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Fluorescence Enhancement on Silver Nanoplate at the Single‐ and 
Sub‐Nanoparticle Level  

Yangbin Shen,a,b Ting He,a,c Wenhui Wang,a,c Yulu Zhan,a,c Xin Hu,a,b Binfang Yuana and Xiaochun 
Zhou*,a 

The  fluorescence  intensity  of  fluorescent molecule  could  be  strongly  enhanced  when  the molecule  is  near  a metal 

nanoparticle. Hence, fluorescence enhancement has a lot of applications in the fields of biology and medical science. It is 

necessary to understand the mechanism for such attractive effect, if we intend to develop better materials to improve the 

enhancement. In this paper, we directly image the diverse patterns of fluorescence enhancement on single Ag nanoplates 

by super‐resolution microscopy. The  research  reveals  that  the edges or  tips of Ag nanoplate usually show much higher 

ability of  fluorescence  enhancement  than  the mid part.  The  spatial distribution of  fluorescence  enhancement  strongly 

depends on  the  size of Ag nanoplate as well as  the angle between Ag nanoplate and  incident  light. The experimental 

results  above  are  essentially  consistent  with  the  simulated  electric‐field  by  the  theory  of  localized  surface  plasmon 

resonance (LSPR), but some irregularities still exist. We also find that fluorescence enhancement on small Ag nanoplate is 

mainly due to in‐plane dipole plasmon resonance, while the enhancement on large Ag nanoplate is mainly due to in‐plane 

quadrupole plasmon resonance. Furthermore, in‐plane quadrupole resonance of large plate has higher ability to enhance 

the  fluorescence signal  than  in‐plane dipole plasmon  resonance. This  research provides many valuable  insights  into  the 

fluorescence enhancement at the single‐ and sub‐nanoparticle level, and will be very helpful in developing better relevant 

materials. 

1. Introduction 

The  fluorescence  intensity  of  fluorescent molecule  could  be 

enhanced up  to 100  times when  the molecule  is adjacent  to 

metal  nanoparticles.1  Such  attractive  effect  is  very  useful  in 

detecting  low  concentration  or  single  fluorescent molecules, 

which  are  widely  used  as  labels  in  biology2‐6  and  medical 

science.7‐10  Fluorescence  enhancement  already  has  some 

related  applications,  such  as  the detections of RNA,11  cancer 

cell,9,  12,  13  immunoassay7  and  protein.4,  14  The  enhancement 

can  make  these  applications  work  at  lower  cost,  faster 

detection  rate,  higher  sensitivity  etc.  However,  the 

fluorescence enhancement factor is far less than 100 times for 

most of cases. 

It  is  necessary  to  understand  the  mechanism  for  such 

attractive effect,  if people  intend  to develop better materials 

to  improve  the  enhancement.  But  the  mechanism  of 

fluorescence  enhancement  is  actually  very  complicated. 

Usually, fluorescence enhancement can be attributed to three 

mechanisms  including  local  enhanced  electric‐field,15  surface 

plasmon‐coupled  emission,16  and  increased  radiative  decay 

rate of fluorescent molecule.17 In addition, some other factors, 

such  as  collection  efficiency  of  the  far‐field  light  in  the 

experimental  geometry,  also  can  induce  fluorescence 

enhancement.  

 Hence,  fluorescence  enhancement  is  highly  sensitive  to 

many parameters, such as composition, size, shape, sharpness 

of nanostructure, environment surrounding the nanostructure, 

distance to nanoparticle, and so on. Among these parameters, 

the  structure  of  nanoparticle  has  already  been  studied  by 

many researchers due to its high significance.18‐23 For example, 

the  spherical  nanoparticle,24  triangular  nanoplate,18,  19 

nanorod,25‐27  nanowire,20  core‐shell  structure21‐23  etc28  have 

been  proved  to  be  effective  in  fluorescence  enhancement. 

Furthermore,  the  fluorescence  intensity  could  be  enhanced 

more  dramatically,  when  a  nanoparticle  was  coupled  with 

another nanostructure in a short distance.29‐31 

If the spatial distribution of fluorescence intensity is clearly 

resolved  on  a  single  nanostructure,  we  can  understand  the 

mechanism  of  fluorescence  enhancement  better.  Currently, 

the  pattern  of  fluorescence  enhancement  usually  can  be 

obtained by the simulation according to the theory of localized 

surface plasmon  resonance  (LSPR).15, 32, 33  The  simulation  can 

predict the fluorescence enhancement, which is dependent on 

the local intensity of electric field. According to the simulation, 

we know that the electric field is unevenly distributed around 
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2.2. Spatial Distribution of Fluorescence Intensity on a Single 
Ag Nanoplate 

Although  Figure  1d  presents  the  positions  of  resorufin 

molecules,  it can’t give  the accurate  fluorescence  intensity of 

them.  Since  the  fluorescence  intensity  is  the  number  of 

photons within a unit time, its calculation needs to obtain both 

the number of photons and  the  corresponding duration  time 

of  emission.  However,  fluorescent  molecule  usually  is  not 

always  emissive  in  the  first  frame  and  last  frame  of  on‐time 

(Figure  2a).  Therefore,  the  first  frame  and  last  frame  of  on‐

time  can’t  be  taken  into  account  in  fluorescence  intensity 

calculation. That  is  to  say only  the  frames  in  the mid part of 

on‐time can be used to calculate the fluorescence intensity. 

 

In order to calculate the fluorescence intensity of the single 

resorufin molecules, only the events with more than 2 on‐time 

frames,  i.e. Nframe ≥ 3, will be selected out for further analysis 

(Figure  2a).  Then,  the  mid  frames  of  on‐time  (red  dots  in 

Figure 2a) are combined together to one frame, which is fitted 

by  a  two  dimensional  Gaussian  function  to  calculate  the 

fluorescence  intensity  of  single  resorufin  molecule.  The 
intensity of each molecule will be divided by the number of 
mid frames in on-time. At  last,  the  positions  of  the  single 
resorufin molecules are plotted with  their  intensity  in  Figure 

2b.  The  spatial  range  of  the  intensity will  be  extended  to  a 

round, whose center and radius are the position and the error 

bar  of  position  from Gaussian  fitting  as  shown  in  Figure  2b, 

respectively.  If  there  is  overlapping  between  neighbour 

molecules, the maximum intensity will be used. 

Figure  2b  shows  that  the  fluorescence  intensity  is  not 

evenly distributed on a single Ag nanoplate with  the size ~70 

nm (edge length). Some “hot spots”, which are near the edges 

and tips, have much higher fluorescence intensity than others, 

indicating stronger local fluorescence enhancement effect. For 

example,  Figure  2b  shows  that  the bottom of  the nanoplate 

has  the  strongest  fluorescence  intensity, which  is  ~12  times 

higher  than  the weakest  location. By overlapping  the  relative 

intensity of  three  single Ag nanoplates, more “hot  spots” are 

localized  in Figure 2c. So we achieve  the challenging work of 

directly  imaging  the  “hot  spots”  for  the  fluorescence 

enhancement  on  a  single  nanoparticle  at  sub‐nanoparticle 

accuracy.  

Figure 2d shows that the simulated pattern of electric‐field 

intensity  essentially  agrees with  the  pattern  of  fluorescence 

intensity  in  Figure  2b  and  c.  For  example,  fluorescent 

molecules at  the positions 1’ and 2’  in Figure 2d have higher 

fluorescence  intensity,  which  is  similar  as  those  at  the 

positions  1  and  2  in  Figure  2c.  So  the  fluorescence 

enhancement  on  single  Ag  nanoplate  is  mainly  due  to  the 

enhanced electric field by LSPR.  

However,  the  simulation  in  theory  cannot  predict  all  the 

positions with higher  fluorescence  intensity.  For  an example, 

electric‐field  intensity  at  the  positions  3’  in  Figure  2d  is  not 

very  high, while  fluorescent molecules  at  the  positions  3  in 

Figure  2c  have  the  highest  fluorescence  intensity.  This 

phenomenon  is  actually  observed  in  many  other  single  Ag 

nanoplates (Figure S11). So there should be other factors, such 

as  the  orientation  of  molecule,  more  structure  details, 

environment surrounding the nanostructure etc, affecting the 

local  fluorescence  intensity  at  the  single nanoparticle  level.16 

Further work  needs  to  be  done  to  reveal  the mechanism  of 

such kind of  fluorescence enhancement. Therefore,  this work 

not only strongly supports the prediction from the simulation, 

but also reveals that there are other factors strongly affect the 

fluorescence enhancement, simultaneously. 

2.3. Size  and  Spectrum  Dependent  Fluorescence 

Enhancement on Single Ag Nanoplate. 

In  order  to  study  the  size  dependent  fluorescence 

enhancement,  it’s necessary  to obtain  the  size of each  single 

Ag nanoplate first. Unfortunately,  it  is very difficult to directly 

measure  the  size  of  a  single  Ag  nanoplate  on  glass  slide  in 

microfluidic reactor. In this paper, the size of Ag nanoplate was 

measured by the profile of single nanoplate in super‐resolution 

imaging.  On  the  other  hand,  people  are  also  interested  in 

spectrum  dependent  fluorescence  enhancement.  In  order  to 

measure the LSPR spectra of many single Ag nanoplates more 

efficiently,  we  developed  a  homebuilt  spectrometer  to 

massively  screen  the  spectra  of  many  single  Ag  nanoplates 

during  one  time  of  measurement  (SI‐6).  Actually,  size  and 

spectrum  dependent  fluorescence  enhancement  have  very 

close  relationship,  since  the  LSPR  spectrum  of  Ag  nanoplate 

has strong correlation with its size (SI‐8).51, 52 

In  common  research,  the  fluorescence  enhancement  can 

be expressed as, 

free

I
r

I
                         (1) 

Where  r  is  fluorescence  enhancement  factor,  I  is  the 

fluorescence intensity of single molecule in research, and Ifree is 

the  fluorescence  intensity  of  free  molecule  at  the  same 

condition. However, we cannot obtain the Ifree in this research, 

because no free molecule was detected in our experiment (the 

detected molecules were all on the Ag nanoplates). In order to 

compare  the  fluorescence  enhancement  ability  between 

different nanoparticles,  the normalized  fluorescence  intensity 

(NFI) by the local intensity of excitation light is calculated, 

'
local

I
r

I
                        (2) 
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1.125×104 unit/L ADH,  2.84×10‐17 M  resorufin  and  32 mM  L‐

ascorbic acid, was injected  into the microfluidic reactor at the 

flow  rate  8  μL/min.  L‐ascorbic  acid  was  used  as  a  reducing 

substances to protect the Ag nanoplates from the corrosion of 

light and oxygen. Since  the ADH carries negative charges and 

Ag nanoplate carries positive charges, the binding of ADH will 

happen on Ag nanoplates. 

4.4. Simulation of electric‐field distribution on the nanoplate. 

The  electric‐field  distribution  on  the  nanoplate  was 

simulated  by  FDTD method, which was widely  used  for  the 

electric‐field simulation of nanoparticle. The evanescent wave 

with circular polarization was simulated by 532 nm wavelength 

laser.  During  the  simulation, many  parameters,  such  as  the 

refractive  index  of  solution  and  quartz  slide,  direction  of 

incident light, angle between nanoplates and incident light and 

so on, were taken into account. The spatial precision is 2 nm. 
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