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摘要　近年来，大气生物气溶胶的实时监测技术已经成为研究领域的热点。在已有技术的基础上，研发出了含有

２８０ｎｍ和３６５ｎｍ两种激发光波长的双通道生物气溶胶检测系统。利用该检测系统，分别测量了色氨酸、烟酰胺腺

嘌呤二核苷酸（ＮＡＤＨ）的荧光光谱和强度，确定了对该系统两个通道进行标定的方法，并结合对牛血清蛋白

（ＢＳＡ）以及易引起误判的香烟烟雾等物质的测量结果进行了分析与探讨。实验结果证明了通过多通道紫外光诱

导生物气溶胶粒子产生本征荧光，并对荧光光谱与强度等信息进行分析可以较为准确地实现对粒子种类的预判

别。这种技术具有较强的应用价值与发展空间。
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１　引　　言

近年来，由于公众对环境大气质量的关注，大气

气溶胶，尤其是大气生物气溶胶的探测技术已经成

为当今热点研究领域之一［１－２］。大气气溶胶是均匀

分散于大气中的固体微粒和液体微粒所构成的稳定

混合体系，其中的微粒统称为气溶胶粒子，其颗粒的

粒径介于０．００１～１００μｍ之间。其中，有生命活性

的生物物种或粒子统称为生物气溶胶颗粒，包括诸

０８１２００５１
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如病毒、细菌、真菌、花粉、孢子等微生物。如果气溶

胶的浓度过高，将对人类健康造成威胁。尤其空气

中的生物气溶胶可引发人类的急慢性疾病以及动植

物疾病［３］。因此研究和开发能够实时、灵敏地监测

空气中气溶胶浓度的生物气溶胶探测技术，具有重

要的学术意义与价值。

目前，世界各国十分重视实时大气生物气溶胶

探测技术与仪器的研究。现代生物气溶胶检测方法

越来越多地引入了光学手段。基于光学测量的生物

气溶胶检测技术具有快速、无损、灵敏等优点。生物

气溶胶粒子的形状、尺寸与本征荧光值，是区分生物

气溶胶与非生物气溶胶的主要依据［４－８］。

本征荧光是生物粒子所含的有机分子［如氨基

酸、核黄素、烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（ＮＡＤＨ）］在紫

外光激发下产生的特有荧光，也是判别是否具有生

物属性的最重要条件。由于不同种类生物粒子的构

成不同，可以利用其吸收与发射光谱的不同对一些

生物气溶胶的种类进行预判别［９－１０］。另外，一些气

溶胶如油烟尾气等，在某些紫外光激发条件下也产

生特定波段的荧光，从而干扰判别。

本文利用波长分别为２８０ｎｍ和３６５ｎｍ两路

紫外光诱导不同生物物质产生本征荧光，通过对本

征荧光强度、光谱等信息的分析达到检测生物气溶

胶的目的。实验结果证明了利用双通道生物气溶胶

检测技术可以实现对粒子的种类较为准确的预判

别，从而扩大气溶胶粒子的检测范围，提高检测结果

的准确性。

２　生物气溶胶荧光检测系统

２．１　荧光检测原理

不同的生命物质具有自身特有的吸收光谱与发

射光谱。生物粒子所含的有机分子（如氨基酸、核黄

素、ＮＡＤＨ等）在紫外光激发下会产生荧光，这是一

种本征荧光。美国的Ｐｉｎｎｉｃｋ等
［１１］对酪氨酸、色氨

酸、ＮＡＤＨ、核黄素这几种主要生命物质的本征紫

外吸收峰值与荧光发射峰值进行了深入的研究。

色氨酸是一种重要的氨基酸，在包括病毒在内

的各种生物体中普遍存在，在２８０ｎｍ左右的紫外

光激发条件下产生的荧光光谱主要集中在３５０～

６５０ｎｍ波段，且荧光激发效率比酪氨酸和苯丙氨酸

等高。ＮＡＤＨ是一种还原性辅酶，主要作用于新陈

代谢的氧化还原反应中，其紫外吸收峰在３８０ｎｍ

附近。在被波长为３６５ｎｍ的紫外光激发时，产生

的荧光光谱主要集中在４５０～６５０ｎｍ波段，而且荧

光激发效率也比较高［１２］。

２．２　生物气溶胶荧光检测系统

基于已有技术，分别针对色氨酸与 ＮＡＤＨ 两

种生物物质的荧光光谱设计了一套由２８０ｎｍ紫外

光诱导荧光检测系统和３６５ｎｍ紫外光诱导荧光检

测系统组成的双通道荧光检测系统。每个通道的荧

光检测系统包括紫外光激发光路和荧光收集光路。

对该荧光检测系统更具体的描述可以参考文献

［１３］。本研究采用粒子富集的方式，形成多粒子样

本，而后对该样本进行紫外光诱导荧光检测与分析，

图１ 双通道生物气溶胶检测系统示意图

Ｆｉｇ．１ Ｏｐｔｉｃａｌｌａｙｏｕｔｏｆｄｕａｌｃｈａｎｎｅｌｂｉｏａｅｒｏｓｏｌｓｄｅｔｅｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ
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以提高检测灵敏度［１４］。

两套荧光检测系统均采用共光路设计方案，其原

理类似，故把两个荧光检测系统合并到一张图中，仅

在激发光源处标注出３６５ｎｍ／２８０ｎｍＬＥＤ以示区

别，并且对于荧光滤光片也做出了标注，如图１所示。

在３６５ｎｍ荧光检测系统中，分色镜对３６５ｎｍ波段的

光具有较高的反射率，对４２０～６５０ｎｍ之间的光具有

较高的透射率，荧光滤光片的截止波长为４５０ｎｍ，针

对的物质是ＮＡＤＨ。在２８０ｎｍ荧光检测系统中，

分色镜对２８０ｎｍ波段的光具有较高的反射率，对

３５０～６５０ｎｍ之间的光具有较高的透射率，荧光滤

光片的截止波长为３５０ｎｍ，针对的物质是色氨酸。

３　双通道荧光检测系统的标定

由于两个通道的荧光检测系统采用的光源功

率、激发效率、光学元件、光电接收器件转换效率等

参数均不同，两者对于同一种物质产生的荧光存在

差异。因此，首先需寻求一种生物物质对两个通道

荧光检测系统进行标定，以建立两个通道荧光强度

等信息的对应关系。

在实验中，由于２８０ｎｍ通道荧光检测光路中

将存在３５０～４２０ｎｍ和４２０～６５０ｎｍ两个波段的

荧光信号，为便于对比和标定，分别使用了截止波长

为３５０ｎｍ和４５０ｎｍ两种荧光滤光片进行测量并

对结果进行分析，其分别对应的荧光波段为３５０～

６５０ｎｍ与４５０～６５０ｎｍ。

３．１　色氨酸与犖犃犇犎荧光光谱测试

首先利用光谱仪对色氨酸、ＮＡＤＨ两种待测样

品进行荧光光谱分析，分别如图２、３所示。从图２

可知，色氨酸在２８０ｎｍ紫外光与３６５ｎｍ紫外光激

发下都有较强的荧光强度。从图３中可知，当利用

２８０ｎｍ紫外光激发ＮＡＤＨ时，无论荧光滤光片的

截止频率是３５０ｎｍ还是４５０ｎｍ，荧光光谱强度都

非常低。由此可见 ＮＡＤＨ 在３６５ｎｍ紫外光激发

下荧光效率较高，而对于２８０ｎｍ紫外光几乎没有

响应。

图２ 色氨酸荧光光谱图

Ｆｉｇ．２ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ

图３ ＮＡＤＨ荧光光谱图

Ｆｉｇ．３ ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆＮＡＤＨ

３．２　标定方法

为建立两个通道荧光强度的对应关系，需选取

一种标定物质对两个通道进行标定。从上述结果

看，色氨酸对２８０ｎｍ紫外光和３６５ｎｍ紫外光都有

较高的荧光效率，而ＮＡＤＨ对３６５ｎｍ紫外光的荧

光效率远高于对２８０ｎｍ 紫外光的荧光效率。所

以，采用色氨酸为标定物质。

在实际检测时，一般使用光电倍增管（ＰＭＴ）与

光电二极管（ＰＤ）等光电转换器件检测某一荧光波

段的光强作为判定信息。因此用同一ＰＭＴ作为两

个通道的光电接收器分别检测富集到粒子富集板上

的色氨酸与 ＮＡＤＨ 样品的荧光光强进行对比，测

量结果如表１所示。

表１ ＰＭＴ测量的色氨酸和ＮＡＤＨ荧光强度值

Ｔａｂｌｅ１ ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｔｒｙｐｔｏｐｈａｎａｎｄＮＡＤＨｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＰＭＴ

Ｍｅａｓｕｒｅｄｓａｍｐｌｅ

Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
ｅｘｃｉｔｅｄｂｙ３６５ｎｍ
ｌｉｇｈｔ／Ｖ

－１

Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｅｘｃｉｔｅｄ
ｂｙ２８０ｎｍｌｉｇｈｔ／Ｖ

－１

Ｓｐｅｃｔｒｕｍｉｎ
４５０～６５０ｎｍ

Ｓｐｅｃｔｒｕｍｉｎ
３５０～６５０ｎｍ

Ｓｐｅｃｔｒｕｍｉｎ
４５０～６５０ｎｍ

Ｒａｔｉｏｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
ｅｘｃｉｔｅｄｂｙ３６５ｎｍｌｉｇｈｔ

（ｓｐｅｃｔｒｕｍｉｎ４５０～６５０ｎｍ）ｔｏ
ｅｘｃｉｔｅｄｂｙ２８０ｎｍｌｉｇｈｔ
（ｓｐｅｃｔｒｕｍｉｎ３５０～６５０ｎｍ）

Ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ ０．６４ ３．８ ０．３ ０．１６８

ＮＡＤＨ ２．８ ０．６ ０．１ ４．６７
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　　由上述结果可知，当选择色氨酸作为标定物时，

所设计的３６５ｎｍ通道荧光检测系统在４５０～６５０ｎｍ

波段的荧光强度是２８０ｎｍ通道在此波段荧光强度的

２．１倍。当两个荧光检测通道的各元件有变化时，通

过微量调节ＰＭＴ的灵敏度以保持两个通道检测结果

为上述的比值对应关系。

４　双通道荧光检测系统的模拟检测

通过对色氨酸和 ＮＡＤＨ 的测试结果可以看

出，３６５ｎｍ激发光诱导色氨酸和ＮＡＤＨ 时荧光效

率都较高，而２８０ｎｍ激发光诱导ＮＡＤＨ时荧光效

率不高。所以在单通道生物气溶胶检测系统中，常

用３６５ｎｍ激发光作为诱导光源。

３６５ｎｍ 激发光诱导ＢＳＡ油烟和尾气等物质

时，都会产生荧光，因此仅选用一种激发光诱导样

品，可能对样品的物质产生误判，而得不到正确的结

果。利用２８０ｎｍ和３６５ｎｍ激发光诱导待测样品产

生本征荧光，便可以得到更加全面、准确的实验结

果，实现生物气溶胶的预判别，甄别出危害最大的气

溶胶，排除非生物气溶胶粒子。标定完成后，利用设

计的检测系统对牛血清蛋白和烟雾等物质开展实验

与分析。

４．１　牛血清蛋白光谱测试结果

牛血清蛋白（ＢＳＡ）是一种多聚物，在生化实验

中有广泛的应用。采用相同方法得到ＢＳＡ的荧光

光谱图，如图４所示。用３６５ｎｍ的激发光诱导激发

ＢＳＡ，得到的荧光光谱图与３６５ｎｍ 激发光激发

ＮＡＤＨ的荧光光谱图形状相近，因此可以推断出

ＢＳＡ中含有 ＮＡＤＨ。用２８０ｎｍ的激发光诱导激

发ＢＳＡ，得到的荧光光谱图是２８０ｎｍ激发光激发

色氨酸和ＮＡＤＨ 得到的荧光光谱图的叠加，因此

可以推断出ＢＳＡ中既含有色氨酸也含有ＮＡＤＨ。

图４ ＢＳＡ荧光光谱图

Ｆｉｇ．４ ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆＢＳＡ

　　表２为ＰＭＴ测量的ＢＳＡ荧光强度值，对比表

２中３６５ｎｍ 紫外光激发ＢＳＡ产生的荧光强度与

２８０ｎｍ紫外光激发ＢＳＡ产生的荧光强度（荧光滤

光片截止波长为３５０ｎｍ）的比值，低于 ＮＡＤＨ 的

比值。

表２ ＰＭＴ测量的ＢＳＡ荧光光强值

Ｔａｂｌｅ２ ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＢＳＡｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＰＭＴ

Ｍｅａｓｕｒｅｄｓａｍｐｌｅ

Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
ｅｘｃｉｔｅｄｂｙ３６５ｎｍ
ｌｉｇｈｔ／Ｖ

－１

Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｅｘｃｉｔｅｄ
ｂｙ２８０ｎｍｌｉｇｈｔ／Ｖ

－１

Ｓｐｅｃｔｒｕｍｉｎ
４５０～６５０ｎｍ

Ｓｐｅｃｔｒｕｍｉｎ
３５０～６５０ｎｍ

Ｓｐｅｃｔｒｕｍｉｎ
４５０～６５０ｎｍ

Ｒａｔｉｏｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
ｅｘｃｉｔｅｄｂｙ３６５ｎｍｌｉｇｈｔ

（ｓｐｅｃｔｒｕｍｉｎ４５０～６５０ｎｍ）ｔｏ
ｅｘｃｉｔｅｄｂｙ２８０ｎｍｌｉｇｈｔ
（ｓｐｅｃｔｒｕｍｉｎ３５０～６５０ｎｍ）

ＢＳＡ １．８ ０．５６ ０．１２ ３．２

４．２　香烟烟雾的测试结果

在自然界中，有一些气溶胶比如油烟和尾气等

也可产生特定波段的荧光，与生物气溶胶产生的荧

光类似，干扰判断结果。在此，选择香烟烟雾进行

检测。

图５为香烟烟雾粒子的荧光光谱从图５可知香

烟烟雾粒子的荧光光谱图与ＮＡＤＨ的荧光光谱图

有些接近，对３６５ｎｍ 激发光敏感，其荧光波段为

４５０～７５０ｎｍ，对２８０ｎｍ激发光较不敏感。

表３为ＰＭＴ测量的香烟粒子荧光强度值。从表

３可知，２８０ｎｍ紫外光激发香烟烟雾粒子在３５０～

６５０ｎｍ波段的荧光强度与４５０～６５０ｎｍ波段产生的

荧光光强数值接近，说明２８０ｎｍ紫外光激发香烟烟

雾粒子时，荧光主要集中在４５０ｎｍ以上波段。

图５ 香烟粒子荧光光谱图

Ｆｉｇ．５ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｃｉｇａｒｅｔｔｅｐａｒｔｉｃｌｅｓ
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表３ ＰＭＴ测量的香烟粒子荧光光强值

Ｔａｂｌｅ３ ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｃｉｇａｒｅｔｔｅｐａｒｔｉｃｌｅｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＰＭＴ

Ｍｅａｓｕｒｅｄｓａｍｐｌｅ

Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
ｅｘｃｉｔｅｄｂｙ３６５ｎｍ
ｌｉｇｈｔ／Ｖ

－１

Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｅｘｃｉｔｅｄ
ｂｙ２８０ｎｍｌｉｇｈｔ／Ｖ

－１

Ｓｐｅｃｔｒｕｍｉｎ
４５０～６５０ｎｍ

Ｓｐｅｃｔｒｕｍｉｎ
３５０～６５０ｎｍ

Ｓｐｅｃｔｒｕｍｉｎ
４５０～６５０ｎｍ

Ｒａｔｉｏｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
ｅｘｃｉｔｅｄｂｙ３６５ｎｍｌｉｇｈｔ

（ｓｐｅｃｔｒｕｍｉｎ４５０～６５０ｎｍ）ｔｏ
ｅｘｃｉｔｅｄｂｙ２８０ｎｍｌｉｇｈｔ
（ｓｐｅｃｔｒｕｍｉｎ３５０～６５０ｎｍ）

Ｃｉｇａｒｅｔｔｅｐａｒｔｉｃｌｅｓ ３．１ ０．５２ ０．４８ ４．０２

　　通过对ＢＳＡ和易引起误判的香烟烟尘等物质进

行荧光光谱分析和荧光光强测量可知，ＢＳＡ和香烟都

可在３６５ｎｍ激发光下产生荧光，可通过２８０ｎｍ通道

的荧光强度值来识别出香烟等非生物气溶胶粒子，提

高检测的精确度。

５　结果分析

由上述４种物质检测结果来看，每种物质的双

通道荧光光谱具备较为显著的不同。而对比４种物

质荧光强度检测结果，通过２个通道的３个波段的

荧光光强的相互比值，可以较容易地区分出４种

物质。

但是，２８０ｎｍ通道荧光接收光路较难实现两个

荧光波段的细分，在实际应用中更直接的方法是可

以通过３６５ｎｍ激发光（荧光波段４５０～６５０ｎｍ）与

２８０ｎｍ激发光（荧光波段３５０～６５０ｎｍ）两个通道

荧光强度的比值系数β来进行预判别。

表４ ＰＭＴ测量的４种物质的归一化荧光光强值

Ｔａｂｌｅ４ ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｆｏｕｒｐａｒｔｉｃｌｅｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＰＭＴ

Ｍｅａｓｕｒｅｄｓａｍｐｌｅ

Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｅｘｃｉｔｅｄｂｙ
３６５ｎｍｌｉｇｈｔ

Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
ｅｘｃｉｔｅｄｂｙ２８０ｎｍｌｉｇｈｔ

Ｓｐｅｃｔｒｕｍｉｎ
４５０～６５０ｎｍ

Ｓｐｅｃｔｒｕｍｉｎ
３５０～６５０ｎｍ

Ｓｐｅｃｔｒｕｍｉｎ
４５０～６５０ｎｍ

Ｒａｔｉｏｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
ｅｘｃｉｔｅｄｂｙ３６５ｎｍｌｉｇｈｔ

（ｓｐｅｃｔｒｕｍｉｎ４５０～６５０ｎｍ）ｔｏ
ｅｘｃｉｔｅｄｂｙ２８０ｎｍｌｉｇｈｔ
（ｓｐｅｃｔｒｕｍｉｎ３５０～６５０ｎｍ）

Ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ ０．１６８ １ ０．０７９ ０．１６８

ＮＡＤＨ ０．７３７ ０．１５８ ０．０２６ ４．６７

ＢＳＡ ０．４７４ ０．１４７ ０．０３２ ３．２

Ｃｉｇａｒｅｔｔｅｐａｒｔｉｃｌｅｓ ０．８１６ ０．２０３ ０．１３７ ４．０２

　　在检测的４种物质结果对比中，色氨酸对

２８０ｎｍ紫外光敏感，色氨酸的β值较低，为０．１６８；

而ＮＡＤＨ对３６５ｎｍ紫外光敏感，ＮＡＤＨ的β值为

４．６７，是上述４种物质中最大的。对于同时含有对

２８０ｎｍ紫外光敏感的色氨酸和对３６５ｎｍ紫外光敏

感的ＮＡＤＨ的ＢＳＡ来说，β值为３．２。香烟粒子２

个通道的比值为４．０２。而在自然界中，ＮＡＤＨ 作

为新陈代谢物质一般不单独存在，所以如果探测出

２个通道的比值β高于特定阈值，可以推断此物质

是引起误判的类似于香烟烟雾的粒子。而对于只含

有色氨酸和同时包含色氨酸、ＮＡＤＨ的物质则可通

过β值实现预判别。

６　结　　论

通过所设计的双通道生物气溶胶荧光检测系统

对色氨酸、ＮＡＤＨ、ＢＳＡ和香烟烟雾粒子等物质进

行了荧光测试，确定了该系统的标定方法，证明了利

用多通道生物气溶胶检测系统可以提高检测的准确

性。并进行了生物气溶胶的预判别，讨论了利用两

个通道荧光强度的比值来对几种物质实现预判别的

可行性，从而可以扩大对气溶胶粒子的检测范围，提

高检测的准确度，降低了误判率。

生物气溶胶检测是当前研究的热点领域，如何

能够对生物气溶胶进行实时、准确的检测成为研究

的重点。本课题组目前定性地研究了生物气溶胶在

紫外光激发下的荧光特性。作为气溶胶粒子生物属

性的判别依据之一，结合粒子的尺寸与形状可以实

现更为深入的判别。
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