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摘要　依据氧气对物质荧光的猝灭作用,研究了一种基于时域荧光寿命的水体溶解氧浓度检测方法,根据荧光猝

灭曲线上的两点计算荧光寿命,并通过SternＧVolmer方程反演获得水体溶解氧浓度.结果表明:相同溶解氧浓度

下,归一化处理后的荧光猝灭曲线不受激发光强度和激励持续时间等激发条件的影响;不同溶解氧浓度下,实测荧

光寿命受系统延迟的影响,补偿后荧光寿命理论曲线与修正曲线具有良好的一致性,拟合相关系数达０．９９８５.与

HQ３０d溶解氧分析仪对比,测试结果表明,０~２０mgL－１范围内溶解氧质量浓度测量误差小于０．５mgL－１,线
性相关系数达０．９９９２.
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Abstract　Onthebasisofthequenchingeffectofoxygenonthematerialfluorescence wedevelopedananalytical
methodbasedontimeＧdomainfluorescencelifetimetodetecttheconcentrationofdissolvedoxygeninwater敭The
fluorescencelifetimeiscalculatedaccordingtotwopointsonthefluorescencequenchingcurve andthedissolved
oxygenconcentrationinwateristhenobtainedbytheinversionofSternＧVolmerequation敭Theresultsshowedthat
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１　引　　言

水体溶解氧是指溶解于水体中分子态的氧气,
是评价水生生态系统、水体环境污染的重要指标,准
确快速获取溶解氧浓度信息,对评价水体环境状况、
应对水体污染至关重要[１Ｇ２].溶解氧浓度的检测方

法主要有碘量法、电化学探头法和荧光传感器法[３Ｇ４]

等.荧光传感器法是基于氧分子对荧光物质的猝灭

效应,通过测量荧光强度或寿命变化得到溶解氧浓

度的方法,这种方法具有检测迅速、操作简单、维护

方便等优点[５].由于荧光寿命是荧光信号的本征参

量,与外界杂散光、光电器件性能无关,所以光传感

器法大多采用测量荧光寿命的方式[６Ｇ８].荧光寿命

有多种测量方法[９],McDonagh[１０]和Zhang[１１]等采

用基于频域的相移法对激发光和荧光之间的相位差

进行检测,进而得到荧光寿命和溶解氧浓度.目前,
国内外现有的荧光法溶解氧测量仪也大多采用该方

法实现荧光寿命的测量,如美国 Hach公司的溶解

氧在线分析仪产品[１２],国内苏州禹山、山东东润等

公司的溶氧仪产品,但荧光寿命的相移法在检测中

涉及的信号锁相放大和脉冲整形过程对电路性能要

求较高.
本文提出了一种基于时域荧光寿命的溶解氧检

测方法,通过脉冲光信号激发产生荧光,测量荧光猝

灭曲线上两点的信号强度,由强度之比直接计算得

到荧光寿命,对寿命补偿后通过SternＧVolmer方程

反演得到溶解氧浓度,对比分析结果验证了该方法

的有效性.

２　原　　理

荧光寿命溶解氧检测原理是基于氧气对荧光物

质的猝灭效应:在荧光物质受激自发辐射产生荧光

的过程中,激发态分子的部分能量将转移到氧气分

子上,使得产生的荧光强度降低,寿命缩短[１３].该

过程中的氧气质量浓度ρ(O２)与荧光寿命τ的关系

满足SternＧVolmer方程:
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式中:τ０ 为无氧气存在时的荧光寿命;KSV为SternＧ
Volmer猝灭常数.

理论上,冲激信号光源激发荧光物质时,激发产

生的荧光信号I(t)与时间t的关系满足单一指数

衰减形式[１４]:
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式中:A 为激发光源停止激励时的荧光信号强度.
实际上,任何光源都有一定的强度和宽度,激发

产生的荧光信号R(t)是激发光信号E(t)与冲激光

信号响应I(t)的卷积[１３].设脉冲激发光的强度为

B,激励作用在[－t０,０]时间段内存在,则激发光信

号可表示为E(t)＝B[ε(t＋t０)－ε(t)],得到激发

产生的荧光信号R(t)随时间变化的关系为

R(t)＝E(t)∗I(t)＝
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式中:“∗”代表卷积.
提出了一种时域荧光寿命法,采用脉冲光信号

作为激发光源,通过计算脉冲响应R(t)在时间t１、

t２ 的强度之比A１/A２,可以直接得到荧光寿命,进
而由(１)式的SternＧVolmer方程反演得到溶解氧浓

度.R(t)在时间t１、t２ 的强度之比A１/A２ 满足

A１

A２
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则荧光寿命可表示为

τ＝
t２－t１
ln(A１/A２)

. (５)

３　实　　验

基于时域荧光寿命法的溶解氧实验测量系统如

图１所示,系统主要由光源激发模块、溶解氧发生

器、荧光信号探测模块等部分构成.单片机(MCU)
发出的脉冲信号控制发光二极管(LED)产生中心波

长为４７５nm的脉冲激发光,激发光经过带通滤光

片和分束光纤后照射在荧光物质(LDOSENSOR
CAP,HACH)上,产生中心波长为６５０nm的荧光,
荧光经过分束光纤后被信号探测电路检测放大,示
波器记录的荧光信号数据最后被送入计算机处理.
在光源激发模块中,通过改变脉冲信号占空比控制

激发光激励持续时间,通过调节驱动电路输出电流

大小控制激发光强度;实验中通过控制进入水溶液

池的O２ 和N２ 体积实现不同溶解氧浓度水溶液调

配;在荧光信号探测模块中,通过硅光电倍增管

(MPPC)(S１３３６０Ｇ３０５０CS,HAMATSU)将荧光信

号转换为电信号,并通过放大电路和示波器实现对

电信号的放大和采集.
在实际 测 量 荧 光 寿 命 时,选 用 低 电 平 时 间

(１５００μs)远大于荧光寿命的周期脉冲信号,保证下

一次激发产生荧光前上一次激发产生的荧光已完全

消亡,并且示波器采用１２８次平均测量模式.计算

１００１００５Ｇ２
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图１ 时域荧光寿命溶解氧实验测量系统.(a)示意图;(b)实物图

Fig．１ TimeＧdomainfluorescencelifetimedissolvedoxygenmeasurementsystem敭 a Schematicdiagram  b pictureofrealproducts

机处理示波器记录的荧光信号时,先对荧光信号进

行多点移动平滑和除以最大值的归一化处理,得到

归一化荧光猝灭曲线.在时刻t１ 和t２ 处,取得归

一化曲线的值A′１和A′２,以及t＝１４５０μs时(此时荧

光已 消 亡)曲 线 的 值 A′０,以 A１ ＝A′１－A′０和
A２＝A′２－A′０分别作为t１ 和t２ 处的荧光信号强度,
代入(５)式计算实测荧光寿命.

４　结果与讨论

４．１　激发条件对荧光寿命的影响

当激发光为有一定强度和宽度的脉冲光时,激
发产生的荧光信号如(３)式所示,停止激发后,分析

荧光强度受激发光强度B 及激励持续时间t０ 的影

响.(５)式荧光寿命仅与两点荧光强度之比有关,因
此利用荧光信号原始测量数据和归一化数据计算的

结果相同.通过分析不同激发光强度和不同激励持

续时间下的归一化荧光猝灭曲线,研究激发条件对

荧光寿命的影响.

４．１．１　激发光强度

在荧光寿命测量系统中,固定LED激励信号脉宽

为５μs,通过改变驱动电路输出电流大小控制LED发

光强度分别为１７１４,２０４４,２３６０,２６９０μmolm－２s－２,
在溶解氧质量浓度为０．０１mgL－１时,测量得到荧

光信号随时间变化关系如图２(a)所示,图２(b)为停

止激发后(t＞０)各曲线的归一化结果.
从图２可以看出,同一溶解氧浓度下荧光信号随

激发光强度增大而增大,在停止激发时刻(t＝０)荧光

强度均达到最大值.对不同激发强度光下的荧光猝

灭曲线进行归一化处理,各曲线吻合度良好.进一步

对激发光强度为２０４４,２３６０,２６９０μmolm－２s－２

时的归一化猝灭曲线与强度为１７１４μmolm－２s－２

时的归一化猝灭曲线分别进行余弦相似度计算,结
果表明,三种强度下的余弦相似度均大于９５％,说
明各激发光强度作用下归一化荧光猝灭曲线有较好

的一致性,利用(５)式计算的荧光寿命保持不变.

图２ 不同激发光强下的荧光信号.(a)荧光信号原始测

　　　　　　量曲线;(b)归一化荧光猝灭曲线

Fig．２Fluorescentsignalsunderdifferentexcitationlight
intensities敭 a Originalfluorescencemeasurementcurve 
　　　 b normalizedfluorescencequenchingcurve

４．１．２　激励持续时间

固定光源激发光强度为１７１４μmolm－２s－２,
通过改变LED激励信号脉宽,控制激发光激励持续

时间分别为５,１０,１５,２０μs.在溶解氧质量浓度为

０．０１mgL－１时,测量得到不同激励持续时间下荧

光信号原始测量曲线,如图３(a)所示,图３(b)为停

止激发后(t＞０)荧光猝灭曲线的归一化结果.
从图３可以看出,溶解氧质量浓度一定时,荧光

信号随激励持续时间增加而增加,在停止激发时刻

(t＝０),荧光强度均达到最大值.对不同激励持续

时间下荧光猝灭曲线进行归一化处理,各曲线吻合

程度良好.进一步对激励持续时间为１０,１５,２０μs
的归一化猝灭曲线与持续时间为５μs的归一化猝

灭曲线分别进行余弦相似度计算,结果表明,三种激

１００１００５Ｇ３
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励持续时间下的余弦相似度均大于９５％,说明各种

激励持续时间作用下归一化荧光猝灭曲线有较好的

一致性.

图３ 不同激励持续时间下荧光信号.(a)荧光强度信号

　　　原始测量曲线;(b)荧光猝灭曲线归一化结果

Fig．３Fluorescentsignalsatdifferentexcitationdurations敭

 a Originalfluorescencemeasurementcurve  b normalized
　　　　　　　fluorescencequenchingcurve

上述分析结果表明,在溶解氧质量浓度一定的

条件下,改变激发光强度与激励持续时间,荧光信号

归一化猝灭曲线仍然有较好的一致性,利用(５)式计

算荧光寿命不受激发光强度和激励持续时间的

影响.
选 取 激 发 条 件 为 激 发 光 强 度 为

１７１４μmolm－２s－２,激励时间为５μs,控制溶解

氧发生器产生不同溶解氧浓度的水溶液环境,测量

不同浓度下荧光猝灭曲线归一化结果如图４所示.
可以看出,随着溶解氧质量浓度的增加,归一化荧光

猝灭曲线衰减迅速,荧光寿命随溶解氧质量浓度的

增加而减小.溶解氧质量浓度从０．０３mgL－１上
升到２０．５０mgL－１时,归一化荧光猝灭曲线下降

到e－１所需的时间约从５６．３μs下降到１１．９μs,这为

利用(５)式计算荧光寿命时对t１、t２ 取值提供了

参考.

４．２　溶解氧浓度反演方法

在溶解氧质量浓度不同的条件下,停止脉冲光激

励后,测量t１＝１５μs、t２＝３５μs时去掉噪声后的荧光

强度信号,利用(５)式计算得到荧光寿命,溶解氧质量

图４ 不同质量浓度下荧光猝灭曲线归一化结果

Fig．４Normalizedfluorescencequenchingcurvesatdifferent
　　　　　　　　　massconcentrations

浓度ρ(O２)与实测荧光寿命τ的关系如图５所示.
可以看出,随着溶解氧浓度在０~２０mgL－１范围内

逐渐增加,实测荧光寿命逐渐减小.对溶解氧质量

浓度与实测荧光寿命曲线进行SternＧVolmer方程

拟合,结果如图６(a)所示,相关系数R２ 为０．９４６３.

图５ 荧光寿命与溶解氧质量浓度的关系

Fig．５ Relationshipbetweenfluorescencelifetimeand
dissolvedoxygenmassconcentration

对不同质量浓度下归一化荧光猝灭曲线进行

分析可知,零时刻附近猝灭曲线均有一小段上升,
这说明停止激发光激励后,荧光强度先短暂增加

到最大值,接着再降低为零,产生这种结果的原因

可能与实验系统对荧光信号的检测延迟有关,因
此通过(５)式得到的实测荧光寿命τ 是理论荧光

寿命τ′与检测系统延迟τ－ 共同作用的结果,即
τ＝τ′＋τ－.这样,通过实测荧光寿命反演得到溶

解氧浓度时,应将检测系统影响因素考虑在内.
对实测荧光寿命进行系统延迟补偿,溶解氧浓度

与实测荧光寿命的关系为

ρ(O２)＝
１
Ksv

τ０
τ－τ－

－１
æ

è
ç

ö

ø
÷ . (６)

　　对图５中溶解氧质量浓度与实测荧光寿命进行

如(６)式的曲线拟合,拟合结果如图６(b)所示,此时

拟合相关系数R２ 提高到０．９９８５,说明寿命修正拟

１００１００５Ｇ４
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图６ 荧光寿命与溶解氧浓度的拟合结果.(a)SternＧ
　　　Volmer方程直接拟合;(b)寿命修正拟合

Fig．６Fitting results of fluorescence lifetime with
dissolvedoxygenmassconcentration敭 a SternＧVolmer
　　equationdirectfit  b lifetimecorrectionfit

合可显著提高溶解氧浓度反演效果,此时(６)式的相

关 参 数 为 τ－ ＝１０．３８０１μs、τ０ ＝４４．７４３０μs、

Ksv＝０．３６３５μs.

４．３　对比分析实验

利用图１所示的实验测量系统和美国哈希公司

的HQ３０d溶解氧分析仪同步检测水体溶解氧浓

度,质量浓度在０~２０mgL－１范围内时,实验测量

系统与HQ３０d分析仪对比测试结果如图７所示.

图７ 实验测量系统与 HQ３０d分析仪对比测试结果

Fig．７ Comparisontestresultsbetweenexperimental
measurementsystemandHQ３０danalyzer

从图７可以看出,在０~２０mgL－１范围内,实
验系统测得溶解氧质量浓度与 HQ３０d测量结果具

有较好的一致性,线性相关系数R２ 为０．９９９２,最大

误差不超过０．５mgL－１.

５　结　　论

提出了一种在脉冲光激发下,通过时域上两点

荧光信号强度之比直接计算荧光寿命,并由SternＧ
Volmer方程反演得到溶解氧浓度的方法.实验结

果表明,在激发光强度和激励持续时间变化时,归一

化荧光猝灭曲线有很好的一致性,不同激发条件下

的归一化荧光猝灭曲线之间的余弦相似度大于

９５％.实测荧光寿命与溶解氧浓度的曲线拟合结果

表明,直接由SternＧVolmer方程拟合的相关系数

R２ 为０．９４６３,实测荧光寿命经过延迟修正后拟合的

相关系数R２ 提高到０．９９８５.溶解氧质量浓度在

０~２０mgL－１范围内,实验测量系统与 HQ３０d分

析仪检测结果有较好的一致性,线性相关系数R２

为０．９９９２,最大测量误差不超过０．５mgL－１.该

研究结果为水体溶解氧的现场快速监测提供了一种

有效手段.
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