线性吸光度溶液的测试和分析

线性吸光度溶液采用的国家标准物质中心调

配的ＣｏＣｌ２ 稀酸溶液
［８］，吸收光谱如图１０所示，

其中参比溶液为蒸馏水。由图１０可以看出体系

的测试吸收峰值和理论值５１０ｎｍ基本吻合。当

相对浓度较大时，溶液的吸光度也较大，由布格

朗伯比耳定律知透过溶液的辐射强度将会很弱，

此时系统的随机噪声对系统的的测试影响较大，

故图１０中吸光度较大时吸光度的工作曲线不平

滑。当选择不同参比溶液时，ＣｏＣｌ２ 吸光度值如

表２所示。可见由参比的不同造成了吸光度的不

同，对ＡＣ曲线的线性度影响见下面分析。

图１０　ＣｏＣｌ２ 吸收光谱

Ｆｉｇ．１０　ＣｏＣｌ２ａｂｓｏｒｂｉｎｇｃｕｒｖｅｓ

表２　ＣｏＣｌ２ 吸光度数据表

Ｔａｂ．２　ＡｂｓｏｒｂｅｎｃｙｏｆＣｏＣｌ２

Ｒｅｌａｔｉｖｅ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

Ａｂｓｏｒｂｅｎｃｙ
（ＷａｔｅｒａｓＲｅｆｅｒｅｎｃｅ）

Ａｂｓｏｒｂｅｎｃｙ
（ＡｉｒａｓＲｅｆｅｒｅｎｃｅ）

３．２ ０．２６８９４ ０．１７８６０

８．０ ０．６７１３６ ０．５７５８０

１０ ０．８３７７９ ０．７４８７７

１４ １．１９２７４ １．１１３３９

１８ １．５０９０１ １．４１６２２

对ＡＣ曲线进行一元线性回归，令其方程式

为

狔^＝犪＋犫狓， （１９）

式中狔^为吸光度回归值，狓为相对浓度值，犪、犫为

回归系数，其具体表达式参见文献［９］。把表２中

的数据带入文献［９］相关公式，计算的结果如表３

所示，其中狉为相关系数，σ为残余标准差，犖２为

自由度。也可以利用ｏｒｉｇｉｎ软件进行相关计算和

绘图，做出的直线拟合曲线如图１１所示。由表３

和图１１可以看出，尽管以空气为参比时的吸光度

整体都比水为参比时的吸光度小，但是线性相关

系数狉和ＡＣ直线斜率犫几乎一样，进一步说明

了因被测介质折射率变化引起的透射光强的变化
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对系统的吸光度犃 的影响仅仅限于Δ犃，并且当

参比介质和被测介质的折射率越接近，Δ犃越小，

如表３中犪值。同时说明参比介质和被测介质的

折射率越接近时，ＡＣ曲线将是一条过原点高度

线性相关的直线，且相应的回归残余标准差越小

（σ＝０．００９３１）。对于一元线性回归方程而言，当

自由度为３、显著水平为０．００１时，其临界值

狉（０．００１；５－２）＝０．９９１２
［１０］。本 系 统 中狉＞

狉（０．００１；５－２），故系统的线性相关性为高度显著

相关。

图１１　ＣｏＣｌ２ 工作曲线

Ｆｉｇ．１１　ＣｏＣｌ２ｗｏｒｋｉｎｇｃｕｒｖｅｓ

表３　ＣｏＣｌ２ 吸光度线性拟合表

Ｔａｂ．３　ＬｉｎｅａｒｆｉｔＡｂｓｏｒｂｅｎｃｙｏｆＣｏＣｌ２

Ｐａｒａｍｅｔｅｒ
Ａｂｓｏｒｂｅｎｃｙ

（ＷａｔｅｒａｓＲｅｆｅｒｅｎｃｅ）
Ａｂｓｏｒｂｅｎｃｙ

（ＡｉｒａｓＲｅｆｅｒｅｎｃｅ）

犪 －０．０００８１ －０．０９２８６

犫 ０．０８４２８ ０．０８４５３

狉 ０．９９９８６ ０．９９９５９

σ ０．００９３１ ０．０１５７９

犖－２ ３ ３

５　结　论

　　基于ＭＥＭＳ技术研制出了具有体积小、分辨

率高、高度线性相关的微型分光光度计。采用

ＭＥＭＳ技术的微硅片狭缝、微定位器，具有体积

小、精度高、易于批量化制作的特点，克服传统机

械加工的诸多缺点。通过对样品池光学特性的进

行分析，论证了被测试介质的折射率对透射光强

和吸光度的影响，为相关的实验测试提供了理论

指导。最后通过对透射光强的测试结果表明，该

微型分光光度计可以分辨出折射率相差０．０１的

两种介质，为该系统在测试分辨率方面提供了应

用前景。同时通过测试以空气和蒸馏水为参比溶

液时ＣｏＣｌ２ 稀酸溶液的吸光度，进一步验证了关

于被测介质折射率变化对吸光度犃的影响，仅仅

限于Δ犃，而与ＡＣ斜率无关，并且结果显示两者

的相关系数狉都大于０．９９９，属于高度显性相关，

这为基于 ＭＥＭＳ的微型生化分析仪提供了一个

高度线性相关光度分析平台。尤其是光纤和

ＭＥＭＳ技术的结合，为微型分光光度计远程式、

网络化、无线操作、实时动态在线监测、数据的共

享等提供了广阔的应用空间。
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