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脉冲犔犈犇激发罗丹明犅瞬态荧光光谱特征

叶明树，田治富，胡庆，庄其仁

（华侨大学 信息科学与工程学院，福建 泉州３６２０２１）

摘要：　采用发光二极管（ＬＥＤ）脉冲光源作为激发光，研究罗丹明Ｂ荧光的瞬态光谱特征．激发光源为３个中

心发射波长分别为４０６，４６４和５２８ｎｍ的超高亮紫光、蓝光和绿光ＬＥＤ．实验结果表明：不同激发光颜色（波

长）、不同脉冲宽度和不同罗丹明Ｂ浓度得到的荧光强度有很大差别；在同一浓度下，激发光持续时间（脉冲

宽度）小于１０ｍｓ，只有绿光激发能产生强的荧光，紫光和蓝光不能产生荧光；而脉冲宽度大于２０ｍｓ时，紫光

和蓝光激发有荧光出现，但强度都比绿光激发时小很多，并且蓝光激发时荧光最弱．采用合适脉冲宽度的紫

光、蓝光和绿光ＬＥＤ作为激发光源，可以得到罗丹明Ｂ的特征荧光光谱 ．
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传统的荧光仪器大多采用脉冲氙灯、激光器、汞灯等作为激发光源，不仅需要高压供电，而且体积

大、成本高，无法满足实时原位监测的要求．近年来，随着发光二极管（ＬＥＤ）技术和工艺的不断提高，

各种超高亮、短波长的ＬＥＤ不断出现，使得ＬＥＤ的发射波长几乎覆盖了整个近紫外?近红外光谱区，有

望取代传统激发光源［１?２］．然而，荧光光谱仪由于受到激发光源、单色仪和探测器的光谱特性的影响，其

荧光光谱（激发光谱和发射光谱）并不是所研究物质的真实光谱，而要得到物质的真实光谱，一般要采

用罗丹明Ｂ法
［３?５］对实验光谱进行校正．罗丹明Ｂ荧光染料具有光稳定性好，对ｐＨ值不敏感，较宽的波

长范围和较高的荧光量子产率等优点，是分析化学和生物医药科学等生物技术领域中最常用的荧光染

料．已有的文献中，采用常规光源和分光光度计法测量罗丹明Ｂ二维及三维荧光光谱的报道较多
［６?９］．

司马伟昌等［１０］报道了采用多波长ＬＥＤ阵列诱导罗丹明Ｂ的荧光发射光谱．本文采用电子快门控制光

图１　实验装置原理图
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脉冲，研究ＬＥＤ激发罗丹明Ｂ荧光的瞬态光谱特征．

１　实验方法

图１为实验装置原理图，由ＬＥＤ激发光源、样品

池、聚焦透镜和光纤光谱仪共同组成．激发光源为中心

发射波长分别为４０６，４６４和５２８ｎｍ的３个超高亮紫、

蓝、绿发光二极管（ＬＥＤ），直径均为５ｍｍ，ＬＥＤ为半球

形封装，具有较小的光束发散角（小于１５°），样品池大小

为１２ｍｍ×１２ｍｍ×４５０ｍｍ．

激发光从一个方向入射样品池，在垂直方向上由焦

距５０ｍｍ的聚焦透镜收集荧光，在焦点处为ＵＳＢ４０００

型光纤光谱仪（美国ＯｃｅａｎＯｐｔｉｃｓ公司）的光纤入射端

面，最后由计算机进行数据处理．ＬＥＤ光源采用恒流驱动输出，幅度稳定，激发光脉冲通过１／１０００ｓ的

电子快门控制，激发光脉冲宽度控制为５０ｍｓ．
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　　实验所用工作液采用母液逐级稀释得到．首先取０．５０ｇ罗丹明Ｂ用少量水溶解，于５００ｍＬ容量

瓶中定容，然后取１ｍＬ罗丹明Ｂ溶液在量筒中稀释，再进行荧光测定．光纤光谱仪的积分时间是５ｍｓ，

光谱仪的工作方式设定为外部触发，触发信号由控制电子快门的单片机发出．由于电子快门开启跟关闭

相对于光谱仪都有延迟，所以电子快门跟光谱仪的开启时间误差会前后相减延迟而抵消，达到整个系统

的时间同步．Ａｔｍｅｇａ１６单片机（美国Ａｔｍｅｌ公司）系统时钟设定为８ＭＨｚ，以减少定时时间误差．

２　结果和分析

２．１　犔犈犇光源的发射谱

紫光、蓝光和绿光ＬＥＤ的发射光谱，如图２所示．３种ＬＥＤ光源的中心发射波长分别为４０６，４６４

和５２８ｎｍ，峰值相对光强度相差不大（约６２０００单位），光谱半高全宽分别为２５，３３和４５ｎｍ．并且，５２８

ｎｍ绿光ＬＥＤ的发射光谱基本覆盖了罗丹明Ｂ最大量子产率的５５４～５６６ｎｍ激发波长范围
［６］．

图２　３种ＬＥＤ光源的发射光谱
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２．２　瞬态荧光光谱特征

分别用上述紫光、蓝光和绿光ＬＥＤ光脉冲激发罗

丹明Ｂ溶液（质量浓度为０．５ｇ·Ｌ
－１），其瞬态荧光光谱

分别如图３～５所示．

从图３（ａ）可看出：紫光脉冲激发罗丹明Ｂ溶液时，

荧光峰值波长在６２５ｎｍ左右，荧光强度逐渐增强，２５

ｍｓ荧光峰值达到稳定的最大值，其相对光强度约３０００

个单位，２５ｍｓ后，长波长的荧光强度继续增大，４０ｍｓ

后荧光光谱基本稳定不变．从图３（ｂ）可看出，当紫光脉

冲熄灭后，荧光强度急剧下降，５ｍｓ后荧光强度就下降

到最大值的一半以下，并且峰值波长和短波长部分下降

速度最快，长波长荧光强度下降速度较慢．

从图４（ａ）可知：蓝光激发罗丹明Ｂ荧光有很大的延

迟，在激发光入射２０ｍｓ后才有明显的荧光出现，并且强度很低．２０ｍｓ的荧光光强缓慢增长，４５ｍｓ的

荧光强度才达到最大，但幅度很小，峰值约１７５０个单位．从图４（ｂ）可以看出，蓝光激发的罗丹明Ｂ荧

光的消失也比较缓慢．

从图５（ａ）可以看出：与紫光和蓝光激发罗丹明Ｂ荧光比较，绿光激发的荧光出现速度最快，１０ｍｓ

就有很明显的荧光出现，其峰值约３０００个单位；１０ｍｓ的荧光强度达到最大，其峰值约９６００个单位，

１０ｍｓ后的荧光光谱向长波长展宽．从图５（ｂ）可以看出，绿光激发的荧光在激发光熄灭后强度快速下

降，１０ｍｓ后已下降至最大值的５％以下．

　　　　　（ａ）激发阶段 （ｂ）熄灭阶段

图３　紫光ＬＥＤ瞬态荧光光谱

Ｆｉｇ３　ＴｒａｎｓｉｅｎｔｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｅｘｃｉｔｅｄｂｙｔｈｅｐｕｒｐｌｅＬＥＤｌｉｇｈｔｐｕｌｓｅ

４２６ 华 侨 大 学 学 报 （自 然 科 学 版）　　　　　　　　　　　　　　２０１１年



（ａ）激发阶段 （ｂ）熄灭阶段

图４　蓝光ＬＥＤ瞬态荧光光谱
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　　　（ａ）激发阶段 （ｂ）熄灭阶段

图５　绿光ＬＥＤ瞬态荧光光谱
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２．３　罗丹明犅荧光与激发光脉冲宽度的关系

不同质量浓度的罗丹明Ｂ被紫色、蓝色和绿色ＬＥＤ激发出荧光的时间和荧光的熄灭时间并没有

明显的不同，但是在荧光峰值和峰值中心却有着很大的差异．紫色、蓝色和绿色ＬＥＤ激发不同质量浓度

（ρ）的罗丹明Ｂ的荧光光谱，如图６所示．

从图６可知：不同质量浓度的罗丹明Ｂ被紫色、蓝色和绿色ＬＥＤ激发出的荧光光谱同样在２５，４５

和１０ｍｓ时峰值达到最大．在罗丹明Ｂ浓度增加的情况下，光谱的峰值逐渐降低，而且荧光中心都明显

的红移了．发射波长发生红移可能是由于溶液质量浓度过大，罗丹明Ｂ发生聚集状态形成了二聚体或

多聚体后，导致能量在组分分子间来回转移，延长了分子在发生荧光之前的寿命［１１］．同时，由于可能存

在的自熄灭作用增强，所以体系的荧光强度随着罗丹明Ｂ质量浓度的增加反而减小．

根据实验结果，罗丹明Ｂ的荧光光谱不但与激发光波长有关，还与激发光持续时间有关．从图６还

可以看出，不同激发光颜色（波长）和脉冲宽度得到的罗丹明Ｂ荧光强度有很大差别．当激发光持续时

间（脉冲宽度）小于１０ｍｓ时，只有绿光激发能产生强的荧光，紫光和蓝光不能产生荧光；当脉冲宽度大
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（ａ）狋＝１０ｍｓ

　　（ｂ）狋＝２５ｍｓ　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｃ）狋＝４５ｍｓ

图６　不同质量浓度的罗丹明Ｂ荧光光谱
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于２０ｍｓ时，紫光和蓝光激发有荧光出现，但强度都比绿光激发时小很多，并且蓝光激发时荧光最弱．

从图５（ａ）还可以看出，激发光持续时间（脉冲宽度）小于１０ｍｓ时，绿光激发产生的荧光光谱宽度

窄，激发光持续时间增加，荧光光谱宽度变宽．因此，采用合适的激发光持续时间（脉冲宽度）的紫光、蓝

光和绿光ＬＥＤ作为激发光源，可以得到罗丹明Ｂ的特征荧光光谱，如图７，８所示．图７，８中：激发光脉

冲宽度为１０ｍｓ．

图７　荧光峰值强度跟激发光持续时间的关系　　　　　　　　图８　罗丹明Ｂ的光谱特征　　　

　Ｆｉｇ．７　Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　　　　　　　Ｆｉｇ．８　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　

　ｐｅａｋｉｎｔｅｎｓｉｔｙａｎｄｅｘｃｉｔｅｄｌｉｇｈｔｄｕｒａｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａｏｆｒｈｏｄａｍｉｎｅＢ　　　

３　讨论

上述实验结果表明，罗丹明Ｂ荧光光谱中包含荧光和磷光
［１２?１３］现象．当激发光持续时间（脉冲宽

度）小于１０ｍｓ时，发光光谱主要为荧光光谱．这是因为荧光寿命短，有激发源时会发光，激发源去除
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后，荧光就立即消失．当激发光脉冲宽度大于２０ｍｓ时，紫光和蓝光激发有荧光出现，绿光激发的荧光光

谱展宽，主要向长波长展宽．这部分荧光包含了磷光成分，激发源去除后荧光依然存在（缓慢减弱）．因

此，罗丹明Ｂ特征荧光光谱才是没有磷光成分的纯荧光光谱，该特征光谱可用于罗丹明Ｂ成分检测和

其他采用罗丹明Ｂ作为试剂的传感领域．

瞬态荧光光谱测量方法，如采用波长连续可调的激发光源，就能得到罗丹明Ｂ的四维荧光光谱（激

发?发射?时间?荧光光谱）．相比较于三维荧光光谱图，罗丹明Ｂ的四维荧光光谱图更能详细描述被测组

分的性质．
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