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摘要:首次研制了一种完全利用光纤实现光耦合及传输的时间分辨荧光光纤生物传感器。该传感器以镧

系离子(铕离子)作为被检测物质的荧光标记物,根据铕离子的荧光特性,利用时间分辨检测技术进行生

物医学检测。光学部分采用光纤耦合器和石英光纤作生物样品激发光的传导光学元件, 生物样品受激发

产生的荧光也同样由光纤耦合器及光纤收集和传导, 实现了该传感器的紧凑性和小型化,提高了检测灵

敏度。经性能测试,该仪器不稳定性小于 2. 3% , 重复测量的互相关高达 99. 9%。测铕离子标准液的检测

限为 7. 3×10- 10g / L ,达到国外有关文献报道的水平。
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1　引　　言

　　在生物医学领域, 免疫分析技术已相当成熟。

其中采用长寿命的镧系离子为荧光示踪物的时间

分辨荧光免疫分析法( T rFIA) ,不但在灵敏度、专

一性、稳定性、操作方便等方面都可与灵敏度最高

的放射免疫分析法( RIA )相媲美,而且可用于测

量药物、激素、酶、核酸、肿瘤标志物、N K 细胞等

多种物质,已成为目前超微量物质免疫分析中最

有发展前途的技术。然而,检测技术的发展要依赖
于检测仪器的开发。目前,国内外已报道的用时间

分辨荧光技术为原理进行免疫分析的仪器 [ 1]都存

在仪器体积大, 测量本底较高,对测量环境要求

(在暗室中测量)苛刻等一些人们一直想解决的大

问题。本文这里首次报导的时间分辨荧光光纤生

物传感器 ( T FFBS ) , 有效地利用了光纤的抗干

扰,尺寸小, 易弯曲等特点, 利用光纤耦合器进行

光耦合和传输, 使光学系统小型化,一体化, 降低

了损耗,提高了仪器的信噪比。特别是用光纤作为

测量臂,使样品在非暗室中即可进行直接测量。

2　装置设计及工作原理

　　设计并研制成功的传感器工作原理如图 1所

示。

　　本仪器利用时间分辨荧光测量技术进行生物

样品荧光信号的检测, 根据脉冲取样法,当一束脉

冲激发光过后,选择合适的延迟时间,待样品中自

然本底的短寿命干扰荧光完全衰变掉后,再选择

合适的采样门宽来测量生物样品产生的荧光。实

现上述过程, 需要有一个与脉冲激发光同步的信

号,来控制采样门的开启。最简单可行的方法就是

将一束脉冲激发光分成两束,让其中一束直接触

发光电管( PT)。首先,经放大( PA)作为激光参考

信号,与荧光信号做比率处理,以降低激发光光强

波动对测试的影响; 其次, 经脉冲发生及整形电

路,作为同步整形工作的控制信号。另一束激光光

作为激发光,经光纤探头激发生物样品,产生特异

的镧系离子荧光, 荧光信号被光电倍增管( PM T )

接收, 将光强变化转换成电信号, 经译码,最后显
示输出。

Fig . 1　P rinciple of time reso lv ed fluor escence fiber-optic

bio senso r
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　　目前国外报道的时间分辨免疫分析的仪器,

对激发光和探测光的传输、收集和检测是采用常

规的光学系统(其中包括如反射镜、透镜组、滤光

片组、狭缝等光学元件)实现的。上述仪器在光路

布置和结构上存在许多缺点:

( 1)为控制光束质量,光路中加入了滤光片、

狭缝等元件, 而每增加一个元件,就要增加一个支

架,支架越多,对平台的平整度及各元件的定位要

求越高;

( 2)对光学玻璃来说,光通过每一个面, 都要

有 4%的光能量损耗,因此, 光学系统中, 光学元

件越多,能量损耗越大;

( 3)占用空间大,不易实现仪器小型化;

( 4)光路布置灵活度低,调节难度大,一旦光

路被破坏,很难恢复。

针对上述已有设备在光路布置方面的不足,

本仪器采用体积小巧的光纤耦合器和易于弯曲石

英光纤用作激发生物样品的激光束的传导光学元

件,生物样品受激发产生的荧光也同样由光纤耦

合器及光纤收集和传导, 实现了仪器的紧凑性和

小型化,降低了损耗,并可提高仪器的信噪比。

本仪器的光学系统主要用四根光纤、两组光

纤耦合器( LFOC、FOC1、FOC2、FOC3、FOC4)和

一个双色干涉滤光片( F )来实现系统的光传输。

其光学系统光路示意图如图 1中虚框所示。光纤

选用数值孔径为 0. 22,纤芯直径为400�m 的阶跃
型石英光纤(北京玻璃研究所) ;两组光纤耦合器

为自行设计的透镜式耦合器。其中, 耦合器LFOC

将激光源的输出光耦合到光纤中。该耦合器须具

有较大的通光孔径和短焦距,以提高耦合效率并

节省空间,因此在该耦合器设计中采用透镜组来

实现光耦合; 另外一组光纤耦合器由四个结构、大

小完全相同的耦合器 FOC1、FOC2、FOC3、FOC4

组成。两组耦合器结构小巧,有效节省了空间。在

光路设计中, 分光元件的选取是关键,它选择的恰

当与否,直接影响光学系统结构的繁简和荧光检

测灵敏度的高低。Richard等
[ 2]曾重点讨论了荧光

光纤传感器分光元件的选择问题。基于仪器测量

的要求,选用双色干涉滤光片 F 作为分光元件,

使分光镜反射激发光而透过荧光。该双色镜是在

�30的平板玻璃上镀膜制成,其工作角度为 45°;

透射波长为 �= 613nm (生物样品受激后发出的荧

光的波长 ) , 透射率为 80% ; 反射波长为 �=

337. 1nm(激发光波长) ,反射率为 90%。

该仪器的光学系统部分的工作过程为: 氮分

子激光器发出的紫外光经光纤耦合器 LFOC、

FOC1后, 经双色镜 F 分光, 10%的光透射, 为耦

合器 FOC3耦合,经光纤传输触发光电管( PT ) ,

并放大后作为控制信号; 90%的光经 F 反射被耦

合器 FOC2 耦合进入光纤测量臂, 由光纤探头出

射以激发生物样品。生物样品受激后所发出的特

征荧光,由光纤探头收集,经耦合器 FOC2并透过

双色镜 F 后, 经耦合器 FOC4耦合,到达光电倍

增管( PMT ) ,经放大、光电转换,最后译码输出。

光学系统部分制成一体化, 光路调节方便, 稳

定性高。光纤的可弯曲性, 尽可能大地节省了空

间,使仪器小型化, 进而可制成便携式的传感器。

利用光纤作光传输介质, 使生物样品不必放入暗

室中即可直接进行测量。另外,由于光纤的抗干扰

能力强,传输效率高等特点,使仪器的信噪比大大

提高。

3　最佳激发方向和最佳测试点的确

　　定

3. 1　最佳激发方向的确定

实验样品置于聚苯乙烯的微滴定板条中, 它

由 12个孔组成。将光纤探头分别从微滴定孔的上

方、侧面及底面激发样品并接收样品产生的荧光。

比较三个方向接收到的荧光强度值, 从而确定最

佳激发方向。

3. 1. 1　方法与结果

取一条干净的微滴定条, 用加样器分别取

10�L, 浓度为 10
- 12
～ 10

- 15
mo l/ hole 浓 度的

EuCl3 溶液分别滴入微滴定条的各孔中, 每种浓

度制2个平行样,测量结果取平均值。在每个小孔

中分别滴入 200�L 的增强液制成梯度液。将微滴
定板条轻微震荡 10min,使样品混合均匀。将光纤

探头分别置于微滴定孔的上方、侧面、底面三个方

向激发样品, 测量 Eu
3+ 的荧光强度值, 并进行比

较。测量结果列表 1如下。
Table 1　Fluorescence intensity measured from

diff erent exciting directions

Eu3+ Concentr ation
( mo l/ ho le)

Aver age fluo rescence intensity

fr om dif fer ent ex citing
dir ections ( PM T count s)

o ver outside below

10- 15 987 981 984

10- 14 997 999 999

10- 13 1330 1502 1386

10- 12 13868 13792 13973

170　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　光学　精密工程　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8 卷



3. 1. 2　结　论

实验中忽略了样品池壁的光吸收。由于荧光

的各向同性,光纤探头可以从上面、侧面、底面激

发样品并接受荧光。从表中数据可以看出, 从三个

方向激发样品所得的荧光强度值相差不大, 考虑

到光纤探头的固定方便以及为以后发展成本征型

光纤生物传感器,使其测试方法与本征型光纤生

物传感器相一致,以下实验均选择从微滴定板孔

上方激发样品并接受荧光。

3. 2　最佳测试点的确定

用光纤探头测定样品的荧光强度时, 发现光

纤探头相对于液面不同位置直接影响荧光强度

值。另外,由于加样误差的存在,即微滴定板的一

排孔中加样后,液面不一定完全一致。因此,有必

要找到统一的最佳测试点, 为此,从最佳测试方向

激发样品,进行最佳测试点的确定实验,希望能发

现一个对准精度要求不高而且荧光强度值最大的

位置进行测量。

3. 2. 1　方法与结果

取一干净的微滴定条, 用加样器取 10�L 浓
度为 10

- 13
m ol/ hole 的 EuCl3 溶液滴入微滴定孔

中。在该孔中注入 200�L 的增强溶液。振荡微滴
定板条,使两者充分反应。将光纤探头置于相对液

面的不同位置进行荧光强度的测定。

实验测得的结果如图 2所示。光纤探头在液

面上方时,随着与液面的距离的缩短,荧光强度值

逐渐增加; 接近液面时, 荧光强度增加的幅度加

大;当光纤端面与液面相齐时,荧光强度有一个突

变;当光纤伸入液面 0. 25mm 时, 荧光强度达到

最大值。随着光纤的伸入, 在 0～3mm 之间荧光

强度基本恒定。之后荧光强度随着光纤伸入液体

的深度加大而减小。

Fig . 2 　 Dependence of fluo rescence int ensit y on the

distance betw een t he end face o f fiber and the

sur face o f the liquid

3. 2. 2　结果分析

( 1)由实验结果可知,光纤探头的端面在与液

面接触处,荧光强度有一个突变。分析原因,是由

于在同种介质中光到光纤的直接耦合要比在不同

介质间光到光纤的直接耦合损耗要小,耦合效率

高。

( 2)当光纤探头伸入液体过程中,荧光强度值

先保持恒定,然后减小。这可能是由于光纤探头激

发样品并能接收到的荧光体积范围是个定值; 当

测试液体积大于等于该临界体积时, 接收到的荧

光强度值不变。随光纤探头进一步伸入测试液体,

液体的被激发体积小于临界体积, 使荧光强度明

显减小。由此推论,如果样品池很大,则光纤在液

面下很大范围内, 测得的荧光强度基本恒定,即测

量时不需考虑光纤放置的具体位置。这对于该传

感器在环境监测领域的应用提供了良好基础。该

实验结果可以建立理论模型来定量说明,具体内

容将另行发表。

( 3)实验前,考虑到加样等误差的存在, 从孔

上方接收会给实验数据带来对准误差。分析实验

结果曲线可知, 在光纤探头伸入液面下一段距离

( 0～3mm )内,荧光强度值基本恒定。由于加样误

差< 1mm , 因此, 根据最低液面位置选取最佳测

试点进行测量,对准误差即可忽略。而且为我们以

后的实验奠定了基础, 更重要的是,它为传感器的

实用性提供了依据。

4　性能测试

　　通过实验确定光纤探头相对于微滴定板条上

每个孔的最佳激发位置和最佳测试点后,进行该

传感器的性能测试实验。

4. 1　试剂与方法

增强液、用去离子水(电阻率达 2×104�·m

以上)配制成的浓度为 10- 11～10- 16
mol/ hole 的

EuCl3 标准梯度溶液。将 EuCl3标准梯度溶液用

加样器分别加入样品条的各孔中, 10�L/ hole, 每

种浓度加两孔; 将各孔中加入增强液, 200�L/

hole,取两孔加入 210�L/ hole 增强液作为空白参

比;将样品条置于振荡器上振荡 5m in, 使增强液

和 EuCl3溶液充分反应,之后, 静置 10min 后, 进

行荧光测量。

4. 2　检测限的确定及检测灵敏度曲线的标定

检测限是指仪器所能分辨的最低物质浓度极
限。它是衡量、测试仪器性能的重要指标之一。测
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量结果如表 2、图 3所示。
Table 2　Fluorescence intensity of Eu3+ standard solution

Eu3+

Concentra tion
( m ol/ hole)

10- 16 10- 15 10- 14 10- 13 10- 12 10- 11

Fluo rescent
int ensit y

( PM T counts)
138 302 741. 3 3311 7244 29512

Standard

dev iation
0. 097

Relativit y 99. 52%

　　根据检测限公式:

DL = X
- + ka ( 1)

其中 k 为置信误差( k = 3时,置信度 99. 6%) , X-

为平均空白值, a为空白标准偏差,算出传感器的

检测限为 10- 15mol/ ho le; 即对 Eu3+ 浓度的检测

限为

Eu3+浓度=
每孔中 Eu3+ 的量
每孔中溶液体积

=
10- 15

210×10- 6

　　　　= 4. 8×10
- 12

m ol/ L

　　　　= 7. 3×10
- 10

g / L ( 2)

　　可见该传感器测 Eu
3+
的浓度检测限为 10

- 12

mol/ L。达到国外有关文献报道水平
[ 1]
。

Fig . 3　Charact erist ic curv e of TFFBS measur ed w ith

Eu3+ standard concentrat ion

从上面实验结果得出的检测限及定标曲线,

可得出本传感器测试曲线的定标律。取 Pc为光电

倍增管的计数值,�M ( m ol/ L )、�g ( g / L )分别为

Eu
3+
溶液的浓度和质量密度,该定标律为

P c = 1. 18× 10
8�0. 497

M ( 3a)

P c = 9. 7× 106�g0. 497 ( 3b)

　　经上述定标后,在进行检测时,可以通过测得

的荧光强度值来确定被检测液中的 Eu3+浓度, 从

而判断该被测液的优良。

4. 3　稳定性测试

稳定性系指仪器在测量中对同一样品所测得

的数据的重复率。它也是衡量测试仪器性能的一

个重要指标。仪器稳定性的好坏直接关系到测试

数据的可靠性及正确性。为此,我们对同一条样品

分两次进行重复测量, 考察该仪器的重复性,之后

进行稳定性判定实验。

4. 3. 1　重复性测试实验

考虑到增强液在空气中的稳定性,在进行重

复性测试实验中, 时间不宜间隔太久,我们对同一

条样品条梯度液,间隔 5小时进行重复测量两次

测量数据制成对比曲线图如图 4所示。

4. 3. 2　稳定性测试实验

对同一条梯度液进行测量, 对每孔测量 10次

以上,结果取平均值。测得数据如表 4所示。

4. 4　结论

从重复性测试实验的两次测量所得曲线来

看,不同浓度对应的荧光强度变化趋势相同,相关

性均达到 99. 13%, 两次测量的荧光值互相关性

高达 99. 99% ;从稳定性测试实验可以看出,该仪

器的不稳定性均小于 2. 3%。表明该仪器有很好

的重复性、稳定性和可靠性。

Fig . 4　Cont rast curv e of Eu3+ fluor escence intensity

Table 3　Stability of TFFBS

Eu3+

Concentr ation

( mol/ ho le)

T imes of

measur em ent
X- ± �S Uncert ainty

10- 16 10 720. 1±7. 4 2%

10- 15 13 769. 8±8. 8 2. 3%

10- 14 11 844. 6±7. 4 1. 75%

10- 13 12 1531±11. 4 1. 49%
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5　应用前景

　　 时间分辨荧光光纤生物传感器的灵敏度高,

方法简便、快速,稳定可靠等特点, 使它在生物医

学及环境监测中具有广阔的应用前景。用时间分

辨荧光光纤生物传感器可以测定血清,甲状腺激

素等半抗原物质, 可以进行蛋白质类化合物分析,

核酸探针分析,细胞活性分析等。

特别是目前生物医学上的检测技术还处于主

要以免疫分析为基础的阶段,而对于一些重要病

症,早期诊断—基因诊断已成为人们关注的焦点。

时间分辨荧光光纤生物传感器可以用于核酸检

测,将待测的复制膜置于传感器的位移台上,用光

纤探头进行连续扫描探测。开发成功,会成为有关

科研人员攻克基因检测难关的便利工具。

参考文献:

[ 1]　Petr ea R D , Sepaniak M J. F iber-optic time-reso lv ed fluor ometry fo r immunoa ssay s[ J] . talanta, 1988, 35( 2) : 139

- 144.

[ 2 ] 　 Thompson R B, Lev ine M , Kondracki L . Component select ion for fiber-optic fluo rometr y [ J ] . Applied

Spectr oscopy , 1990, 44( 1) : 117- 122.

Development and application of time-resolved

fluorescence optical fiber biosensor
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Abstract: A t ime-resolv ed fluorescence opt ical f iber bio sensor ( T FFBS ) fo r biomedical detect ion is

developed for the first t ime. By using lanthanide ions, especially europium ions as the fluorescent

labels of samples, T FFBS can perform t im e-r esolved f luorescence detect ion from spect ral

characterist ics of europium ions. T his inst rument has a novel optical system , com posed mainly w ith

fiber coupler s and optical f iber , for the collect ion and guiding of both excit ing light and fluorescence of

sam ples. Ow ing to it s f lex ibility and convenience in adjust ing , TFFBS has sm all size and high

detect ing sensibility. The unstable pr operty below 2. 3% w as demonstr ated in experiments. T he

mutual co rrelation in duplicate measurement is 99. 9%. The detect ion l im it is 7. 3×10
-10

g / L fo r Eu 2-

maphthoyl tr if luoroacetonate, w hich reaches the levels repor ted in foreign liter ature.

Key words : tim e-reso lved fluorescence fiber-opt ic bio sensor ; opt ical f iber coupler ; imm unoassay
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