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摘 要 设计了基于多波长比 D 阵列为激发光源的三维荧光光语系统
,

利用单片机 A铭 9 5C 2 控制 比D 阵列和

光讲仪的步进电机
,

实现 了数据的实时采集和光语的实时显示
。

通过对 3 种荧光物质的 12 个不 同浓度的样品进行荧

光光语浏 1
,

并对所得的数据组成的 E E M 语进行解析
,

计算出各样品的浓度与实际浓度相符
,

验证 了本系统在多组分

分析中的可行性
,

同时比D 光源的应用将为分析仪器的小型化和便携式提供新的发展方向
。
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1 引 言

荧光光谱技术已被广泛应用于生物
、

物理
、

化学

以及材料等领域
,

利用荧光方法可以确定生物大分子

的结构
,

诊断生物体组织中的肿瘤〔’ 〕 ;可 以对环境和

工作场所有害的生物气溶胶进行监测 〔2〕 ;可 以进行水

质的分析
,

对水体进行实时监测 〔’ 〕等
。

但传统的荧光

计大多采用氮灯
、

激光器
、

汞灯作激发光源
,

不仅需要

高压供电
,

且体积大
、

成本高
,

尤其不适合便携式仪器

的研制
。

近年来
,

随着新的发光材料的成功研制和生

产工艺的不断提高
,

各种超高亮的发光二极管不断出

现
,

使 得 比 D 的发射波长 扩展到 了远紫外 波段

( Zoo
n m )

。

这些比 D 光源发光强度大
,

驱动电压低
,

功耗小
,

体积小
,

并且价格低廉
。

基于上述特点
,

比 D

光源正越来越多地被应用于各种仪器的研制和开发
。

而 比 D作为激发光源的可行性也已经被证明
,

清华

大学何树荣等人对绿光 LE D 激发荧光做过专门研

究 [’]
,

中科院杨世植等人用单波长超亮蓝 比 D 检测

水中叶绿素
a
的浓度圈

。

文中介绍了一个 5 种不同

波长的比 D 阵列作为激发光源的三维荧光光谱系统

的设计与实现
,

并通过实验验证其在实际应用中的可

行性
。

2 系统介绍

2
.

1 系统基本结构

比D 阵列激发的三维荧光光谱系统的结构如图 1

所示
。

主要有 ( l) CP 机
,

( 2) 单片微控制器 A铭 9 5C 2
,
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( 3) 5 波长比D 阵列
,

( 4 )聚焦透镜 I ( f = 3 0 m m )
,

( 5 )

样品池
,

( 6 )聚焦透镜 11 ( f 二 30 m m )
,

( 7 )光谱仪
,

( 8 )

P M T
,

( 9 ) 1 2 位 A D 采集卡 (转换速率 8X() k H z
) 9 部分

组成
。

系统中
,

激发光源为 5 个不同发射波长超高亮

比 D (其中括号内为比 D 的中心波长和发射光强 )
,

蓝色 比 D ( 4 5 3 n m
,

4 6( X) m e d )
,

绿 色 比 D ( 5 2 5mn
,

2 50( X) m e d )
,

黄色 LE D ( 5 8 1
.

s mn
,

4 1X() m e d )
,

橙色

LE D ( 5 9 3 n m
,

1 1《XX)m e d )
,

红 色 比 D ( 6() 8
.

s n m
,

9 8X() m e d )
,

直径均为 5 m m
,

5 个 比 D 被紧凑的固化在

圆形电路板上
,

样品池大小为 3 o m m x 3 o m m x 印 m m
。

激发光通过聚焦透镜 I 聚焦在样品池上
,

在垂直 90
“

方向上以另一个聚焦透镜 n来收集荧光
,

将荧光聚焦

到光谱仪狭缝人口
,

用光电倍增管探测进人狭缝的信

号
,

通过灯D 采集卡转化为数字信号
,

在 CP 机内有

软件来实时显示
。

飞
机 一

几
加卡卜

驱动器接收到一个脉冲信号
,

它就驱动步进电机按设

定的方向转动一个固定的角度 (及步进角 )[
6]

。

可以

通过控制脉冲个数来控制角位移量
,

从而达到准确定

位的目的 ;同时可以通过控制脉冲频率来控制电机的

转度和加速度
,

从而达到调速的目的
。

为了采集发射

荧光的光谱信号
,

光谱仪中光栅的转动需要步进电机

来带动
,

这里选用二相混合式步进电机 ( 17 H , x〕1 )和

相应的步进电机驱动器 ( B QS 一 02 1 )
。

步进电机驱动

器在单片机控制下
,

为电机提供合适的输人脉冲
,

带

动电机转动
。

由图 2 可以看出
,

步进电机驱动器的输

人信号有 ( 1 ) C P :
时钟脉冲输人端 (上升沿有效 ) ;

( 2) RST
:
急停复位 ; ( 3 ) C W :

电机运转方向控制
,

通过

控制该端子电平可改变电机运行方向 ; ( 4 ) H A L I’/

UF 几
:
电机运行方式选择

,

高电平时
,

电机半步运行 ;

低电平时
,

电机整步运行 ; ( 5 ) GN D
,

这里把 H A LI’/

FU址接 G N D
,

电机整步运行
。

单片机的整个控制程序利用 C sl 语言编写
,

控制

电路的流程如图 3
。

_ , _ _

_
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图 l 三维荧光光谱系统的结构

2
.

2 系统的控制电路

系统的控制电路如图 2
。

··

P l
.

O
_

PZ
.

l
···

步 V C CCCCCCCCCCCCCCC
:::::::::::::::粼 羹

2P 二二二
·

C P 进 G N DDDDD 步步
TTT只 nnnnn

·

lP, 3 汪 2P 33333
.

sR T 害 少
’’’

进进
阵阵列和驱驱驱

·

P 1
.

4 G N DDDDD
.

。 w 墨 象
.....

B 电电

动动电路路路路路
.

CN D 动 A一一一
·

D 机机
器器器器器器器器

·

AAA
········

CCC

申申口命令接收收

初初始化 L ED和锁定步进进进进进进
电电机机机 申申

口口口口口口口口口口口口口口口
卜卜

鬓鬓鬓鬓鬓鬓鬓鬓摹摹摹摹
点亮 U刃刃

知知知知始化步进电州州

采采采采集信号号

图 3 主程序流程和申口中断处理

图 2 系统的控制电路

2
.

2
.

, 比 D 阵列的控制

由于 LE D 在电压变化时主发射波长会有一定的

漂移
,

这里选用厂家提供的参数
,

正向测试电流 IF 二

2 0 l l l A
,

通过精密电阻分压得到相应的前向驱动电压
,

并对 5 个 比 D 的实际发射波长和线宽作了重新测

定
。

实验时利用软件通过串口发送命令给单片机

A铭 9 C 5 2 来切换 LE D
。

对于每种样品
,

分别利用 5 个

比 D 作为激发光源
,

通过光谱仪扫描每一个 LE D 激

发时的荧光发射谱
。

2
.

2
.

2 光谱仪中步进电机的控制

光谱仪中光栅的转动需要步近电机来带动
,

步进

电机是一种将电脉冲转化为角位移的部件
。

当步进

电源接通后先初始化 LE D 阵列
,

锁定步进电机
。

当上位机与单片机通过 R S 2 3 2 串口通讯协议发出指

令
,

单片机串口中断接收指令点亮所需的 LE D
,

同时

判断电机正反转并计算出转动步数
。

执行转动程序

过程中
,

步进电机每转动一步触发采集卡进行数据采

集
。

采集完成以后 CP 机发指令给单片机
,

遮掩周而

复始
,

连续测量时
,

上位机循环发送
。

2
.

2
.

3 数据采集

为了使光电倍增管输出的模拟信号转化为数字

信号并送往计算机进一步处理和实时显示
,

需要进行

刀 D 转换和编写数据采集软件
。

系统选择精度为 12

位
,

采样速率为 80 0 k s sP 的数据采集卡 A1C 820
,

光谱

采集软件由 D e
场hi 7

.

0 编写
。

在获取光谱时
,

上位机

通过软件发送命令给 M C U 来切换 比 D 和设置步进

M司
e m cS i e n

it if c
h

l , t n刀” e n st ZX() 7 6



电机的起始位置
、

停止位置
、

采样步长
,

同时设置采集

卡的采样长度
、

采样速率等
,

通过 M C U 控制步进电机

和软件触发数据采集卡得到光谱
,

图形化界面实时显

示测量的原始光谱
,

并可保存为文件格式
,

便于数据

的分析和处理
。

3 实际应用

在波长处激发效率比较高
,

这与三种荧光物质实际激

发波长 lF u o

escr
e i n

( 4 94 mn )
,

hR
o d a m i n e 6 G ( 5 2 6 n m )和

hR
o d a m in e B ( 5 40

n m )相吻合 ;图 4 ( b )解析出的发射

光谱与 3 种荧 光物质 的实际发射波长 lF uo er sc ie n

( s l Z n m )
,

hR
o darn i n e 6 G ( 5 5 5 n m ) 和 hR

o d a m i n e B

( 5 7 8 n m )完全一致 ;图 4 (
c

)为 12 个样品中三种分析

物的得分值曲线 (浓度轮廓 )
。

经过计算所得到的各

种物质的浓度与实际浓度如下表 1所示
。

三维荧光光谱
,

也称为激发
一
发射矩阵谱 ( E E M

谱 )[
7〕 ,

近年来被广泛应用在多组分分析中
。

本文用

5 个不同波长的 LE D 作为光源
,

通过切换 比 D 来改

变激发波长
,

用光谱仪来获得不同激发波长激发分析

物的发射荧光谱
,

得到三维的 E E M 谱
,

借鉴平行因子

算法来解析各个组分的浓度 〔吕一 9〕 。

实验中配制了 3 种荧光物质 F luo er sc ie n
(激发波

长 4 94
n

ln/ 发射波长 s l Z n m )
,

R五ed am i n e 6 G ( 5 2 6 n 切丫

5 5 5 mn )和 hR
o d am i n e B ( 54D

n

m/ 5 7 8 n m ) 的 12 种不同

浓度的样品
,

光谱仪测定 4 0 0 一 699 mn 的荧光发射谱
,

步长为 I n m
,

每一种样品在不同 LE D 照亮下重复测量

3 次发射谱
,

取其平均值
,

用去离子水测量每一个

比D 点亮时的背景谱
。

两者相减来消除激发光散射

的影响
。

通过对这 12 种样品进行测量
,

收集到一个 5

x 300 xl Z 的三维数组 ( E E M 谱 )
,

利用平行因子算法

来反演
。

选取因子 N ( N 为被分析混合物中所含物质

的种类 )的值
,

这里选 N 二 3
,

解析结果与实际相符合
,

得到的 3 种物质的激发光谱
,

发射光谱和浓度轮廓
,

见图 4
。

表 1 计算浓度与实际浓度的比较

n
u o n , 比 e in R五司` 面 n e 6 G 肋记

. . u
en B

样品 真实浓度 计算浓度 真实浓度 计算浓度 真实浓度 计算浓度

( 卜` / L ) ( .堵 / L ) ( p创 L ) (卜. / L ) (此 / L ) (阳
z L )

1 4 4
.

(为 4 3
.

66 4 3
.

96

2 8 8
.

4 1 4 3 7 8 8 8
.

02

3 4 3 9 4 8 8
.

0 1 8 7 96

4 8 7
.

73 4 3
.

5 2 4 3
.

48

5 4 4
.

0 1 4 3
.

7 2 10 9
.

17

6 4 3
.

65 12 11
.

4 1 10 9
.

4 1

7 10 9
.

56 10 9
.

4 9 12 1 1
.

43

8 12 11
.

6 ) 10 9
.

9 3 4 3
.

例 )

9 8 7
.

66 4 3
.

6 9 20 ! 9
.

68

10 12 11
.

6 8 8 8
.

以 20 20 0 1

11 20 20
.

0 1 12 1 1 9 1 8 7
.

5 1

12 8 7
.

58 20 2() 0 l 4 3
.

97

从上表可 以看出 F l u o er s e e i n ,

hR ed
a m i n e 6 G 和

hR
o daln in e B 计算浓度与实际浓度较吻合

,

说明多波

长 比 D作为激发光源的三维荧光光谱系统在实际应

用于多组分分析的可行性
。

实际应用大多具有 目的

性
,

可以通过多点采样
,

并对多个样品进行测试和分

析
,

通过改变 N 值来解析具有不同 N 值的激发谱
,

发

射谱和浓度值轮廓
。

由于根据激发和发射轮廓可 以

确定物质的种类
,

所以选择合理的 N 值
,

对应的浓度

轮廓
,

即为各个采样点各个组分的浓度分布
,

所以此

系统可望用于对大面积的水域进行水质分析和监测
。

4 总 结

图 4 利用 3个因子的平行因子模型计算出的 凡 u

, cs ie n ,

R五od am ln e 6 G 和 R五od ` 过 n e B 的(
a
)激发 ( b )发射

和 ( c) 浓度轮廓图

从图 4 ( a) 中可以看出三种分析物在蓝
,

绿比 D 所

本文主要介绍了基于多波长 比 D 阵列作为激发

光源的三维荧光光谱系统的设计与实现
,

并通过对 3

种荧光染料所配置的不同浓度的溶液进行测量
,

结合

平行因子算法对各个组分的浓度进行解析
,

解析出的

浓度令人满意
。

这证明了多波长 比 D 组成的阵列完

全可以和市售以脉冲氖灯
,

汞等作为光源的荧光分光

光度计一样
,

在多组分分析中达到同样的效果
,

这对

以后开发能耗低
、

小型化和便携式的分析仪器指明

了方向
。

但系统还有待进一步优化
,

一方面 ( 下接 81 页 )

现代科学仪器 双刃 7 6



还对海藻
、

梅肉
、

大麦等食物对微血流的影响进行了

研究
,

建议人们经常和有目的的服用健康食品
。

利用血液流动性可视化装置可将高脂血症
、

高血

压
、

脂肪肝等患者的微血流状况录像剪辑
,

对人们的

生活方式进行健康引导
,
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