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一种独立于激发光脉冲参量的磷光寿命测量方法!

李成军 曾绍群 骆清铭!! 陈同生 龚 辉
（华中科技大学生物医学光子学教育部重点实验室，武汉 ($!!)(）

摘要： 脉冲法磷光寿命测量中，激发光脉冲参量（脉冲宽度和形状）、用于磷光强度衰减分析的起始时刻的选取是

影响寿命计算准确度的关键因素。以线性时不变系统理论为依据，探讨了磷光强度衰减特性与激发光脉冲参量之

间的关系，发现对于有限宽度的激发光，激发光脉冲消失之后的磷光强度衰减特性独立于激发光脉冲参量；选取激

发光脉冲消失时刻作为磷光强度衰减分析的起始时刻，可获得准确的寿命计算。利用磷光探针氧卟啉（*+,%-./0
1"）标准试样做了针对性实验，实验结果验证了理论的正确性。
关键词： 磷光寿命；线性时不变性；单指数拟合

中图分类号：23"() 文献标识码：4

!国家杰出青年科学基金（5!!"##’(）、国家自然科学基金
（#&6$5"(!、$&6)!"!#、$!!)!"’#）、高校博士点专项基金
（&6!(6)$$）资助课题。

!!联系人，7%89:;：<;=/>89:;? .=@A ? BC=? DE
收稿日期："!!’%!)%"#；收到修改稿日期："!!’%’’%!"

’ 引 言

磷光寿命测量技术为监测生物组织中局部区域

的血液循环功能提供了有力工具［’ F $］，对脑活动过

程中氧代谢状况的监测为认知科学提供了一项基础

性研究手段［(］。因此，磷光寿命的准确测量具有非

常重要的意义。

对于磷光寿命的脉冲测量法，磷光强度衰减分

析中起始时刻的选取是影响寿命计算准确度的关键

因素。曾有文献［#］提到跳过磷光强度曲线的上升部

分和衰减部分前期数据点的处理方法，但文中并未

阐述这样处理的依据；另外，按此原则选取用于寿命

计算的起始时刻，其位置仍存在不确定性。

本文从超短光脉冲激励下磷光发射强度的单指

数衰减规律和线性时不变系统的一般原理出发，研

究了有限宽激发光脉冲激励下磷光发射强度的衰减

规律与激发光脉冲参量之间的关系，发现当激发光

脉冲消失后，磷光发射强度的衰减特性独立于激发

光脉冲参量，仅依赖于磷光探针的特征寿命。据此，

选取激发光脉冲消失的时刻作为磷光寿命计算的起

始时刻，这样处理，理论上讲可获得准确的寿命计

算；并用磷光探针氧卟啉（*+,%-./0 1"）标准试样做
了对比实验，实验结果验证了此种处理的有效性。

" 激发光脉冲参量对磷光强度衰减特
性的影响规律

" ? ’ 超短光脉冲激励下磷光发射强度的单指数衰
减规律

磷光物质经由超短光脉冲激励，其发射磷光强

度的衰减规律可由下式描述［5］：

!（ "）G !! B+H（I " J!）， （’）

!（ "）为磷光发射强度，它是时间 "的函数，!!为 " G
!时的磷光发射强度，!为磷光寿命。（’）式所描述的
磷光发射强度衰减规律即为磷光探针在超短光脉冲

激励下的响应，可以近似为磷光探针的冲击响应。

" ? " 有限宽激发光脉冲激励下磷光发射强度的衰
减规律

脉冲法磷光寿命测量中，理想的激发光脉冲是

在 " G !时刻可由!函数来描述的一个冲击光脉冲；
但实际中采用的激发光脉冲一般都有有限宽度，具

有复杂的时间函数。对于有限宽光脉冲而言，观测到

的磷光信号将是在激发光脉冲存在期间不同瞬间发

射的磷光的总体效应，是对激发光脉冲的时间响应。

依据线性时不变系统理论，一个具有传递函数

#（ "）的线性时不变系统，当输入激励为 $（ "）时，输
出响应 %（ "）由 #（ "）和 $（ "）的卷积确定，即：

%（ "）G #（ "）"! $（ "）G#
K

!

$（ &）#（ " I &）C& ? （"）

对于磷光信号的探测系统而言，当激发光强度控制

在系统的线性响应范围内时，将具备线性时不变特

性。在冲击光激励下的磷光信号具有（’）式所表征
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的单指数衰减规律，由于初始磷光强度 !! 正比于激
发光的强度，取 "（ #）" #$%（& # ’!）作为系统传递函
数，其中 # !［!，(］；对于有限宽度的激发光脉冲，
可以用区间［!，$］上的连续函数 %（ #）描述。探测
到的磷光信号将是 "（ #）" #$%（& # ’!）与 &（ #）"
%（ #）的卷积，代入（)）式得：

’（ #）" #$%（& # ’!）"# %（ #）"

$
(

!

%（ (）·#$%［&（ # & (）’!］*(，（+）

由于 ( !［!，$］，# & ( !［!，(］，可知（+）式的积
分区间为：

［!，#］，# , $
［!，$］， # %

{ $
这样，（+）式可化为：

’（ #）"

#$% & #( )!$
#

!

%（(）#$% (( )! *(，# , $

#$% & #( )!$
$

!

%（(）#$% (( )! *(，# %









 $

（-）

当 # , $ 时，%（ (）#$%（ ( ’!）为区间［!，#］上的连续

函数，因此$
#

!

%（ (）#$% (( )! *(是可积的，积分结果为

# 的函数，记为 )（ #）；当 #% $ 时，%（ (）·#$% (( )!
为区间［!，$］上的连续函数，$

$

!

%（ (）·#$% (( )! *(

同样是可积的，积分结果是与 # 无关的常数，记为
*。（-）式可进一步化简为：

’（ #）"
)（ #）·#$%（& # ’!）， # , $
*·#$%（& # ’!）， # %

{ $
（.）

此即为有限宽激发光脉冲激励下磷光发射强度的函

数表达式。

从（.）式可以清楚地看到，当 # , $ 时，磷光信
号受激发光脉冲参量影响；当 #% $时，磷光信号的
衰减特性独立于激发光脉冲参量（脉冲宽度与形

状），磷光强度呈现严格的单指数衰减规律，且衰减

寿命为!。若将分析的起始时刻选在 #% $ 区间，可
获得准确的寿命计算。

+ 实验验证
为证实 ) / )节中所得结论对磷光寿命测量的指

导意义，利用磷光探针氧卟啉（0$123456 7)）标准试
样［+，8］（按照文献［+，8］的标定方法及本实验条件，

此试样的磷光寿命为!" 9!!!:）做了对比实验。实
验系统以 ;<027=>公司提供的共焦显微成像系统
为基础，在原有光路中加入斩波器，将氩离子气体激

光器（共焦显微成像系统原有激光器）产生的连续光

转换为脉冲光。在确保其它实验条件完全相同的情

况下，利用两种不同脉冲宽度（半峰值宽度分别为

9)!:和 +-!:）的激发光激励同一样品，由光探测系
统实现对激发光和磷光强度信号的分通道同步测

量，成像系统以灰度图形式（各像素灰度值与所记录

时刻的光强度成正比）记录下了不同瞬间的激发光

和磷光强度信息，结果如图 9所示。

?@A / 9 B6C1 @DCA#: 5E F4# #$G@FCF@5H I@A4F（C）
CH* %45:%456#:#HG#（J）

图 9中反映激发光和磷光强度变化的灰度图是
离线处理的数据来源。图 9（C）和图 9（J）均为
.9) %@$#I K .9) %@$#I，由成像系统参量可知，一个像
素上停留的时间为 )!:，在一行像素上共停留时间
) K .9) " 9!)-!:，而激发光脉冲的重复周期为
.!!!:，这样，每一行至少含有一个完整的周期。只
要确定了激发光灰度图每一行中完整周期的峰值强

度所对应的像素序号，将此序号作为同相位点应用

于发射磷光灰度图，即可实现多组单个激发光脉冲

激励下磷光强度信号的同相位平均，有效提高磷光

强度信号的信噪比。

图 )（C）、图 )（J）所示曲线为 +!!组单个激发光
脉冲作用下探测到的光强度信号经同相位平均并减

去背景信号后所得结果，其中，实线代表激发光信

号，点线代表发射磷光信号。
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!"# $ % &’()*#"+# ,- .*/* 0"/1 /1( 2*3( 41*2(［（*），（5）］*+.
2"+#6( (74,+(+/"*6 6(*2/829:*)(2 -"//"+# /, 41,41,)(2;(+;(
.*/* *-/() /"3( !<［（;），（.）］

依据 % $ %节所得结论选取用于磷光寿命计算的
起始时刻，即激发光脉冲完全消失的时刻。为提高

计算的可操作性，我们选取的是激发光脉冲下降沿

上 =>峰值强度所对应的时刻作为磷光强度衰减分
析的起始时刻。图 %（*）中激发光脉冲的半峰值宽
度为 =%!2，用于磷光强度衰减分析的起始时刻；用
于磷光强度衰减分析的起始时刻 !< ? @A !2；
图 %（5）中激发光脉冲的半峰值宽度为@B!2，用于

磷光强度衰减分析的起始时刻 !< ? CB!2。
起始时刻 !< 确定后，并不能直接从磷光信号强

度衰减的实验曲线中计算得样品的磷光寿命。理想

的处理方法是将时刻 !< 及以后的数据归一化，利用
最小二乘拟合算法将归一化后的数据进行单指数拟

合，获得实验曲线的最佳单指数拟合曲线 " -（ !）?
(74（ D ! E!-），!- 即为所要计算的样品磷光寿命。取

寿命计算的精度为 < $ =!2，得到两种激发光脉冲情
况下磷光强度拟合曲线［图 %（;）、图 %（.）中的实线］
的解析表达式分别为 " -=（ !）? (74（ D ! EFF $ @）、

" -%（ !）? (74（ D ! EFF $ A），对应的样品磷光寿命计算
值分别为 FF $ @!2、FF $ A!2，该结果与氧卟啉（G7H8
I1,) J%）标准试样的标定寿命非常接近。

结论 本文研究了有限宽度激发光脉冲激励下磷光

发射强度的衰减规律与激发光脉冲参量之间的关系，

发现当激发光脉冲消失后，磷光发射强度的衰减特性

独立于激发光脉冲参量，仅依赖于磷光探针的特征寿

命；据此提出了磷光寿命脉冲测量法中寿命计算起始

时刻的选取原则，其正确性由实验结果所验证。
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