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激光诱导叶绿素荧光寿命的测量及其特性分析*
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提出了一种用于评估植物生长状况及环境监测的激光诱导叶绿素荧光寿命测量方法. 采用波长 355 nm的激光

作为光源激发叶绿素荧光,由光电倍增管接收其荧光信号,由于被测叶绿素荧光衰减函数与激光脉冲、仪器响应函

数卷积在一起,根据它们的特性,运用时间分辨测量法分别测得叶绿素荧光及其背景信号,并结合一种新型解卷积

算法可分离出真实的叶绿素荧光衰减函数,从而获取叶绿素的荧光寿命. 测试结果表明: 该方法能够实现叶绿素荧

光寿命的高精度实时监测,对不同叶绿素含量的溶液荧光寿命进行了测试,证明叶绿素含量与其荧光寿命具有相关

性,并且拟合了叶绿素含量与荧光寿命的标定曲线.

关键词: 荧光寿命,激光诱导荧光,时间分辨测量法,叶绿素含量

PACS: 06.20.F−, 06.30.Ft, 06.30.Dr, 02.70.Hm DOI: 10.7498/aps.62.190601

1 引 言

随着人类工业技术的飞速发展,生态环境已成
为全球性问题, 环境对植物生长变化影响较大, 若
能在肉眼观测到这些变化前捕捉到植物的变化征

兆, 那么就能预测植物的生长变化, 植物叶绿素吸
收光能为光合作用提供能量,部分多余能量以荧光
的形式散耗掉 [1]. 理论上,能够通过测量叶绿素荧
光获取植物的生长信息. 尽管荧光很弱, 但能够用
高分辨率的仪器对其探测,通过激光遥感技术探测
植物荧光以实现对大面积植物生长状况的实时监

测已称为该领域的研究热点. 美国国家航空航天
局 (NASA)于 2011年公布了第一张地球植物荧光
地图, 显示了全球植物的分布情况, 该荧光地图是
根据日本温室气体探测卫星 (GOSAT)光谱仪小组
2009年采集的数据制作而成的. 欧洲空间局 (ESA)
的植物荧光探索 (fluorescence explorer, FLEX)计划
本来存在众多争议,但新的研究成果为这一计划提
供了有力的支持,目前该计划已处于可行性研究中
期阶段, FLEX的发射日期尚未确定.
植物叶绿素荧光探测领域的研究重点在于探

测仪器精度的提高、叶绿素荧光与植物生长情况

的关联以及荧光信号处理技术三个方面 [2]. 叶绿素

荧光探测技术中,一般通过检测叶绿素分子的荧光

强度或寿命来实现被测成分的分析,由于荧光寿命

是荧光信号的本征参量,不易受环境光、荧光散射

角度以及叶绿素见光分解等因素的干扰,因此对叶

绿素荧光寿命的测量具备更好的检测精度及稳定

性 [3]. 本文以光合作用理论为基础,利用激光诱导

荧光 (laser-induced fluorescence, LIF)寿命为探针以

图建立植物生理状况与荧光信息的关系模型.

叶绿素荧光寿命的测量难度较大,目前的荧光

寿命测量方案都存在明显不足. 如数据拟合法与脉

冲时延法不能利用整个荧光衰减过程的信息从而

影响检测精度,传统的相平面结合迭代解卷积的方

法又须要繁琐的数值算法,很难实现荧光寿命的实

时监测;而新兴的荧光寿命成像技术须要配备造价

昂贵、对环境要求较高的 ICCD,且该技术不易实

现远距离的遥感探测 [4−6]. 而本文采用的时间分辨

荧光测量技术是近几年生物光学和化学光学领域

中研究信号快速变化过程的主要工具之一 [7−9],通

过时间分辨光谱同时对某一固定波长的荧光强度
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及其瞬态过程两个参量进行信号分辨,可以直观地

反映植物叶绿素荧光信号的衰减过程,能够用于分

析叶绿素分子的激发态辐射跃迁过程. 并根据荧光

衰减函数的特性,提出了一种改进型的向前迭代卷

积法, 能够有效剔除非特异荧光的干扰, 以反演叶

绿素荧光寿命. 经反复试验,证明该方法能够快速、

准确地实现叶绿素荧光寿命的遥感探测.

2 激光诱导叶绿素荧光寿命的基本
原理

2.1 激光诱导叶绿素荧光寿命的特性

时间分辨测量法通常用激光脉冲激发叶绿素

产生荧光, 由高速探测器记录其衰减函数, 并且所

用激光脉冲宽度须小于被测荧光衰减时间. 激光能

够实现远距离、大范围植被生理状况的遥感探测,

但实际时域光谱分析中,激光脉冲不为 δ 函数 [10].

当激发光脉宽远小于被测物的荧光衰减时间时,探

测器观测到得荧光衰减曲线为被测物真实的荧光

衰减曲线,如图 1(a)所示; 而当激光脉宽接近被测

物的荧光衰减时间时,激光脉冲被认为是由无数个

窄脉冲组成的,如图 1(b)所示,分别用 p1, p2, p3 等

表示各窄脉冲的幅度,脉冲幅度与受激分子数成正

比,其中 p2, p3 激发分子的衰减曲线如图 1(b)中曲

线 2, 3所示.

ti 时刻激光诱导荧光的总强度为所有窄脉冲激

发荧光在此时刻的总和,即

y(ti) =
n

∑
l=1

pl ·A · exp
[
− (ti − tl)/τ

]
. (1)

由于激发过程是一连续函数, 所以式 (1) 可以表

示为

y(ti) =
∫ ti

0
p(x) ·A · exp

[
− (ti − x)/τ

]
dx. (2)

因此,激光诱导叶绿素荧光衰减函数 y(t)就能表示

为激光脉冲函数 p(t)与真实叶绿素荧光衰减函数

g(t)的卷积

y(t) =
∫ +∞

−∞
p(x) ·A · exp

[
− (t − x)/τ

]
dx

=
∫ +∞

−∞
p(x) ·g(t − x)dx

=p(t)⊗g(t). (3)

2.2 叶绿素荧光寿命测量原理

当仪器响应时间接近叶绿素荧光衰减时间时,
仪器采集到的信号实际为激光诱导荧光衰减函数

y(t)与仪器响应函数 irf(t)的卷积 [11,12]. 整个系统
的卷积形式可表示为

m(t) =irf(t)⊗ y(t)

=irf(t)⊗
[
p(t)⊗g(t)

]
. (4)

由此可见,叶绿素荧光衰减信息卷积在仪器采集到
的荧光信号 m(t)中. 选取不会产生荧光的物质 (如
蒸馏水或石英玻璃)作背景材料, 其荧光衰减函数
g(t)为 1[13],此时采集到的信号表示系统响应函数

m0(t) = srf(t) = irf(t)⊗ p(t). (5)

将系统响应函数代入 (4)式可得

m(t) = srf(t)⊗g(t). (6)

因此,只要测得系统响应函数,用 m(t)对其解卷积
就能得到 g(t).

图 1 激光脉冲对荧光衰减曲线的影响 (a)激光脉冲远小于
荧光衰减时间的情况; (b)激光脉冲接近荧光衰减时间的情况

2.3 解卷积算法

理论上, 频域法能够反演叶绿素荧光寿命, 但
实际结果噪声较大, 且卷积核谱存在零点时, 结果
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无意义 [14];相平面法简单易行但精度有限,若与传
统的迭代卷积法结合数值算法又过于繁琐,无法实
现荧光寿命的实时监测 [15].
根据叶绿素荧光衰减函数的特性,提出一种改

进型的向前迭代卷积法,能够显著提高叶绿素荧光
寿命的测量精度.假定 srf(t)的长度为 N, m(t)长度

为M,则 g(t)的长度 L为M−N+1,但 srf(t)与m(t)

中都存在大量与荧光衰减无关的信息,所以实际计
算中的 L应为 (M−N +1) · ε ,这里 ε(0 < ε < 1)为
荧光衰减系数. m(t), srf(t)与 g(t)之间的卷积形式

可化为

m(n) =
L−1

∑
x=0

srf(n− x)g(x). (7)

依 (7)式的定义,并满足如下条件:

m(i) =0, i < 0或i > M−1,

srf( j) =0, j < 0或 j > N −1,

g(k) =0, k < 0或k > L−1. (8)

可将 (7)式化为以下矩阵形式:



m(0)

m(1)

m(2)
...

m(k)


=



srf(0) 0 0 · · · 0

srf(1) srf(0) 0 · · · 0

srf(2) srf(1) srf(0) · · · 0
...

...
... · · ·

...

srf(k) srf(k−1) srf(k−2) · · · srf(0)





g(0)

g(1)

g(2)
...

g(k)


. (9)

从 m(0)起对 (7)式迭代求解, 可将 (9)式的矩阵形
式化为

g(n) =
[
m(n)−

n

∑
i=1

srf(i)g(n− i)
]
/srf(0). (10)

根据 (10)式求得 g(n),再采用立方插值法对 g(n)在

横坐标方向放大 1/ε 倍,便能得到真实的叶绿素荧
光衰减函数 g(n/ε),再根据荧光衰减函数与荧光寿
命的关系便可求得其荧光寿命. 该方法测量精度高,
算法简便,适用于反演叶绿素荧光寿命.

3 荧光寿命测量系统设计

叶绿素荧光寿命测量系统如图 2所示,采用输
出波长 355 nm、单脉冲能量 50 mJ 的 Nd:YAG 激
光器作光源. 该系统出射光束经 355 nm高反分光
镜分离杂散光后, 再用平面反射镜调整方向, 由凸
透镜汇聚到远处盛放叶绿素溶液的石英比色皿上,
产生的荧光再经凸透镜折射转化为一组平行光束,
透过中心波长 680 nm的窄带滤光片由另一凸透镜
汇聚到光电倍增管 (photomultiplier, PMT), 用示波
器采集到数据 m(t),同时在分光镜后方放置一高速
光电探测器 (PD) 接收激光散射信号, 来触发示波
器采集信号. 测量系统响应函数时, 用石英比色皿
盛放蒸馏水,将 680 nm的滤光片更换为 355 nm的
滤光片, 并加置衰减片, 将衰减后激光脉冲聚焦到
PMT上,此时示波器采集到的信号为 srf(t). 将示波

器采集的数据存储并传输给计算机进行处理,即可
反演得到叶绿素荧光寿命.

图 2 叶绿素荧光寿命测量系统的原理图

4 实验结果与分析

为验证荧光寿命测量系统及反演算法的可靠

性, 利用该系统分别对特定浓度的乙醛、若丹明
溶液以及不同比例的碘化钾、若丹明混合溶液的

荧光信号进行测量, 用改进型向前迭代卷积法反
演的荧光寿命并与文献数据进行对比, 相对误差
小于 3%[16−18].

4.1 叶绿素荧光光谱分析

选取生长状态良好的墨叶碧玉植株, 裁剪
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6 cm2 叶片放入 5 ml 用 95%的乙醇和 80%的丙酮
以体积比 1:2关系配制的混合溶液里,静置在暗室
中 (叶绿素见光会分解)[19], 观察叶片组织完全变
白后,就能得到叶绿素提取液. 355 nm激光激发叶
绿素提取液、丙酮与乙醇的混合溶液及墨叶碧玉

叶片在 400—800 nm的荧光光谱如图 3所示. 植物
叶片的荧光在 685 nm和 740 nm附近最为明显;由
于叶绿素提取液中的部分植物组织已被破坏, 所
以叶绿素提取液只有 685 nm处的荧光峰值比较明
显 [20,21];由叶绿素的背景溶液 (即丙酮、乙醇混合)
的荧光光谱可知,叶绿素提取液在 500—600 nm处
的荧光是由丙酮、乙醇的混合液产生的.

图 3 叶绿素荧光光谱

4.2 叶绿素荧光寿命的测量结果分析

用该系统对叶绿素溶液进行测试时,示波器采
集的数据取 30 次平均值. 先用石英比色皿盛放蒸
馏水测得系统响应函数; 测量叶绿素溶液时, 叶绿
素分子失去细胞壁的保护,在激光激励下迅速分解,
如图 4 所示, 当激光诱导荧光强度达到最大值后,
随叶绿素的分解荧光强度逐渐降低, 60 s时减小到
最大值的约一半处, 但荧光衰减时间始终固定, 由
此也能说明测量荧光寿命比测量荧光强度更具稳

定性. 而荧光强度最大时,衰减过程最明显,反演荧
光寿命的误差也最小.
分别配制 22.21 mg/L, 10.53 mg/L, 5.88 mg/L,

2.78 mg/L 的叶绿素溶液进行测试, 用示波器采集
各溶液激光诱导荧光强度最大时的曲线,如图 5所
示. 对示波器采集的系统响应 srf(t)及各浓度溶液
的激光诱导荧光信号 m(t) 进行去噪处理后, 再对
m(t)解卷积就能得到被测溶液真实的叶绿素荧光
衰减曲线,如图 6所示. 并经反复实验证明浓度越
高的叶绿素溶液荧光寿命越长, 由此可见, 叶绿素
荧光寿命与叶绿素含量具有相关性.

图 4 叶绿素溶液的激光诱导荧光衰减曲线

图 5 叶绿素溶液的激光诱导荧光衰减曲线

图 6 真实的叶绿素溶液荧光衰减曲线

4.3 叶绿素含量的标定曲线

将上述 4 种含量叶绿素溶液进一步配制成叶
绿素含量相差 ∼ 0.16 mg/L的一组溶液,分别采用
相平面法和改进型向前迭代法反演其荧光寿命,可
得到叶绿素含量的标定曲线如图 7所示 (由标定曲
线能够分析未知含量的叶绿素溶液).由图 7看出,
虽然两种算法求得的曲线存在差异,但两条曲线在
一定范围内都呈线性关系,相平面法得到的标定曲
线的线性相关系数 r = 0.8612而改进型向前迭代法
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反演的标定曲线的线性相关系数 r = 0.9396, 由此
可见改进型向前迭代法明显优于相平面法. 若采用
改进型向前迭代法开展大量类似工作,就能够实现
精确的叶绿素含量定量分析.

图 7 相平面法与改进型向前迭代法反演得到的叶绿素溶

液标定曲线

5 结 论

通过搭建叶绿素荧光寿命测量系统,运用时间

分辨测量法结合改进型的向前迭代卷积法成功测

得了不同叶绿素含量溶液的荧光寿命. 结果表明,

该方法不但克服了以往荧光寿命测量方法精度不

高、算法繁琐或须要昂贵仪器的缺陷,而且具有非

接触、大视场等测量优点,可实现对叶绿素溶液荧

光寿命的实时测量, 该技术不但能够用于对河流、

湖泊等各种水样的叶绿素含量进行连续监测,而且

具有预测植物的生长变化的前景. 这些特性表明激

光诱导荧光寿命技术在植物环境监测领域具有很

大应用潜力,荧光寿命也将会成为表示植物生长状

况的一个新指标,计划下一阶段将运用脉冲宽度更

窄的激光光源实现活体植物荧光寿命的连续观测

及其随季节的变化情况.
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Abstract
A laser-induced fluorescence lifetime measurement method is presented to evaluate living status for plant growth and the environ-

mental monitoring. A 355 nm laser is used as excitation source for exciting chlorophyll fluorescence, and the fluorescence signals are
received by a photomultiplier. Because the measured signal is the convolution of the reliable fluorescence decay signals, laser pulse
and instrument response function, according to their characteristics, the time-resolved measurement method is used to estimate the
chlorophyll fluorescence and background signals separately; the real fluorescence decay signals are separated by combining a novel
deconvolution method, and the chlorophyll fluorescence lifetime can be retrieved. Experiment shows that the method proves to be a
high accuracy and real-time monitoring chlorophyll fluorescence lifetime technique; and the chlorophyll solution fluorescence lifetime
is measured for different concentrations. The result can prove that the chlorophyll concentration is related to its fluorescence lifetime,
and the calibration curves of chlorophyll concentration and fluorescence lifetime is fitted.

Keywords: fluorescence lifetime, laser-induced fluorescence, time-resolved measurement, chlorophyll concentra-
tion
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