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SPT方法在纳米粒子布朗运动观测中的应用 

王绪伟，李战华 
(中国科学院力学研究所非线性力学国家重点实验室，北京 100080) 

摘要：纳米粒子布朗运动特性对 Micro-／Nano-PIV的使用和与粒子相关的物理现象的研究有重要意义。观测了 

200nm荧光粒子的布朗运动，利用单粒子追踪(SPT)算法和自编程序处理图像，获得粒子的均方位移，计算 了实验扩 

散系数 D。 为2 09×10I1。m2／s。与 Stokes—Einstein公式估计 的理论扩散系数 Dt1l相比，二者量阶一致，但实验扩散系 

数的数值偏小约5％。对相关的实验误差进行了分析。 
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Brownian motion measurement of nano particles with the SPT method 

WANG Xu—wei．LI Zhan—hua 

(LNM，Institute of Mechanics，Chinese Academy of Sciences，Beijing 100080，China) 

Abstract：The Brownian motion of nano tracer has important effects on the measurement accuracy of Mi-— 

cro一／Nano—PIV and evaluating many other parameters of the liquids．In this paper，the author tracked the tra— 

jectories of 200nm particles．Using the single particle tracking(ser)algorithm，an in—house image processing 

programe was compiled，with which the image series were processed．The experiment got a diffusion coefficent 

De D of about 2．09×10 ／s．Compared with the theoretical value Oth estimated with the Stokes—Einstein 

equ~ion，De 。is of the same order of magnitude as Dth，the deviation is about 5％ ．Related error analysis on 

several possible causes was given in this paper． 
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0 引 言 

通过对粒子(或分子)布朗运动的观测可以确定 

某些物理参量或揭示界面现象 。J，因此粒子布朗运 

动的测量一直引人关 注。粒子布 朗运动的测量方法 

很多 J。常见的方法可以归纳为两类：单粒子追踪法 

(sPT) 5_6J和固定聚焦体积法(如光子相关光谱) J。 

前者使用不同波长的激光和显微技术记录粒子运动 

序列，然后利用粒子运动轨迹计算扩散系数；后者检 

测聚焦体积内粒子光强的脉动，通过信号相关运算得 

到脉动信号的二阶自相关函数获得粒子扩散信息。 

因此后者适用于聚焦光斑体积很小或溶液浓度极稀， 

检测区内只有 1～2个粒子的情况。由于单粒子追踪 

法测量原理简单、测量浓度范围比较广、能够提取布 

朗运动在不同维度的信息，所以得到广泛应用。笔者 

拟采用此方法。 

SPT方法的理论基础是粒子扩散系数和粒子均 

方位移之间的关系l8 J： 

： 2DAt (1) 

其中 D为粒子扩散系数，△￡为观测时间间隔， 为 

粒子在 △￡时 间内的位移量 。对于二维或 三维的情 

况 ，则 (1)式右端要分别乘 以 2或 3。进一 步爱因斯 

坦根据球形粒子 的 Stokes阻力公式推导 了计算扩散 

系数的 Stokes—Einstein公式 l8 J： 

L，r 

D = (2) 
j 了【 

其中 k为波尔兹曼常数， 为绝对温度， 为流体(含 

粒子)的动力粘度， 为粒子直径。当粒子浓度小于 

5％时，粒子浓度引起的粘性变化可以忽略， 可以直 

接使用纯流体的粘度系数。 

近几 年，利用 SPT方 法 的研究 很 多。Nakroshis 

(2003)等人通过观测 1．02t~m聚苯乙烯粒子布朗运动 
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计算了 Boltzmann常数_9 J，通过对 107个粒子 的跟 踪 

统计 ，测量得到的 Boltzmann常数为 1．415(±0．04)× 

10 。J／K；Loudet(2004)借助对 1 m粒子布朗运动的 

测量得到了非各向同性介质中的球形粒子的 Stokes 

阻力_1。。；Park(2005)等人实验测量了500nm粒子布朗 

运动与温度之间的关系_2 J，实验 中 2D布朗运动测量 

的精度为4．26％。但以上研究主要集中在粒子直径 

在 500nm以上的范 围，随着微 米尺度流场 观测 的开 

展，直径更小的纳米荧光粒子被广泛地使用_l 。粒 

径的减小，粒子的光强变弱，对成像提高了要求，而且 

小粒径粒子的布朗运动更剧烈 ，加上实验观测时景深 

的限制，对实验 测量纳米粒子 的布朗运动增 加 了难 

度。笔者观测了粒径为200nm荧光粒子的布朗运动， 

然后利用 SPT方法编制图像处理软件，计算实验扩散 

系数并与理论扩散系数进行 比较 ，最后分析了实验误 

差 。 

1 实验装置与方法 

实验在 力学所 LNM 室进行 ，观测 采用 Olympus 

IX71倒置荧光显微镜，配有数值孔径 NA=1．35的 

100倍物镜。图像采集使用 Andor 885 EMCCD，像素 

为 501×502。实验 用荧光粒 子为直 径 200nm 的 

Polystyrene微球 (Duke Scientific)，粒径 的误 差小 于 ± 

5％，粒径分布的标准偏差 <10％。在超纯水中稀释 

至体积分数约为 10一。实验环境相对湿度为 80％， 

环境温度在 20～24~C，相应水 的动力粘性系数为 0．9 

×10—3～ 1×10—3Pa·S。 

实验时，将约5 L含纳米荧光粒子的溶液滴到盖 

玻片上，使用波长 520～550nm的入射光激发荧光粒 

子发光(发射波长为 615nm)，然后通过 CCD直接记录 

液滴中荧光粒子的布朗运动。连续两帧的时间间隔 

~xt取 30～lOOms的 8组不同值，其中包括图像曝光 

时问(约 5ms)和将图像向计算机传输的时间。每一 

时间间隔 At下连续拍摄 50～100帧图片 ，重复进行 3 

组实验。追踪图像中粒子的运动轨迹并统计粒子的 

方均位移，采用公式(1)可以曲线拟合得到实验扩散 

系数。 

2 图像处理方法 

采用 SPT方法对布朗运动粒子的追踪和测量 ，需 

要4个环节：图像滤波、粒子识别、粒子匹配、扩散系 

数计算。 

(1)图像滤波 

此步骤是对图像进行预处理，主要 目的是滤除灰 

度图像中的背景噪声信号并增强光斑信号。采用的 

办法是对图像的灰度矩阵 A作一个卷积运算A (n， 

)= ∑ ∑ A(f， )K( —n， 一 )。卷积核 是 

一 个大小为(2 +1)×(2 +1．)的矩阵，第 f行 列的 

元素大小为_6 J 

= 去[ (- )- ] 
(3) 

其中归一化常数K0=吉【 唧(-菱 一 

和日=[ 妻唧 丧 根信号的 
相关因子，对于随机噪声， 1。式(3)大括号中第 

一 项用来增强具有高斯强度分布特性的光斑信号，第 

二项用于滤除背景中的随机噪声。参数 e．O的值一般 

取大于粒子光斑直径的像素值，小于两个粒子间距离 

(像素值)的一半。本实验中，粒子直径为 6～8像素， 

=10～12像素即可实现图像有效滤波。 

(2)粒子识别 

滤波后图像具有较好的对比度，选择一个合适的 

灰度阈值将较亮的光斑信号和较暗的背景噪声分离， 

光斑图像灰度最大值的位置即为该粒子的空间位置。 

寻找粒子灰度最大值的办法很多，这里对二值化图像 

使用连通性检查识别粒子。为了保证识别的粒子为 

物理粒子 ，对粒子光斑形状 (长和宽)进行筛 选 ，滤除 

聚合粒子团和粒子衍射光晕等假粒子。这一方法比 

其它算法更易于理解，却能同样有效地检测光斑位 

置。得到光斑位置之后可以通过重定位，将光斑位置 

的精度提高到亚像素水平，通常使用的是光斑的质 

亡 [6] 

(4) 

其 中 0= ∑ A( +i，Y+ )，A( ，Y)为光 
I J 《 

斑图像灰度。我们采用更精确的办法，假定光斑符合 

高斯分布特性 ， 

A 唧 [- (5) 
拟合得到光斑位置( ， )。这里 可以取与滤波 

模板相 同或更小 的值。 

．J  ．，  
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(3)粒子匹配与轨迹 

对 t时刻图像中的每个光斑，寻找它们在 t+△ 

时刻图像中相应的光斑位置(匹配)，对所有帧图像重 

复这一过程获得该粒子的轨迹。这是单粒子追踪方 

法最关键的环节。最简单 的匹配方法是最小位移法 ， 

即认为 t+△ 时刻图像 中与待匹配光斑最近邻 的光 

斑为最佳匹配 。这一方法适用于粒子浓度较稀 ，而且 

时间间隔 △ 较短的场合。第二种方法假定单个粒 

子在一定时间 △ 内的位移量 服从概率l_6j 

P( l At)= 1 exp(一 ) (6) 
那么，最佳的粒子匹配使得在 △ 内Ⅳ个粒子的位移 

{ }，i=1，⋯，Ⅳ的概率 

P({剐 )：( ) (_ )()i 
为最大。这种方法适用 于粒子浓度较 大=1的情况

。 实

7 

验使用的浓度很低，使用最小位移方法，即可满足要 

求。参考区域大小与两帧之间的时间间隔△ 有关， 

为粒子最大可能位移的两倍，实验中最大参考区域取 

到 30个像素 。 

I．F．Sbalzarini(2005)l_5]提出了另一种算法，不仅 

考虑了待匹配粒子之间的距离关系，而且参考了粒子 

光斑的强度和形状，综合利用这3个因素建立一个代 

价函数可以得到更合理的结果。如果代价函数中不 

考虑光强和光斑形状等因素，该方法即退化为上述方 

法一 ：最近邻方法 。 

(4)均方位移的计算 

根据式(1)，为了获得扩散系数，首先要计算粒子 

均方位移。粒子均方位移 计算公式， 

：  (8) 
乙 nk 

X 为在k时刻，第 i个粒子在时间间隔△ 内的位移， 

nk为k时刻参与统计的粒子数。这样对不同时间间 

隔的图像序列执行上述操作，就可以得到 随 △ 变 

化的数据，进而拟合出扩散系数 D。 。。NanoSight公司 

使用这一方法时，只对同一粒子统计均方位移，即式 

(8)中不对下标 i进行求和。这样得到每个粒子对应 

的扩散系数，进而可以获得粒径分散性。考虑到所追 

踪的粒子轨迹长短不同，在实验数据处理时只统计每 

个粒子轨迹的前 6个位移量 X (k=1～6)，剩余的轨 

迹被忽略。对每个时间间隔 △ ，参与统计的粒子总 

数为 100～1000个。 

3 实验结果与误差分析 

3．1 实验结果 

使用第 2节给出的方法进行实验，然后根据第 3 

节给出的图像处理方法得到 200nm粒子的扩散系数 。 

图 1显示了重合在一起的相邻两帧图像，其中圆圈标 

出了第一张图像中的粒子，三角形为第二张图像上的 

粒子，未标出的粒子表示没有找到相应的匹配或者没 

有被识别的粒子。图 2中的数据点给 出了不同时间 

间隔 △ (横坐标)条件下，200nm粒子实验测量的均 

方位移 z。实线为根据实验点进行线性拟合得到的 

直线。由式(1)可知，该拟合直线的斜率与扩散系数 

成正比，从而实验扩散系数为 ：D⋯ =2．09×10 m2／ 

S。将实验条件 声=200nm，T 294K， =0．98×10I3 

Pa·S带入式(2)，得到理论扩散系数 D b=2．20× 

10 m2／s，可见实验值与理论值量级一致，但数值偏 

小约 5％。由于该实验使用的荧光粒子粒径误差为 

±5％，所以这一偏差应在合理的范围内。为了更全 

面地解释实验结果，下一节对实验误差进行了分析。 

图 1 20Onto粒子图像 
Fig．1 Photo of 200nl~l particles 

s 

图2 均方位移与时间问隔 △ 

Fig．2 Tire relationship between the mean square displaeement 

andintervaltimeAt 

3．2 误差分析 

3．2．1 曝光 时间 

假设时间间隔 At 由：曝光 时间 At 和传输 (含 
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等待)时间 △￡ 两部分组成，即 At。 =At +△￡p。笔 

者认为图像 中光斑 位置对应 于粒子在曝光时 间 △￡。 

内某一时刻的粒子位置。通常 At 《△￡ ，由Atp内粒 

子位置 的不确定性带来 的误差可 以忽略。由于纳米 

粒子的亮度比较低且布朗运动剧烈，实验 中 △￡。要足 

够长以方便用 CCD捕捉粒子 ，而 △￡。 。却不能太长 以 

避免大量粒子跑出焦平面，所以粒子在 △￡。内的位置 

不确定性也就成了一个影响实验测量的因素。这一 

误差表现为，在相邻两帧图像上光斑所经历的时间 

△￡ 。 不严格对应于时间间隔 △￡。 ，而是有一个偏差 

8t，且 一△￡。／2<&<At。／2，即 

At e p≈ Ate P+ & 

定义 s=— ，修正的扩散系数实验测量值为 
exp 

， 

1 一A72 1 1 一A72 1 

exp 一2 —Att—
exp 

一

2△2 exl 一2—At—exp× 

一 D。 。×(1一s+s +⋯) (9) 

根据 &的统计分析，式(9)右端括号内奇次幂的项为 

零，D 。 对 D。 作用了 s 项的修正。由于 &与曝光 

时间 △￡p有关，当曝光时间 Atp《△￡。 p即 &《△￡。 p时 

s一0，D 。 p—D。 p；当△￡p较大时，s不趋于 0，上式右 

端要对 D。 。进行修正。假设 &在定义域内服从均匀 

分布，对于 200nm粒子的实验测量，按照 At =5ms， 

At。 ：30ms，积分式(9)发现，D。 要比实际值 D 。 偏 

小约 0．23％ 。 

3．2．2 温度测量 

由于实验使用的温度探头不可能埋入到 5btL的 

实验液体中，所以测量温度和实验液体的温度并不完 

全相同。液体粘度随温度的变化可以导致布朗运动 

的测量误差。粘度与温度的关系可以表示为： ：A 

×10尚 ，其中 A、B、C是物性常数[ 。对 于水介质 ， 

A、B、C分别为：2．414×10～、247．8、140，代入式(2) 

D =而kT ×10一 (10) 

假设室温为 20~C，当测量温度比实验液体的实际温 

度偏低 1 oC就会引起实验扩散系数比理论扩散系数 

偏小 0．5％。因此待测样 品局部 的温度测量 与控制 

显得非常重要。 

3．2．3 焦平面厚度 

显微镜 的焦平面厚度是 2维跟踪产生误差的另 

一 个重要的影响因素。物理粒子在 3维空间内运动， 

而 CCD在垂 直焦平面 的 z向的观测范 围 由景深决 

定。当使用 100X物镜时，景深 △z一2btm，而在焦平 

面内的观测范围是 80btm×80btm。这一不对称性导致 

那些在 z方向有较大位移的粒子不能参与统计。如 

图 3所示，某粒子在 t0时刻的位置为 P，则在 t0+△￡ 

时刻，它的位置可能是 3维空间的任意位置，如 P 或 

者 p"o而焦平面之外的 P 位置的粒子因灰度值较 

小，在统计过程中易被忽略。因此由于观测空间的不 

对称性可以引起位移均方值 偏大，使得测量扩散系 

数偏大。 

由上述分析可以看出，实验曝光时间与间隔时间 

的比引起扩散系数实验测量值 的误差与 s的 2次方 

成正比，所以对于更小粒径粒子 的布 朗运动测量 ，曝 

光时间与间隔时间的比是一个重要影响因素。其次， 

曝光时间和温度都有可能引起实验扩散系数小于理 

论值，这可能是本实验的部分误差来源。而景深的影 

响会导致实验扩散系数比理论扩散系数偏大，由此， 

实验扩散系数小于理论扩散系数的可能原因是曝光 

时间或温度测量 的不准确性。 

图 3 景深影响示意图 

Fig．3 Sketch forthe effects ofthe depth  offield Oil 

nleasurenlent results 

4 结 论 

详细描述了用于粒子布朗运动观测的单粒子追 

踪法 (SPT)的数据处 理技 术 ，并使 用该方 法观测 了 

200nm荧光纳米粒子布朗运动，使用粒子的粒径远小 

于现有同类研究使用的 500nm粒子。实验得到的扩 

散系数为2．09×10 m2／s，而相应的实验条件下的 

理论扩散系数为 2．2×10 m2／s。可见实验测量 的 

扩散系数与理论值量级一致，但数值偏小约 5％。分 

析了曝光时间、景深、温度测量等因素对实验测量的 

影响 ，其中曝光时间与间隔时间之比太 大、以及温度 

测量偏低都会引起实验扩散系数小于理论值。这一 

误差分析也为进一步开展相关的测量工作和研究与 

粒子布朗运动相关的其他物理问题积累了经验。 

(下转第 100页) 
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种主、被动边界层控制装置转捩起始位置的移动；油 

流技术用来获取模型表面流线信息；边界层控制装置 

及模型产生的详细激波系分析用纹影技术来完成。 

边界层被动调控结果已用于选择 Hyper．X马赫数 7 

飞行器最终采用的边界层调控构型及其高度，并已成 

功进行了飞行试验。 

边界层主动控制研究筛选了 l4种吹气构型，结 

果显示所有构型对产生转捩起始位置移动都是有效 

的。吹气压力比为5时，刚好能确保喷口声速射流条 

件；为了将转捩起始位置移动到边界层控制装置附 

近，从而提供有效的调控，需要 4O或更高的压力比； 

锯齿槽构型产生有效的转捩移动需要的吹气压力比 

最小；单排较大孔排列的 H4构型是圆孔概念中最好 

的。试验研究结果表明用于高超声速吸气式飞行器 

的主动边界层控制方法是可行的。 
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