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摘要：以高功率发光二极管（ＬＥＤ）为激发光源，研制了一种小型ＬＥＤ诱导荧光检测器，用于微流控芯片分析检测。利用

ＭＯＳ管压控恒流原理，设计恒流驱动电路，使高功率ＬＥＤ发光稳定。通过设计和制造光学结构，成功地将ＬＥＤ发散光

聚焦成约３．５ｍｍ×０．３ｍｍ的线状光束，实现了与微流控芯片中的微通道对准，简化了复杂的机械校准结构，且大大减

少了光学系统体积（约为９．５ｃｍ×４ｃｍ×１７ｃｍ）。用荧光染料ＮＢＤ和高密度脂蛋白评价该体系的性能，结果表明，ＬＥＤ

激发光源稳定，检测器重复性好，可用于微流控芯片毛细管电泳分析检测，基本实现了ＬＥＤ诱导荧光检测器的微型化。
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１　引　言

　　激光诱导荧光检测是高灵敏度检测手段之

一。在激光诱导荧光检测系统中，目前常用的激

光光源存在体积大、能耗高、价格高等缺点，难以

实现整个分析检测系统的微型化［１２］。近几年，随

着ＬＥＤ技术的日益成熟和ＬＥＤ性能的改善，高

功率（瓦级）、短波长（４７０ｎｍ左右）、单色性及稳

定性良好的ＬＥＤ已经上市。与激光器相比，ＬＥＤ

具有成本低（十几元人民币）、体积小（几十个立方

毫米）、使用寿命长（１０５ｈ）的优点。同时，这类型

号的ＬＥＤ已能够满足生化分析中荧光激发的要

求，ＬＥＤ诱导荧光检测系统适应了仪器微型化、

集成化和便携化发展的趋势。

为了使整个分析检测系统微型化，目前已经

有很多使用光纤直接将ＬＥＤ发射光束传导至检

测微通道的报道［３４］。合适的光纤耦合方法可以

简化光学设计，降低检测系统复杂性，但由于光纤

接收角有限，光纤与ＬＥＤ发射光束的耦合效率比

较低，也会极大影响整个荧光检测系统的灵敏度。

ＬＥＤ发光面积一般比较大，为了充分利用ＬＥＤ

的光能量并提高系统的检测灵敏度，可以通过光

学系统将ＬＥＤ发出的光聚焦成能量密度大的微

小光斑。目前，该方法已经得到应用［５８］。Ｙａｎｇ

ＢＣＨ等
［５］使用两块消色差透镜对ＬＥＤ光进行

准直和聚焦，聚焦后的光通过０．２ｍｍ的限光孔

进入检测管道。ＥｂｂｉｎｇＰＪ
［７］小组设计的ＬＥＤ

光学聚焦系统在采用２０倍物镜，聚焦点光斑约为

２ｍｍ（＞０．５ｍｍ的激光点光斑）时，其工作距离

为８ｍｍ；当采用４０倍的高倍物镜时，聚焦光斑

约为１ｍｍ，但此时工作距离＜１ｍｍ，应用受到限

制。由于ＬＥＤ发出的光发散角大，目前已有文献

报道ＬＥＤ经过光学系统聚焦的光斑大小约为毫

米级，如果在ＬＥＤ光学系统中加上限光孔可以实

现更小的光斑，但会降低ＬＥＤ能量以致检测系统

灵敏度降低。

本文提出采用高功率ＬＥＤ作为激发光源，利

用 ＭＯＳ管饱和区工作时源漏极间的恒定电流为

ＬＥＤ提供驱动电流，使其发射的光稳定。通过设

计和制造光学结构，成功将ＬＥＤ发散光聚焦成微

小的线状光束，使其很容易与微流控芯片中的微

管道对准。用硝基苯并恶二唑Ｃ６酰基硝胺醇

（ＮＢＤＣ６ｃｅｒａｍｉｄｅ）和ＮＢＤＣ６ｃｅｒａｍｉｄｅ标记的

高密度脂蛋白（ＨＤＬ）考察荧光检测器的性能，结

果表明，ＬＥＤ诱导荧光检测器工作稳定，重复性

好，可用于微流控芯片毛细管电泳分析检测。

２　ＬＥＤ诱导荧光检测器

２．１　高功率犔犈犇恒流驱动

ＰｈｉｌｉｐｓＬｕｍｉｌｅｄｓ公司ＬＵＥＸＯＮＲｅｂｅｌ
［９］系

列ＬＥＤ 是目前体积最小的表面封装高功率

ＬＥＤ，表面积约为４ｍｍ×３ｍｍ，具有最高的光密

度（ｌｍ／ｍｍ２）；最大工作电流为１０００ｍＡ，此时

ＬＥＤ功率高达３Ｗ。该检测器选用中心波长为

４７０ｎｍ的蓝光ＬＥＤ。

用ＬＥＤ作激发光源时，其发出光的功率稳定

性是整个检测的关键。为了实现ＬＥＤ的稳定工

作，本文根据 ＭＯＳ管电压控制电流工作原理，设

计并制作了一个高功率恒流驱动电路，如图１所

示。当 ＭＯＳ管工作在饱和区时，源漏极之间的

电流为恒定值，所以利用 ＭＯＳ管饱和区工作状

态可实现ＬＥＤ恒流驱动
［１０］。为减少 ＭＯＳ管的

功耗和保证电路稳定，系统采用双电源供电。

ＬＥＤ使用＋５Ｖ电源工作，此时 ＭＯＳ管功耗约

图１　ＬＥＤ恒流驱动电路

Ｆｉｇ．１　ＬＥＤｃｏｎｓｔａｎｔｃｕｒｒｅｎｔｄｒｉｖｉｎｇｃｉｒｃｕｉｔ
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为０．９Ｗ，通过小的散热片就可使驱动电路与外

界环境迅速达到热平衡，从而实现 ＭＯＳ管的稳

定和ＬＥＤ恒流。

５Ｖ基准电压源 ＭＡＸ６２５０通过电阻和滑动

变阻器分压得到的稳定电压值作为源栅电压。调

节源栅间电压犞ＧＳ，可以以改变ＬＥＤ驱动电流，

实验测得，当犞ＧＳ调为２．３０３Ｖ时，输出电流为

３００ｍＡ；当犞ＧＳ调为２．４８９Ｖ时，输出电流为５００

ｍＡ。

２．２　光学系统

通常用激光诱导荧光检测器分析微流控芯片

时，激光斑点与微通道的对准十分关键，一般需要

复杂的机械部件才能实现。本实验室在前期工作

中提出了一种线光源的方法，十分简便地实现了

光源与管道的对准，使检测器的机械部件大大简

化。本文针对ＬＥＤ一个发散的光源，设计并制造

了一套光学组件，成功将发散光源转换为线光源。

具体光学组件如图２（ａ）所示，ＬＥＤ诱导荧光检测

器采用激发光路和发射光路位于同轴且同侧的共

线性结构。ＬＥＤ发出的光经带通滤光片过滤，透

镜准直聚焦，柱面镜转化为线光源，透射过二向色

镜，最后经过透镜聚焦在检测窗口处。而激发样

品产生的荧光经透镜收集，又经二向色镜，滤光片

滤除杂散光，聚焦透镜收集至光电倍增管（Ｐｈｏｔｏ

ｍｕｌｔｉｐｌｉｅｒ，ＰＭＴ），ＰＭＴ将光信号转化为电信号，

电信号经过硬件电路放大滤波，最后通过数据采

集电路和计算机做进一步的分析和处理，将结果

以图形的形式显示出来。检测器光学系统实物图

见图２（ｂ）。

（ａ）ＬＥＤ诱导荧光检测器结构示意图

（ａ）ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆＬＥＤｉｎｄｕｃｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｄｅｔｅｃｔｏｒ

（ｂ）光学系统实物图

（ｂ）Ｓｋｅｔｃｈｏｆｐｒｏｔｏｔｙｐｅ

图２　激光诱导荧光检测器系统

Ｆｉｇ．２　ＯｐｔｉｃａｌｓｙｓｔｅｍｏｆｌａｓｅｒＬＥＤｉｎｄｕｃｅｄｆｌｕｏｒｅｓ

ｃｅｎｃｅｄｅｔｅｃｔｏｒ

３　实验部分

３．１　设备与试剂

实验采用的设备与试剂如下：数字万用表（美

国Ｆｌｕｋｅ公司）；低压直流电源模块（上海福映电

子模块厂）；高压电源模块（天津东文高压电源模

块厂）；光电倍增管 Ｈ６７８０（日本滨松公司）；蓝色

发光二极管（美国Ｌｕｍｉｌｅｄｓ照明公司）；带通滤光

片、二向色镜（上海光机所）；荧光染料 ＮＢＤＣ６

ｃｅｒａｍｉｄｅ（美国 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅｓ公司）；高密度

脂蛋白标准品（美国Ｓｉｇｍａ公司）；石英毛细管电

泳微流控芯片（上海微系统所）。

３．２　电泳操作

利用微流控芯片进行毛细管电泳实验［１１］。

ＨＤＬ标准品处理好后，加样。电泳条件为：进样

电压７００Ｖ，进样时间４０ｓ；分离电压２５００Ｖ，分

离时间３ｍｉｎ。

４　结果与讨论

４．１　线状激发光源

ＬＥＤ表面积比较小，约为１２ｍｍ２，可视作点

光源，通过一系列光学组件可将ＬＥＤ发散光聚焦

成大小约３．５ｍｍ×０．３ｍｍ的线状光源。图３

是ＬＥＤ聚焦前后光源对比图，图３（ａ）为ＬＥＤ发

出的发散光，图３（ｂ）是经过聚焦系统后形成的线

状光源。检测时，线状光源与微管道垂直交叉，可

以很容易与管道对准，解决了激光点光源与管道
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对准难度大的问题，而且降低了系统复杂性、减少

了系统体积。０．３ｍｍ的光束线宽已小于激光光

斑的大小，可以满足微流控芯片电泳分析的要求，

不使用光阑而只通过光学聚焦可以充分地利用

ＬＥＤ的能量，所以这种线光源结构有效地提高了

ＬＥＤ诱导荧光检测器的灵敏度。

（ａ）ＬＥＤ发散光

（ａ）ＥｍｉｔｔｅｄｌｉｇｈｔｏｆＬＥＤ

（ｂ）聚焦后的ＬＥＤ线状光束

（ｂ）ＬｉｎｅａｒｂｅａｍｏｆＬＥＤａｆｔｅｒｆｏｃｕｓｉｎｇ

图３　ＬＥＤ光源聚焦前后的对比

Ｆｉｇ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｍｉｔｔｅｄｌｉｇｈｔｆｒｏｍＬＥＤｂｅｆｏｒｅ

ａｎｄａｆｔｅｒｆｏｃｕｓｉｎｇ

４．２　检测器的小型化

目前激光诱导荧光检测系统中常用的是固态

激光器，如美国 ＭｅｌｌｅｓＧｒｉｏｔ公司的一款ＤＰＳＳ，

其尺寸为２７．５ｃｍ×１３ｃｍ×５ｃｍ，而使用ＬＥＤ

其体积只有几十个立方毫米，远远小于激光器的

体积。本文提出将ＬＥＤ发散光聚焦成线状光束，

减化了光学系统，大大降低了整个光学系统体积。

采用模块化的光电倍增管，整个光学系统的体积

约为９．５ｃｍ×４ｃｍ×１７ｃｍ，实物图见图２（ｂ）。

另外恒流驱动电路尺寸为５ｃｍ×４ｃｍ×２．５ｃｍ，

所以整个ＬＥＤ诱导荧光检测器的体积小，重量

轻，实现了激光诱导荧光检测器的小型化。

４．３　犔犈犇光源稳定性

进行微流控电泳分析时，生化样品产生的荧

光信号往往十分微弱，所以必须提高ＬＥＤ光源的

稳定性，以保证检测结果的稳定性并提高检测灵

敏度。实验选用ＬＥＤ工作电流为５００ｍＡ，ＰＭＴ

灵敏度控制电压分别为６００、７００、８００、９００ｍＶ，

不加样品所检测得到的背景光信号图谱如图４所

示。

ＰＭＴ将光学信号转换为电流信号，检测器中

采用的ＰＭＴ的输出为０～１００μＡ，电流信号经过

硬件电路放大滤波转化为０～２．５Ｖ的电压信号。

图４中的纵坐标表示光学系统中的背景光信号所

引起的电压信号，该信号主要是由进入荧光收集

系统的ＬＥＤ发散光所产生。图４所示的背景光

噪声基线很平直而且信号很小，可以说明ＬＥＤ驱

动电路和ＬＥＤ发光都很稳定，整个光学系统性能

优良。

由于ＬＥＤ功率高，其聚焦后的线光源有较强

的能量；另外，ＬＥＤ光源稳定性好，所以可以利用

ＬＥＤ取代一般激光器来激发荧光，并能取得相近

的性能，而成本和体积又会下降很多，检测器性价

比较高。

图４　不同ＰＭＴ灵敏度控制电压工作时的背景光信

号

Ｆｉｇ．４　Ｓｉｇｎａｌｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｔｒｏｌｖｏｌｔａｇｅｓｏｆ

ＰＭＴ

４．４　系统性能

ＬＥＤ 工作电流为 ５００ ｍＡ 时，使用 ０．２

ｍｇ／ｍＬ的ＮＢＤＣ６ｃｅｒａｍｉｄｅ样品评价了ＬＥＤ诱

导荧光检测器的性能。进行了重复性实验，每次

实验２ｍｉｎ，实验进行到约１ｍｉｎ时，虹吸进样，前

后检测到的光信号改变量反应了荧光信号的强

弱，检测图谱如图５所示。进样之前，３条曲线几

乎重叠，进样之后，ＬＥＤ激发荧光染料产生相近
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的荧光强度。由于采用虹吸进样，加样等实验操

作会有误差，所以出峰时间有所差别。但３次进

样所得图谱的最高峰值相对标准偏差（ＲＳＤ）为

３．０％，说明该检测器整体性能稳定，具有较好的

重复性。

图５　ＮＢＤＣ６ｃｅｒａｍｉｄｅ样品的重复性实验图谱

Ｆｉｇ．５　ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔｏｆｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙｏｆＮＢＤＣ６ｃｅ

ｒａｍｉｄｅ

图６　ＮＢＤ标记的 ＨＤＬ标准品电泳图谱

Ｆｉｇ．６　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｏｆＮＢＤｌａｂｅｌｅｄＨＤＬ

　　实验中还使用了 ＮＢＤＣ６ｃｅｒａｍｉｄｅ标记的

ＨＤＬ标准品进行电泳实验，得到的电泳图谱如６

所示，样品峰形良好，表明ＬＥＤ诱导荧光检测器

也可用于微流控芯片毛细管电泳分析检测。

５　结　论

　　 以高功率ＬＥＤ为激光光源，构建了用于微

流控芯片检测的 ＬＥＤ诱导荧光检测器。利用

ＭＯＳ管压控恒流原理实现了高功率恒流驱动，保

证了ＬＥＤ激发光源的稳定性。通过设计和制作

光学结构成功地实现了将发散的ＬＥＤ光聚焦成

线状光束，避免了复杂光学校准系统，使光学系统

的体积大大减少，实现了激光诱导荧光检测系统

的微型化、集成化。以ＮＢＤＣ６ｃｅｒａｍｉｄｅ和ＨＤＬ

评测该检测器，实验结果表明，该检测器性能稳

定，重复性好；样品峰形良好，可用于微流控芯片

毛细管电泳分析检测。目前该检测器通过计算机

实现控制显示，也可使用液晶触摸屏实现系统的

控制和检测结果的显示。由于系统功耗小，可采

用电池供电，从而可以实现ＬＥＤ诱导荧光检测器

的微型化、便携化。由于激光诱导荧光检测灵敏

度高，这种便携式、微型化的ＬＥＤ诱导荧光检测

器有望在现场生化分析检测中得到广泛应用。
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３２６＠１６３．ｃｏｍ

袁　敏（１９８５－），女，山东潍坊人，博士

研究生，２００７年于山东大学获得学士

学位，主要从事微流控芯片检测的研

究。Ｅｍａｉｌ：ｙｕａｎｍｉｎ９８６＠ｍａｉｌ．ｓｉｍ．

ａｃ．ｃｎ

金庆辉（１９７２－），男，江西玉山人，研究

员，１９９７年于南昌大学获得学士学位，

２００２年于中科院上海微系统与信息技

术研究所获得博士学位，主要从事

ＭＥＭＳ生物微系统方面的研究。Ｅ

ｍａｉｌ：ｊｉｎｑｈ＠ｍａｉｌ．ｓｉｍ．ａｃ．ｃｎ

导师简介：

　赵建龙（１９６９－），男，江苏张家港人，研

究员，１９９２年于清华大学获得学士学

位，１９９７年于中科院上海冶金所获得

博士学位，主要从事微电子技术、生物

微系统等方面的研究。Ｅｍａｉｌ：ｊｌｚｈａｏ

＠ｍａｉｌ．ｓｉｍ．ａｃ．ｃｎ
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