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摘要：设计了一种基于复杂可编程逻辑器件（ＣＰＬＤ）的固相时间分辨荧光免疫分析仪的高速数据采集系统。采用将荧光
寿命（从几百纳秒到十几个毫秒）分成１３个区间，在不同的区间选用不同的采样频率的方法解决了采用统一采样频率不
能满足精度要求的问题。使用ＶＨＤＬ硬件描述语言设计了 ＣＰＬＤ内部逻辑电路，实现了采样时间、延迟时间、采样频率
在线设置，具有操作方便，实时性能好等优点。实验结果表明：该系统具有荧光寿命测量和时间分辨荧光谱测量两个功

能，采样个数可在１～８１９２内任意设置，延迟时间可在１～６５５３５μｓ内调节，分辨率为１μｓ，能够很好地适应大范围荧光
寿命的精细检测。
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１　引　言

　　商品化液相时间分辨荧光免疫分析（ＴＲＦＩＡ）
以极高的检测灵敏度在科研和临床中得到了广泛

应用。但由于该体系需加入增强液将稀土离子解

离以后再进行检测，是一种间接检测方法，且测量

只能在液相中进行，而离子解离后不能产生特异

的空间信号，故不适于荧光成像、免疫组化、ＤＮＡ
芯片及在线检测等，这使得其应用范围受到限制。

固像ＴＲＦＩＡ［１］是一种直接检测体系，扩展了 ＴＲ
ＦＩＡ体系的应用范围，可满足不同领域的分析需
求［２，３］，因而受到国际生物医学界的重视。固像

ＴＲＦＩＡ体系的研究成果不仅对基因、蛋白组学研
究和肿瘤、遗传基因变异以及重要病毒如艾滋病

病毒等的原体诊断研究具有很高的实用价值，而

且在消除放射性污染、保护环境方面具有重要意

义。

目前实验室用于固相 ＴＲＦＩＡ的装置由
ＢＯＸＣＡＲ平均器等仪器组成，该类仪器体积庞大，
操作复杂，并且在完成时间分辨荧光谱的测量过

程中，测量结果需通过笔录仪打印出来。这种方

法不利于获得动态数据，且数据处理难度大，波长

分辨率也受到限制。本文介绍的固相ＴＲＦＩＡ仪克
服了以上缺点，该仪器依据制备的稀土荧光标记

物受激发产生荧光的基本参数进行光、机、电一体

化设计。该仪器选用激发光波长为３３７１ｎｍ的
氮分子激光器作为紫外激发光源；采用分光反射

结构，对激发光路与收集光路进行光学设计；利用

光的传播特性，选择材料形状和体积，设计新型免

疫反应样品池；采用光电倍增管、光电二极管、复

杂可编程逻辑器件（ＣＰＬＤ）等作为光电转换及数
据采集器件。

另外，本文介绍了荧光检测技术的基本理论，

在仔细分析系统需求的基础上，设计了以单片机

为主控制器，采用 Ｌａｔｔｉｃｅ公司的高速 ＣＰＬＤ
ＬＣ４２５６Ｖ与之配合的数据采集系统［４，５］。该系统

能够完成荧光寿命测量和时间分辨荧光谱测量两

个功能；并且采用取样积分的方法减少随机误差，

提高信噪比。

２　荧光检测技术

２．１　荧光寿命
时间分辨荧光主要研究荧光强度随时间的衰

变过程，荧光寿命曲线如图１所示。以最简单的，
即荧光发射是一个单光子过程为例，其荧光强度

随时间衰变的过程可以用下式表示：

ＩＦ（ｔ）＝ＩＦ（０）ｅ
－ｔ／Ｔ０（ｔ≥０） （１）

其中，ＩＦ（０）是ｔ＝０的初始时刻的荧光强度。图１
是ＩＦ（ｔ）时间衰变曲线，Ｔ０为荧光寿命

［６］。荧光寿

命指激光器激发停止以后，荧光强度衰减到初始

值的１／ｅ时所需的时间。在图１中，时间 ｔ＝０的
点并没有选择在激光器发光的那个时刻，而是经

过一段时间的延迟，这是为了避免脉冲激光和本

底荧光带来的干扰。延迟时间从激光器发出激光

图１　荧光寿命曲线
Ｆｉｇ．１　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｌｉｆｉｔｉｍｅｃｕｒｖｅｓ
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的时刻开始计时，若延迟时间产生漂移，ＩＦ（０）的
值就不准确，多次测量的荧光寿命会存在误差。

为了减小延迟带来的误差，氮分子激光器采用外

部触发，即使用ＣＰＬＤ产生触发脉冲，这样延迟时
间就可以控制得很准确，大大提高测量的精度。

２．２　时间分辨荧光光谱
时间分辨荧光谱是荧光物质在被激发后的不

同时刻发射的光谱图，是以波长时间强度表征
的三维光谱图。荧光寿命在不同的波长处相差不

大，不同波长的荧光强度有明显的差别 ，对时间

分辨荧光光谱的测量可以得到荧光发光物质的发

光波长。本文测量荧光强度采用的方法是（如

图２所示）：从ｔ＝ｔｄ时刻起，在门宽为Δｔ的时间内
对信号采样，然后将 ｎ次采样取平均值作为 ｔｄ时
刻荧光的强度，Δｔ的调节步长为１μｓ。

图２　荧光强度曲线
Ｆｉｇ．２　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙｃｕｒｖｅｓ

２．３　采样频率的选择
对式（１）进行傅里叶变换得：

｜Ｉ（ω）｜＝ＩＦ（０）／ １／Ｔ２０＋ω槡
２ （２）

式（２）中ω（－∞，∞）。
由此可看出荧光频谱是一个连续谱，没有固

定的截止频率 ωｃ。选择截止频率时，将 ω在

（－ωｃ，ωｃ）集中的能量与整个信号能量的比值设
为，其比例式为：

∫
ω　ｃ

－ωｃ
１／（１／Ｔ２０＋ω

２）ｄω

∫
∞

－∞
１／（１／Ｔ２０＋ω

２）ｄω
＝ （３）

ａｒｃｔａｎ（Ｔ０ω｜
＋ωｃ
－ωｃ

ａｒｃｔａｎ（Ｔ０ω）｜
＋∞
－∞

（４）

ωｃ ＝
１
Ｔ０
·ｔａｎ（π２） （５）

其中， ωｃ ＝２πｆｃ （６）
综合前端放大电路、Ａ／Ｄ的分辨率，及信号的最
大程度可恢复等一些因素选择一个合适的 ，定
出ｆｃ。根据采样定理，采样频率只要≥２ｆｃ就满足
要求。在值一定的情况下，荧光寿命与采样频
率成反比，由于荧光信号的寿命范围为几百纳秒

到几个毫秒，若使用统一的采样频率，则会产生频

谱泄露、或者是数据冗余，所以要将寿命细分为若

干段，分别采用不同的采样频率，确保在合理的时

间开销内，获得有效的数据。

３　硬件组成

　　由于要完成寿命和强度测量两个功能，选择
了如图３所示的硬件组成。主控制器选择单片机
８９Ｃ５１，它主要完成对整个系统的控制，以及数据
传输。双口 ＲＡＭ是 ＣＰＬＤ和单片机的数据交换
平台，首先单片机通过双口 ＲＡＭ把指令字及初
始化数据写入ＣＰＬＤ，然后ＣＰＬＤ又把采集到的数
据存储到双口 ＲＡＭ中，等待单片机来读取。
ＬＣ４２５６Ｖ是一款高性能的 ＣＰＬＤ，最高工作频率
可达３２２ＭＨｚ，为了工作性能的稳定，可降频使
用。其电源及接口电压为３３Ｖ，内部有２５６个
宏单元，具有丰富的硬件资源，能够很好地满足系

统的需求。

图３　硬件组成框图
Ｆｉｇ．３　Ｈａｒｄｗａｒｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｙｓｔｅｍ

４　ＣＰＬＤ系统设计

４．１　ＣＰＬＤ工作流程
系统工作时，单片机首先通过串口从 ＰＣ机
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获取本次测量任务相关信息，分析处理后，把

ＣＰＬＤ所需要的数据写到 ＤＡＲＡＭ１中，然后启动
ＣＰＬＤ工作。ＣＰＬＤ首先从 ＤＡＲＡＭ１中读取指令
字及初始化数据，等待激光器发出的同步脉冲，当

同步脉冲到来后，经过一段时间延时，开始数据采

集。其工作流程如图４所示：实验采用２０Ｈｚ的
激光器，每秒发出２０次激光，并且在发出激光的
同时向外输出一个１μｓ宽的同步脉冲。只要被
测量物质不变化，每次激发出的荧光都相同。为

了改善仪器性能，提高信噪比，在完成寿命测量的

时候，采用１０组数据平均的方法来获得高质量的
数据。而在时间分辨荧光谱的测量中，使用在 Δｔ
门宽时间内采用取样积分的方法，减少随机误差

的干扰。

图４　ＣＰＬＤ工作流程图
Ｆｉｇ．４　ＷｏｒｋｆｌｏｗｃｈａｒｔｏｆＣＰＬＤ

４．２　ＣＰＬＤ内部逻辑结构
经过对需求的分析，ＣＰＬＤ的设计采用了如

图５所示的内部结构。总线接口控制逻辑与双口

图５　ＣＰＬＤ内部工作原理
Ｆｉｇ．５　ＩｎｔｅｒｎａｌｗｏｒｋｉｎｇｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆＣＰＬＤ

ＲＡＭ相连，既要从双口ＲＡＭ中读取指令字，又要
将Ａ／Ｄ转换的数据写到双口 ＲＡＭ中，这里采用
了双向总线。ＣＰＬＤ总共需要读入５个８ｂｉｔ的数

据，并将读入的数据分别存储到寄存器０～寄存
器４。其中寄存器０的ｂｉｔ７，用‘１’来表示测量一
组数据，‘０’表示测量１０组数据；ｂｉｔ３～ｂｉｔ０表示
采用１３种采样频率中的一种，其中最高采样频率
为４８ＭＨｚ，最低采样频率为５８５９３７５Ｈｚ。寄存
器１、寄存器２表示采样个数，寄存器２表示数据
的高８位，寄存器１表示数据的低 ８位。ＶＨＤＬ
采用的描述方法是，加法计数到０ＦＦＦＦｈ时，产生
计数完成信号，停止计数。初始值的计算方法是：

６５５３５（采样个数×６），这种计算方法与内部采用
间接对采样脉冲计数方法有关。寄存器３、寄存
器４表示延迟时间ｔｄ的大小，寄存器４是高位，寄
存器３是低位。延迟时间的分辨率是１μｓ，其初
值的计算方法是：６５５３５延迟时间（μｓ）。在每次
启动 ＣＰＬＤ工作时，都要先将这５个寄存器赋上
正确的值，才能正常工作。在完成荧光强度测量

的功能时，通过对采样个数和采样频率的控制就

能够实现对采样门宽 Δｔ的控制。经过认真的分
析，ＣＰＬＤ内部逻辑框图如图５所示。

５　实验结果及讨论

　　在实际操作中被测物荧光寿命未知的情况
下，通过选择不同采样频率、采样个数及延迟时间
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进行测量，直到得出最满意的结果。图６给出使
用不同的采样频率测量Ｔｂ晶体的荧光光谱图。

图 ６（ａ）测量 参 数 如 下：激 发 光 波 长
３３７１ｎｍ，延迟时间 ｔ为 ２００μｓ，采样频率选择
６ＭＨｚ，门宽 Δｔ选择 ５μｓ，波长分辨率为 １ｎｍ。
纵轴为Ｔｂ晶体的相对荧光强度值（Ｖ），横轴为中
心波长（ｎｍ）。

图 ６（ｂ）测量参数如下：激发 光 波 长

３３７１ｎｍ，延迟时间 ｔ为 ２００μｓ，采样频率选择
１５ＭＨｚ，门宽 Δｔ选择 ２０μｓ，波长分辨率为
１ｎｍ。

对比图６（ａ）和图６（ｂ）可以得出如下结论：
随着采样频率的增加，光谱图像的精细结构更加

清晰；但是采样频率越高，产生的数据量就会越

大，因此要兼顾采样频率和采样个数，以达到最好

的效果。

图６　Ｔｂ晶体的荧光谱图
Ｆｉｇ．６　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆＴｂｃｒｙｓｔａｌ

６　结 论

　　在本文设计的数据采集系统中，ＣＰＬＤ通过
双口ＲＡＭ从单片机接收指令字，能够选用１３种
采样频率中的一种控制 Ａ／Ｄ工作；采样个数在
１～８１９２内任意设置；延迟时间可根据需要在１～

６５５３５μｓ内调节，分辨率为 １μｓ。该系统体积
小，使用方便，获取和处理数据简单，能够很好地

适应大范围荧光寿命的精细检测。

然而受到运算放大器的带宽，Ａ／Ｄ转换器件
速度的限制，该系统还不能测量所有纳秒量级的

信号。今后随着硬件水平的改善，系统有望进一

步升级。
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