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基于色氨酸本征荧光测量的生物气溶胶检测技术研究
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摘要　生物气溶胶与环境质量和人类健康密切相关。基于光学测量的气溶胶检测技术具有快速、无损和灵敏的优

点，是目前的研究主流。而对检测系统的标定技术及其评价方法尚无国家标准可依。基于本征荧光测量技术，研

制完成了一套针对包括病毒气溶胶在内的生物气溶胶检测装置。并在此基础上，以色氨酸气溶胶作为被检物，提

出了一种生物气溶胶检测与标定方法。实验结果表明，研制的检测装置对色氨酸气溶胶具良好的线性响应特性，

线性相关系数犚２≥０．９９，灵敏度达到４０００Ｌ－１。证明了通过测量气溶胶中色氨酸含量检测生物气溶胶技术的可

行性与可靠性。还探讨了利用多通道本征荧光检测技术实现对生物粒子种类进行预判别的可行性。
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１　引　　言

生物气溶胶是指大气与悬浮于其中的生物颗粒

共同组成的多相体系，生物颗粒的粒径范围为

１０－３～１０
２

μｍ，包括细菌、真菌、病毒、花粉和孢子等

微生物。生物气溶胶的组成与浓度直接影响环境质

量与人类健康。因此，生物气溶胶检测技术的研究

０５１２００９１
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有着重要意义，已得到了广泛的关注［１］。基于光学

测量的生物气溶胶检测技术具有快速、无损和灵敏

等优点，是当前生物气溶胶检测技术的研究主流与

热点。该技术一般基于光学原理对气溶胶粒子的形

状、尺寸和本征荧光三个方面进行检测与分析，从而

对其生物属性进行预判别［２～４］。

本征荧光是指生物物质中含有的氨基酸（酪氨

酸、色氨酸等）、烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（ＮＡＤＨ）和

核黄素等有机分子在特定波长光激发下发出的特有

荧光［５］。本征荧光是生物属性判别的重要依据之

一。同时，由于不同微生物体中各种有机分子的比

例不同，表现出的吸收光谱与发射光谱也有较大差

异。通过对不同本征荧光波段的光谱强度的检测，

利用标定与分析的手段得到各种有机分子的相对含

量，可实现对生物气溶胶种类的预分类［６］。

对含有微生物体（细菌、病毒等）的生物气溶胶

进行检测需要在具有严格标准的生物学实验室中进

行，而且检测系统的标定技术及其评价方法尚无国

家标准可依。由此，寻求在普通实验室内能够对光

学生物气溶胶检测装置进行标定与评价的方法就显

得很重要。氨基酸存在于包括病毒在内的几乎所有

生命体中，通过对其检测和分析，可以对气溶胶中的

生物粒子进行较为精确的探测，但对其检测与标定

涉及更多技术难点。氨基酸的吸收峰波长在

３００ｎｍ以下，发射峰位于３００～４２０ｎｍ之间，斯托

克斯位移相对较小，因此对荧光检测系统的信噪比

要求较高，设计加工难度大［７］。本文旨在研究生物

气溶胶检测与标定技术，在研制的生物气溶胶检测

装置的基础上，选取色氨酸为被检物，建立了一套标

定系统，对该检测装置进行了标定与分析。并通过

实验探讨利用多通道荧光检测方法分析被检生物粒

子中不同组成物质含量的可行性。

２　生物气溶胶检测装置

本文所提出的生物气溶胶检测装置包括气溶胶

粒子富集单元与荧光检测单元两个部分。粒子富集

单元将被采样气溶胶中一定粒径范围内的粒子富集

到粒子采集板上。荧光检测单元对富集到粒子采集

板上的粒子进行紫外光诱导下的荧光检测，通过探

测荧光强度分析计算相应生物物质的含量。这种利

用富集粒子作为被检物的设计方案提高了荧光检测

单元的检测灵敏度，降低了对激发光光源功率的

要求。

２．１　荧光检测原理

不同的有机分子本征荧光特性各不相同，美国

的Ｐｉｎｎｉｃｋ等
［２］对此开展了非常深入的研究，在使

用２６６ｎｍ激光器作为激发光光源条件下，检测出

了几种有机分子的荧光光谱及其吸收峰和发射峰的

波长，如图１与表１所示。可以看出，这几种物质中

色氨酸的发光效率最高，且斯托克斯位移相对最大。

色氨酸广泛存在于包括病毒在内的生物体中，且较

其他种类氨基酸更易于光学系统的设计与实现。因

此选取色氨酸作为被检测对象。

图１ ２６６ｎｍ波长紫外光激发下一些有机分子的

发射光谱

Ｆｉｇ．１ Ｅｍｉｓｓｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｓｏｍｅｏｒｇａｎｉｃｍｏｌｅｃｕｌｅｓ

ｅｘｃｉｔｅｄｂｙＵＶｌａｓｅｒｏｆ２６６ｎｍ

表１ 有机分子吸收峰和发射峰

Ｔａｂｌｅ１ Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｐｅａｋｓａｎｄｅｍｉｓｓｉｏｎｐｅａｋｓｏｆ

ｓｏｍｅｏｒｇａｎｉｃｍｏｌｅｃｕｌｅｓ

Ｏｒｇａｎｉｃ
ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ

Ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｏｆ
ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｐｅａｋ／ｎｍ

Ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ
ｏｆｅｍｉｓｓｉｏｎ
ｐｅａｋ／ｎｍ

Ｔｙｒｏｓｉｎｅ ２７５ ３００

Ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ ２９５ ３５３

ＮＡＤＨ ３８０ ４６０

Ｒｉｂｏｆｌａｖｉｎ ２６０，３５０，４５０ ５２５

２．２　荧光检测单元设计

图２为实验中采用的紫外光（ＵＶ）诱导荧光检

测单元。荧光检测单元包括紫外光激发光路和荧光

收集光路。激发光路由紫外光源、光源滤光片、准直

透镜、分色镜与聚光镜组构成。荧光收集光路由聚

光镜组（与激发光路共用）、分色镜、荧光滤光片、后

聚光镜组、光阑和光电转换器件组成。其中分色镜

对紫外激发光有较高反射率，而对荧光全波段有较

高透射率。光路中设置有光电二极管，用以接收透

过分色镜的激发光强度，此信号用于修正荧光信号

随激发光的波动，以提高荧光信号的稳定性。

０５１２００９２



蔡舒窈等：　基于色氨酸本征荧光测量的生物气溶胶检测技术研究

图２ 紫外光诱导荧光检测单元光路图

Ｆｉｇ．２ ＯｐｔｉｃａｌｌａｙｏｕｔｏｆＵＶｌｉｇｈｔｉｎｄｕｃｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｕｎｉｔ

　　荧光检测单元中的光源采用 ＵＶＴＯＰ２８０型

ＬＥＤ（美国ＳｅｎｓｏｒＥｌｅｃｔｒｏｎｉｃＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ．），

输出光功率为５００μＷ，峰值波长为２８５ｎｍ，半峰全

宽为１０ｎｍ，其发射光谱如图３（ａ）所示。为提高检

测灵敏度，选择光电倍增管（ＰＭＴ）作为光电转换器

件［８］。荧光接收光路的数值孔径约为０．４。另外，

因为波长较短的紫外光易激发大部分物质产生荧

光，所以该设计对光学材料和镀膜工艺等要求较为

严格。

图３（ｂ）是采用ＱＥ６５０００型光谱仪测得的ＬＥＤ

发光光谱。由图中可见在３３０ｎｍ波长后仍有部分

杂散光，其波段与荧光波段有交叠，会通过反射进入

荧光接收光路中，直接影响荧光检测单元的信噪比，

所以需要首先滤除来自光源的噪声。在设计中，一

般采用紫外波段滤光片以滤除光源的噪声，但其制

作难度大，且透射率较低（一般的峰值透射率小于

２４％）。本课题组设计并制作了多片反射式滤光器

替代激发光滤光片，在抑制噪声的情况下可以将透

射率提高到７０％以上。

图３ （ａ）ＵＶＴＯＰ２８０发光光谱图和（ｂ）实测的荧光波段杂散光光谱图

Ｆｉｇ．３ ＥｍｉｓｓｉｏｎｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆＵＶＴＯＰ２８０（ａ）ａｎｄｓｔｒａｙｌｉｇｈｔｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｅａｓｕｒｅｄ（ｂ）

２．３　荧光检测单元定性测试

为对设计的荧光检测单元进行定性测试，选用

了一定浓度的色氨酸溶液和Ｂ８００型标准荧光微球

悬浊液（美国 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）作为待检物

均匀滴在采集板上，用 ＱＥ６５０００型光谱仪替换

ＰＭＴ进行检测。Ｂ８００型标准荧光微球标称粒径为

０．８μｍ，发光介质为荧光染料，官方网站给出的吸

收和发射光谱测试结果如图４所示
［９］。该染料的发

０５１２００９３
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射光谱与ＮＡＤＨ 的受激发射光谱较为相近，可作

为ＮＡＤＨ的代替物进行标定，但对２８０ｎｍ波长激

发光的吸收效率很低。

图４ Ｂ８００荧光微球的吸收和激发光谱

Ｆｉｇ．４ ＡｂｓｏｒｐｔｉｏｎａｎｄｅｍｉｓｓｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆＢ８００

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ

图５是对色氨酸样品检测得到的光谱曲线。与

图１中色氨酸的荧光光谱相比，波长短于３５０ｎｍ的

荧光由于受到荧光接收光路中荧光滤光片的条件限

制而被衰减，其余部分相吻合。

对Ｂ８００荧光微球样品检测到的荧光电压值近

似为零，即Ｂ８００荧光微球在波长为２８０ｎｍ波长激

发光下不发荧光。上述定性实验结果表明，所设计

的荧光检测单元对色氨酸物质有效。

图５ ２８０ｎｍ波长激发光下色氨酸荧光光谱

Ｆｉｇ．５ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｔｒｙｐｔｏｐｈａｎｅｘｃｉｔｅｄｂｙ

ｌａｓｅｒｏｆｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ２８０ｎｍ

３　标定方法研究

为模拟对包括病毒气溶胶在内的生物气溶胶的

检测，并对研制的气溶胶检测装置进行性能考核，本

文采用色氨酸气溶胶作为被检物，提出了一套标定

方法，并结合标准荧光微球的检测结果进行进一步

讨论。

３．１　标定系统

标定系统如图６所示，由气溶胶发生器、缓冲瓶

和生物气溶胶检测装置组成。气溶胶发生器可导出

含有标定物的气溶胶，并在缓冲瓶中获得均匀稳定

的气源。

图６ 标定系统示意图

Ｆｉｇ．６ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

　　生物气溶胶检测装置中的气溶胶粒子富集单元

采用惯性冲击器，实现对粒径为０．５μｍ以上粒子

的富集［１０］。惯性冲击器将气溶胶中的粒子均匀富

集到粒子采集板上。在标定系统中使用了已商业化

的粒子计数器，对气溶胶中０．５μｍ以上光学粒径

的粒子进行计数，以实时测量气溶胶的浓度［１１，１２］。

３．２　标定溶液的制备

采用气溶胶发生器利用Ｖｅｎｔｕｒｉ效应将配制的

色氨酸溶液雾化以获得稳定的气溶胶源。色氨酸标

定实验所使用的溶液配制方法如下：在１００ｍＬ纯

水中放入５００ｍｇ色氨酸粉末并充分混合，其质量

浓度为５ｍｇ／ｍＬ，放入６℃的环境中密封保存。

利用所配制溶液制备的气溶胶，其浓度会随着

雾化氮气压力的变化而变化。为了观察不同浓度气

溶胶的粒径分布情况，通过调整氮气的气压，得到不

同气溶胶浓度条件下０．３、０．５、０．７、１．０、２．０μｍ以

０５１２００９４
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上粒径粒子数。表２为测得的３组气源的粒子数分

布数据。以０．３μｍ以上粒径粒子数为归一化值对

数据各组进行处理，得到了不同粒径区间粒子数的

比例。由表中可知，色氨酸气溶胶粒子粒径主要集

中在１μｍ及以下区间内，且在不同条件下各粒径

区间内的粒子数相对于总粒子数的比例基本不变。

即在不同压力条件下，富集到粒子采集板上的各种

粒径的色氨酸气溶胶粒子的粒度分布相同。因此，

采用各粒径档的粒子数都可以表征整体粒子浓

度［１３］。基于冲击器的设计切割粒径，将粒子计数器

的计数档粒径设定为０．５μｍ。

表２ 各粒径的粒子数的相对比例

Ｔａｂｌｅ２ Ｐａｒｔｉｃｌｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｔｒｙｐｔｏｐｈａｎａｅｒｏｓｏｌｓ

Ｐａｒｔｉｃｌｅ

ｄｉａｍｅｔｅｒ／μｍ

Ｇｒｏｕｐ１

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／Ｌ－１ Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ／％

Ｇｒｏｕｐ２

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／Ｌ－１ Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ／％

Ｇｒｏｕｐ３

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／Ｌ－１ Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ／％

０．３ ７５９２０ １ ９９０８５ １ ２０５４８ １

０．５ ５１２４５ ０．６０ ６７７８６ ０．６８ １３３２０ ０．６４

０．７ １３９２６ ０．１８ １８２５１ ０．１８ ３３４５ ０．１６

１．０ １１２５ ０．０１ １５０７ ０．０２ ２７７ ０．０１

２．０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

３．３　标定实验

图７是采用本装置分别对色氨酸气溶胶进行检

测得到的结果（彩图见电子版）。其中纵坐标为

ＰＭＴ测得的荧光电压，横坐标为粒子计数器测得的

在该荧光电压下的０．５μｍ 以上的气溶胶粒子浓

度，单位为颗／升（Ｌ－１）。图中红色的点表示用本检

测装置测得的结果，黑色点为采用激发光波长为

３６５ｎｍ的检测装置测得的结果，装置中荧光接收波

段为４２０～６５０ｎｍ，对应ＮＡＤＨ的荧光光谱范围。

图７ 色氨酸气溶胶在２８０ｎｍ与３６５ｎｍ波长

激发光下的检测结果

Ｆｉｇ．７ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｒｙｐｔｏｐｈａｎａｅｒｏｓｏｌｅｘｃｉｔｅｄ

ｂｙｌａｓｅｒｏｆｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ２９０ｎｍａｎｄ３６５ｎｍｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图中可以看出，色氨酸在３６５ｎｍ波长激发光

下没有荧光，而在２８０ｎｍ波长激发光下可以发出

与粒子浓度成正比的荧光，且拟合直线的线性相关

系数为０．９９５。结果表明，本文所研制的生物气溶

胶检测装置对色氨酸气溶胶有良好的线性响应关

系。如设定荧光电压灵敏度下限为０．１Ｖ，则所研

制的生物气溶胶检测装置对色氨酸气溶胶的检测灵

敏度约为４０００Ｌ－１。

为了进一步分析色氨酸的荧光特性，对放置了

不同时间的同一溶液进行了三次重复性试验，每两

次实验的时间间隔约４８ｈ，测得的结果如图８所示。

可以看出，荧光幅值与粒子浓度的比值随时间的变

化呈逐渐下降的趋势，但是两者仍保持良好的线性

关系，线性相关系数分别是０．９９５、０．９９６和０．９９０。

另外，用该系统进行生物粒子探测的灵敏度及荧光

效率降低可能是因为部分色氨酸随时间而分解，失

去生物活性，不能产生荧光。

图８ 不同配置时间的色氨酸气溶胶在２８０ｎｍ波长

激发光下的检测结果

Ｆｉｇ．８ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｒｙｐｔｏｐｈａｎａｅｒｏｓｏｌｐｒｅｐａｒｅｄ

ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｅｘｃｉｔｅｄｂｙｌａｓｅｒｏｆｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ２８０ｎｍ

３．４　实验结果分析

从采用Ｂ８００标准荧光微球与色氨酸作为气溶

胶被检物对研制的气溶胶检测装置的标定实验结果

可见，荧光检测幅值与气溶胶粒子浓度具有良好的

线性相关特性，线性相关系数优于０．９９。荧光检测

灵敏度达到４０００Ｌ－１。

０５１２００９５
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Ｂ８００荧光微球可以作为３６５ｎｍ波长激发光检

测时ＮＡＤＨ的替代物，但在２８０ｎｍ波长激发光下

荧光极其微弱。在实际情况下，采用２８０ｎｍ波长

激发光可以使绝大部分生物体（包括病毒在内）中的

荧光物质产生荧光，在图１中也可看出，ＮＡＤＨ 也

可以在２８０ｎｍ波长下受激产生与色氨酸相比较弱

的荧光。所以，若色氨酸与 ＮＡＤＨ 两者同时存在

时，可通过进一步深入研究，以一定的算法处理，将

各自的荧光值分别算出，从而分析两种物质的相对

含量，对生物物质种类进行初步的判别。

４　结　　论

色氨酸作为氨基酸的一种，广泛存在于包括病

毒在内的生命物质中，本文提出了一种以色氨酸为

标定物的生物气溶胶检测方法，并完成了检测与标

定系统的设计。通过对色氨酸与Ｂ８００荧光微球两

种物质的标定实验，并与３６５ｎｍ波长激发波长的

生物气溶胶监测系统的实验结果作对比，证明了用

本文设计的光学系统实现色氨酸荧光检测的可

行性。

另外，根据色氨酸的荧光强度可以标定出生物

气溶胶中该物质的含量，由于色氨酸、ＮＡＤＨ 等物

质在各种生物粒子中的含量各不相同，采用２８０ｎｍ

和３６５ｎｍ波长激发光的荧光检测系统各自的检测

标定结果做一定的处理后，可以分析出被测物质的

构成，结合生物粒子的粒径等参数的分析，可以对生

物粒子的种类进行预判别。
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