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摘要　浮游植物光合作用参数的快速测量对水华和赤潮灾害预警及水体生态研究具有重要作用.针对高速重复

脉冲(FRR)光合作用参数测量技术中由窄脉冲光源激发引起的高数据采样率问题,采用单光脉冲实现单周转模式

激发,应用脉冲积分法实现弛豫模式微弱光脉冲信号检测,设计了基于可变光脉冲诱导荧光的浮游植物光合作用

参数测量系统,将数据采样率需求由１０MS/s以上降低至１MS/s.实现了浮游植物光系统II(PSII)功能吸收截

面、PSII最大光化学量子产率以及QA－(还原后的初级电子受体)再氧化时间常数的快速测量.实验表明,测量结果

的相对标准偏差均小于３％.
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１　引　　言
浮游植物光合作用参数测量能够实现浮游植物生长趋势的实时监测,为水华和赤潮灾害预警防治提供
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重要依据[１Ｇ４],同时对于水体生态环境评估以及海洋环境研究也有重要作用[５Ｇ６].目前主要的浮游植物光合

作用参数测量包括１４C标记法、１８O标记法、叶绿素荧光法[７].其中,叶绿素荧光法作为一种非侵入、便捷、可
靠的光合作用参数测量方法,已被广泛应用于浮游植物光合作用参数测量[８Ｇ１１].Mauzerall[１２]最早提出了泵

与探针技术(P&P),在此基础上,Schreiber[１３]提出了脉冲振幅调制(PAM)技术并实现了产品商业化;

Kolber等[１４]提出了高速重复脉冲(FRR)技术,并同样有商业化产品投入使用.国内也开展了相关研究,王
俊生等[１５]研制了基于延迟荧光的高等植物光合速率检测系统,刘晶等[１６]研制了基于PAM技术的浮游藻类

光合作用活性监测仪器.
与P&P和PAM技术相比,FRR技术具有更高的信噪比,除了能够测量P&P、PAM 技术均可测量的

浮游植物光系统II(PSII)最大光化学量子产率Fv/Fm(Fv 为最大可变荧光产率,Fm 为最大荧光产率)外,还
能够测量更多光合作用参数,如PSII功能吸收截面σPSII、QA－(还原后的初级电子受体)再氧化时间常数τQA

等.该技术基于浮游植物活体叶绿素荧光产率与光合作用电子传递之间的关系,以QA 为节点,采用单周转

和弛豫两种激发模式调节光合作用的电子传递状态,并诱导产生相应的荧光产率曲线.通过荧光产率曲线

分析,获取光合作用参数[１７].在FRR技术基础上,Oxborough等[１８]发展了计算PSII电子传递速率的吸收

算法,使得FRR技术能够直接应用于浮游植物总光合作用的评估.随后,Silsbe等[１９]进一步发展了吸收算

法中系数的校正方法.本课题组已建立了基于FRR技术的测量系统,实现了部分光合作用参数(σPSII、

Fv/Fm)的测量[２０].然而,FRR技术采用窄光脉冲(半峰全宽约为０．３~２μs)序列作为激发光源,光脉冲频

率最高达２５０kHz,且要求信号采样率达到１０MS/s以上以实现光脉冲信号的无失真采集[１５],因此,对快速

窄光脉冲驱动电路、高速数据采集电路的设计均提出较高要求,增加了系统的复杂度和设计成本.
本文对FRR技术进行了改进,设计了一种基于可变光脉冲诱导荧光的浮游植物光合作用参数测量系

统.该系统将单周转模式中的快速重复光脉冲激发改为单光脉冲激发,并对弛豫模式的微弱光脉冲信号进

行积分检测,降低了系统对采样率的要求,进而降低了系统复杂度,实现了PSII功能吸收截面σPSII、PSII最

大光化学量子产率Fv/Fm 以及QA－ 再氧化时间常数τQA的快速准确测量.

２　测量原理
PSII的捕光色素以一定的光能吸收与传递效率(即PSII功能吸收截面σPSII)将光能捕获并传递至反应

中心(RCII),反应中心色素P６８０受激发射电子,电子传递至初级电子受体QA将其还原为QA－,使反应中心

关闭,引起荧光产率上升;随后,QA－ 将电子传递至质醌(PQ)池,反应中心被再次打开,引起荧光产率下降.

QA－ 将电子传递至PQ池需要１００~３００μs,若采用合适的激发方式,可在１００μs内还原全部QA,而QA－ 的再

氧化过程基本可以忽略,该激发方式称为单周转模式.该模式下诱导产生的荧光产率曲线的离散形式可描

述为

fn ＝Fo＋(Fm－Fo)Cn, (１)

Cn ＝Cn－１An ＋InσPSII(１－Cn－１An), (２)

An ＝An－１＋Cn－１/σPSII, (３)
式中fn 为第n 个采样点,Cn 为第n 个采样周期后关闭的PSII反应中心的比例,In 为第n 个采样周期期间

的激发能.利用(１)~(３)式拟合荧光产率曲线,可获取PSII功能吸收截面σPSII,同时可得初始荧光产率Fo

和最大荧光产率Fm,并由此计算得到最大可变荧光产率Fv(Fv＝Fm－Fo)和PSII最大光化学量子产率

Fv/Fm
[２１Ｇ２２].

单周转模式激发结束后,QA－ 将电子传递至PQ池,荧光产率开始下降,称为弛豫模式.该模式采用光强

足够小的窄光脉冲作为测量光,记录荧光产率下降曲线,以避免引起额外的光化学过程,干扰荧光产率衰减

过程.荧光产率下降过程的离散形式可描述为

fn ＝Fo＋(Fm－Fo)exp(－t/τQA), (４)
式中Fo 和Fm 由单周转模式测量得到.利用(４)式拟合荧光产率下降曲线,可计算得到QA－ 再氧化时间常

数τQA
[２１Ｇ２２].
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３　测量系统设计
测量系统如图１所示,包括光学系统和电子学系统两部分.光学系统主要包括发光二极管(LED)光源

及准直与滤波单元、光学信号滤波及接收单元,电子学系统包括光源驱动单元、荧光及LED参考光信号探测

单元和数据采集与分析单元.LED光源在驱动模块的控制下产生光强、频率和占空比可调的激发光,激发

光经光学准直与滤波后,照射样品池,诱导产生荧光信号.探测器收集的荧光信号和LED参考光信号经电

流电压转换、二级放大等预处理后,由采集卡采集并传输至计算机进行光合作用参数反演.

图１ 基于可变光脉冲诱导荧光的光合作用参数测量系统原理框图

Fig敭１ Blockdiagramofphotosyntheticparametermeasurementsystembasedonvariablepulseinducedfluorescence

３．１　光学系统设计

３．１．１　LED光源及准直与滤波单元

激发光源采用中心波长为４６８nm的９个高亮蓝光LED组成的LED阵列,并对光源光进行准直.光源

在单 片 机 及 金 属 氧 化 物 半 导 体 场 效 应 晶 体 管 (MOSFET)驱 动 下,能 够 产 生 光 强 高 达

２００００μmolquantam－２s－１、持续时间约为１００μs的单光脉冲,实现单周转模式激发[２３];同时能够产生

平均光强低至３μmolquantam－２s－１、半峰全宽为０．３μs、脉冲间隔为６０μs的光脉冲序列,实现弛豫模

式激发[２３Ｇ２４].单周转模式采用单光脉冲进行激发,避免了快速窄光脉冲驱动电路的设计;同时由于脉冲持续

时间约为１００μs,采用１MS/s的采样率即可实现无失真采集,降低了高速数据采集模块的设计难度.
由于４６８nmLED的发射光谱呈高斯分布[２５],在荧光发射区(６８３nm)仍有约２％的能量,该能量与荧光

能量在同一个数量级甚至比荧光能量更高[２６].因此,在激发光源前设置BG３９型带通滤光片(图２),该滤

光片对６８３nm波长的透过率为０．２３％,可消除绝大部分光源光长波干扰.

３．１．２　光学信号滤波及接收单元

分别采用滨松公司的光电倍增管模块(H６７７９Ｇ０１)和FirstSensor公司的蓝光增强型PIN光电二极管

(PC１０Ｇ６B)进行荧光信号探测和LED参考光探测.荧光探测器前设置HB６７０型高通滤光片和BP６８２型带

通滤光片组,滤除荧光波长之外的杂散光.LED参考光探测器前设置BG３９型带通滤光片,消除荧光对参

考光测量的干扰.利用上述滤光片组合,将到达荧光探测器端面的光源光长波干扰由激发光强的２％降至

仅约０．００３％.同时采用正交型探测光路,即９０°方向探测荧光,进一步消除光源光长波干扰(图２).

图２ 光学系统示意图

Fig敭２ Schematicdiagramofopticalsystem

３．２　电子学系统设计

３．２．１　荧光及参考光信号带宽

单周转或弛豫模式下,LED参考光信号和荧光信号为突变信号或调制信号,信号带宽较大.为保证信

号的无失真处理,需确定被测信号带宽,以设计带宽足够大的检测电路.信号带宽计算公式为[２７]

０７２３０１Ｇ３
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BBW ＝
０．３５
t
, (５)

式中t为信号的上升时间(１０％~９０％),单位为s;带宽的单位为Hz.
图３为LED阳极电压信号,从中可以看出LED阳极电压上升时间为１７８ns,由(５)式得其带宽为

１．９７MHz.由于LED存在２．７V的导通电压,其发光过程滞后于阳极电压上升过程,因此LED参考光信

号的带宽小于１．９７MHz.由于荧光为光致发光[２８],其发光过程滞后于LED发光过程,且根据活体浮游植

物光合作用过程中荧光的发生过程可知,叶绿素荧光存在一个上升过程(图４),因此,其带宽同样小于

１．９７MHz.
鉴于参考光信号和荧光信号的带宽均小于２MHz,为了无失真检测参考光信号和荧光信号,需设计带

宽不小于１０MHz的电流/电压(I/V)转换电路和二级放大电路[２７].

图３　LED阳极电压信号

Fig．３　LEDanodevoltage

图４　LED参考光信号和荧光信号上升过程

Fig．４　RiseprocessofLEDreferencelightandfluorescence

３．２．２　I/V转换电路

光电探测器输出信号均为电流信号,需进行I/V转换.I/V转换电路的－３dB带宽计算公式为[２９]

f－３dB＝
GBW

２πCTRF
, (６)

式中GBW为运放增益带宽积,RF 为反馈电阻,CT 为运算放大器反相端总电容,包括探测器电容(CPD)和输入

电容(CIN).由于I/V转换电路的－３dB带宽与反馈电阻值RF 成反比,重点考虑带宽性能,因此需采用一

个适中的跨阻增益级进行I/V转换.
为了维持放大器的稳定性,RF 两端跨接一个反馈电容器CF,最佳CF 值为[２２]

CF＝
CT

２πRFGBW
. (７)

　　设计基于放大器OPA６５６(GBW＝２３０MHz)的I/V转换电路,应用(６)式和(７)式,结合放大器OPA６５６
性能参数和探测器参数,分别计算得到荧光和LED参考光探测电路中I/V转换电路的配置参数及性能指

标,如表１所示,满足信号带宽需求.
表１　I/V转换电路配置参数及性能指标

Table１　I/Vconversioncircuitconfigurationsandperformanceparameters

Signal Detector
Detector
capacitance

CD/pF

Input
capacitance
CIN/pF

Feedback
capacitance

CF/pF

Feedback
resistance
RF/kΩ

－３dB
bandwidth
/MHz

Fluorescence H６７７９Ｇ０１ １０ ２．８ １ ２５ １０．７
LEDreferencelight PC１０Ｇ６B １８ ２．８ ２ １０ １３．３

３．２．３　脉冲积分电路

单周转模式下,LED参考光信号和诱导产生的荧光信号均较强,经I/V转换后电压均达到２V左右,信
噪比约为２８dB,且为约１００μs的连续信号,可采用１MS/s采样率进行信号采集,并计算荧光产率曲线(图

５).而弛豫模式下,经I/V转换后的荧光信号和LED参考光信号幅值仍然较小(约为几十毫伏)且信号脉

０７２３０１Ｇ４
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宽较窄(半峰全宽为０．３μs),需进一步放大,同时要求采样率达到１０MS/s以上[１４],以实现无失真采集窄脉

冲信号,增加了系统设计难度.由于窄脉冲信号半峰全宽仅为０．３μs,而脉冲间隔为６０μs,因此脉冲间隔期

间采集了大量无用数据,增加了数据处理的复杂度.
采用积分检测法可解决以上问题.积分检测法对一定时间内的信号求和,能够实现微弱信号的无失真

放大,且求和过程可以使探测器噪声与电路噪声等白噪声收敛为零,提高信号检测信噪比.但一般积分电路

放电期间积分电流会在积分开关上造成残余电压,且需要采样保持电路以进行积分输出采集.针对积分检

测电路的问题及弛豫模式信号的特点,设计了图６所示的IVC１０２脉冲积分电路.图７所示为IVC１０２原理

框图及LED参考光信号的积分过程,其中,积分电容为１０pF,积分时间为０．５μs,采用开关Ｇ输入测量法进

行积分.
开关Ｇ输入测量法通过控制积分开关S１和S２,实现复位期、积分前保持期、积分期、保持期４个阶段,并

与光脉冲控制信号配合,在光脉冲激发期间进行积分,脉冲间隔期间进行积分电容放电复位.放电复位期

间,S１打开,S２闭合,积分电容C１放电.由于S１打开,且脉冲间隔期间无光电流,因此,积分输出电压Vo

恢复为０,消除了放电复位期间积分电流在积分开关上造成的残余电压对测量结果的影响.放电复位结束

后,S２打开,１５μs后光脉冲开始,S１闭合,进入积分期,０．５μs后打开S１,积分结束,并进入保持期(约

１５μs).保持期内,积分输出电压Vo 保持不变,采用１MS/s采样率即可实现无失真数据采集,降低了数据

采样率需求,即降低了高速数据采集模块的设计难度,并避免了脉冲间隔期间采集大量无用数据,简化了数

据处理过程;同时避免了采样保持电路的使用,简化了电路设计.荧光信号同样采用IVC１０２脉冲积分电路

处理,积分电容与积分时间根据荧光信号大小自动调整.

３．２．４　光强标定与参数反演

分析(１)~(３)式可知,In为第n个采样周期内的实际激发光能,单位为１０２０quanta/m２.采集得到的

图５ 单周转模式下的信号.(a)荧光信号;(b)LED参考光信号;(c)荧光产率曲线

Fig敭５ Signalsundersingleturnovermode敭 a Fluorescencesignal 

 b LEDreferencelightsignal  c fluorescenceyieldcurve

图６ 脉冲积分电路

Fig敭６ Pulseintegrationcircuit
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图７ (a)IVC１０２原理框图;(b)LED参考光信号的积分时序及输出

Fig敭７  a FunctionalblockdiagramofIVC１０２  b integrationsequenceandoutputofLEDreferencelight

LED参考光信号I′n 为无量纲的标量,仅表征采样点处的激发光强.因此需要建立In 和I′n 之间的对应关

系.In 和I′n 之间存在一个系数k,该系数为与系统有关的常数,可通过标定的方法确定[１７].
采用一定光强的稳定蓝光 LED直流光作为光源,采用光量子计测量光量子通量密度 E,单位为

μmolquantam－２s－１,则第n 个采样周期Δt内的激发光能为

In ＝EΔt, (８)
单位为１０２０quanta/m２.同时采集LED直流光信号产生的直流电压值,记为I′n,则系数为

k＝
In

I′n
, (９)

实际标定时,采用多次测量求平均的方式消除LED光强的微小波动和电路噪声影响.
实际测量时,采用系数k完成光强换算后即可进行荧光产率曲线拟合.单周转模式下荧光产率曲线采

用最速下降法进行拟合,反演得到σPSII、Fo、Fv,并计算得到Fv/Fm;基于单周转模式反演结果的特点,采用

指数模型对弛豫模式下荧光产率曲线进行拟合,得到τQA.σPSII、Fo、Fv 和τQA的初始值根据经验分别确定

为２００×１０２０m２/quanta、１、２、１００μs.

４　系统稳定性分析
采用基于可变光脉冲诱导荧光的光合作用参数测量系统对暗适应状态下的正常生理状态蛋白核小球藻进

行８次平行测量,结果如表２所示,σPSII、Fv/Fm 和τQA的相对标准偏差均小于３％,系统具有良好的稳定性.
表２　正常生理状态下蛋白核小球藻平行测量结果

Table２　ParallelmeasurementresultsofChlorellapyrenoidosaatnormalphysiologicalstate

SampleNo． １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８
Relativestandard
deviation/％

σPSII/(１０２０m２/quanta) ２５８．６ ２６３．１ ２５１．４ ２４９．８ ２６０．３ ２５９．９ ２５８．３ ２６２．５ ２．０６
Fv/Fm ０．６５７ ０．６４０ ０．６３９ ０．６７０ ０．６５１ ０．６６２ ０．６４９ ０．６５５ １．０５
τQA/μs ２２３ ２１６ ２３５ ２３０ ２２８ ２２０ ２１９ ２２７ ２．８３

５　结　　论
设计了一种基于可变光脉冲诱导荧光的浮游植物光合作用参数测量系统,与FRR技术相比,该系统采

用单光脉冲实现单周转模式激发,采用脉冲积分法实现弛豫模式微弱光脉冲信号检测,使得信号采样率需求

由１０MS/s降至１MS/s,极大地降低了系统的设计难度和复杂度.实验结果表明,PSII功能吸收截面σPSII、

PSII最大光化学量子产率Fv/Fm 以及QA－ 再氧化时间常数τQA的相对标准偏差均小于３％,系统具有很好

的稳定性.通过该系统获取浮游植物光合作用参数,可为相关研究提供重要数据支持.此外,该系统经过适

当改进,还可应用于高等植物光合作用参数测量.
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