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中文摘要

／发展多参数、多功能的传感器是目前传感器研究的一个极富挑战性的方向。
＼

在现阶段，将单参数化学与生物传感器发展为多参数、多功能化学与生物传感

器是一条现实可行的重要思路，目的在于不增加阵列规模，甚至在单个传感探

头的情况_F，能够显著提高体系化学信息的获取量。光化学传感器以其光学信

号表达的丰富多样性而在这方面具有独特的优势，而且，各种光学信号表达均

可在同⋯光学波导中实现，这使得在单个光极上同时获得多个光学信号成为可

能气尸一
本论文从基于光纤模式滤光检测的机理入手，致力于研究一类新型的基于

模式滤光检测的光纤化学与生物传感器。f所谓模式滤光，是指分析对象进入光

纤包层引起光纤芯包界面的折射率增加，导致光纤内的部分传导模不满足传导

条件而从光纤的包层中侧漏出来的光学信号，它与包层折射率的增量在一定条

件下线性相关。因此，模式滤光检测为光学式化学与生物传感器获取光学信息

发展了·条新的途径。模式滤光检测和传统的检测方式相比，检测器的位置由

光纤未端改放在光纤侧面，获取光纤侧面产生的模式滤光信号，由于光纤侧面

的背景光远较光纤末端的出射光背景小，因而较之检测光纤末端的出射光有高

得多的信噪比和灵敏度。同时，结合电荷耦合器件(CCD)的多通道检测技术

和色谱分离技术，可以巧妙地实现对多组分的同时分离和多通道信号响应，实

现单个传感器的多参数化。j—户—一

本论文的研究工作分为两部分。第一部分开展了仪器的开发和研制工作，

以及基』：光纤模式滤光检测的信号传感理i仑研究口

／一、Jr发和研制基于裸光纤体系和基于修饰光纤体系的模式滤光传感装
L

置。这部分工作涉及如下几个关键问题：

1．光源与光纤之间的光耦合技术；

2．进样装置的构造以及参数的选择；

3．处理和修饰光纤／毛细管环状柱传感元件的技术、卜台：

4．传感装置各部件尺寸或参数的选择，设计、加工和组装；
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5．多通道检测系统的构造，数字信号的采集及软件的开发：

等等。

根据我们的设想，我们研制出了基于通用和快速检测的裸光纤模式滤光传

感装置和基于多组分同时选择性响应的修饰光纤模式滤光色谱传感装置。由于

这项研究工作的新颖性，香港浸会大学从本实验室购置了两台我们自行研制的

模式滤光传感装置，并开展了相关的合作研究。在此基础上，我们进一步发展

了全新的基于光纤模式滤光检测的毛细管电泳装置，并申请了专利。

二、从光学波导的基本原理出发，从理论上探讨了光纤模式滤光检测在获

取高信噪比和高灵敏度的信号上所具有的突出优势。为了解决实验中裸光纤体

系与修饰光纤体系在获取模式滤光信号上出现的不一致现象，即裸光纤体系中

随着分析对象的折射率增大，获取的模式滤光信号呈下降趋势，而在修饰光纤

体系中分析对象的折射率增大，获取的模式滤光信号却是增大的，我们从光的

能量辐射学入手，详细地讨论了光辐射能在传输路径上的反射与透射，获得了

模式滤光信号产生的细节，以此建立了模式滤光检测的新模式。通过详细的理

论推导和分析，合理地解决了这一看似矛盾的问题，二者看似不一致，实际上

是对立统一的。

在修饰光纤体系中，定量分析待测物质与光纤涂层相互作用所产生的模式

滤光信号，是我们开展光纤模式滤光化学与生物传感的理论基础。在修饰光纤

体系定量获取模式滤光信号的理论研究中，我们以我们所用的石英光纤为例，

推导了光纤模式滤光信号的理论表达式。我们获得了模式滤光信号的函数关系，

它与分析对象的容量因子，分析对象的折射率、进样体积和进样浓度以及流动

相的线性流速有关。对这个表达式的研究表明，对一给定值的装置。检测器的

灵敏度主要由两项决定。一项是随着分析对象和包层间的RJ差值的增大，灵敏

度将提高，这一项类似于普通RJ检测器中描述分析对象选择性的项，只不过RJ

差值在模式滤光检测中是相对于固定相而言。而在普通RJ检测中是相对于流动

相而言。另一项是分配常数Kd，它表明聚合物包层的亲和性越强，对分析对象

的灵敏度越高，这～项同时还显示模式滤光检测方法受化学的选择性和Rj的灵

敏度共同决定。增加流动相中水的含量能使疏水分析对象的分配常数交得很大，

然而，分配常数的增大也引起容量因子和保留值的增长，从而导致分析时间的

延长并导致流动相中分析对象区带的展宽和稀释。对这个表达式的研究还表明，
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减小固定相涂层的厚度，有利于在增大分配常数l(d的同时保持适当的容量因

子，这对获得理想的模式滤光信号具有十分积极的意义。j夕一

论文的第二部分工作开展了基于多通道光纤模式滤光检测的化学与生物传

感的应用研究。利用基于通用和快速检测的裸光纤模式滤光传感装置，我们实

现了对乙醇体系、乙二醇体系和醋酸体系的实时、快速监测，利用基于多组分

同时选择性响应的修饰光纤模式滤光色谱传感装置，我们获得了溴苯和甲苯混

合组分的同步光学和色谱信息，利用模式滤光毛细管电泳装置，我们实现了混

旋色氨酸的手性拆分。

／三、利用研制的裸光纤模式滤光传感装置分别对乙醇、醋酸和乙二醇的水

溶液体系进行了实时、快速监测。实验表明，在0-50％(v／v)的范围内，对乙醇

的测定线性相关，相关系数为O．9972；测定醋酸的线性范围是0-90％(v／v)，相

关系数是0．9980；测定乙二醇的线性范围是0--60％(v／v)，相关系数是0．9966。

应用该传感器装置分别对白酒中的乙醇、食用醋中的醋酸含量进行测定，并用

通用方法作了对照实验，获得满意结果。该传感器通用性好，响应迅速，具有

良好的重现性和可逆性，接上流动注射进样系统还可进行流动注射分析(FIA)。

四、利用修饰光纤模式滤光色谱传感装置开展了溴苯和甲苯混合组分的同

时选择性响应和多通道信号分析的研究。在以往的化学传感器中，一般较少涉

及色谱内容，而在复杂的真实体系中，选择性就成为构造化学传感器的一个重

要参数。多通道在柱同步分离分析光纤色谱传感器将色谱分离技术与化学传感

技术结合起来，为发展多通道和多功能光化学传感器提供了一条切实可行的重

要思路。我们发展的固定相涂溃方法解决了色谱传感器中敏感膜的稳定性和使

用寿命的问题，灵敏度和色谱峰形也得到了极大的改善，同时我们对修饰涂层

做了AFM表征。实现在柱同步分离分析的一个重要内容是通过多通道检测提

取整段色谱过程中的实时、在柱信号，并通过对这些多通道信号进行解析，从

而获取多元体系中分析物质的组成和浓度等化学信息，显著提高多组分混合物

中分析组分测定的精度。本研究采用了多元校正的偏最小二乘方法对溴苯、甲

苯混合物体系进行了定量分析，获得了满意的结果。

五、利用模式滤光毛细管电泳装置开展了基于sol-gel包埋BSA(牛血清白

蛋白)手性固定相对混旋氨基酸进行手性拆分的研究。模式滤光检测是一种基

于RI测量的光纤传感技术，RI检测作为一种浓度型且非破坏性的通用型检测
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技术，在CE检测方法的研究中一直为研究者所关注。soI．geI技术对于热稳定

性和化学稳定性差的蛋白质等生物大分子而言是一种理想的固定化方法。我们

较深入地研究了实验体系的影响因素和优化条件。研究表明，基于光纤表面修

饰的模式滤光CE无论在获取体系的分离信息还是在检测信号上，较之无涂层

修饰的模式滤光CE都有明显的改进。从理论和实验两方面来看，我们期望多

通道模式滤光CE在生物分子和药物分子的手性拆分上、在研究生物大分子和
、

药物分子之间相互作用的生物特征上，可以获得良好的应用。I夕’一
厂

旷

关键词：(!i梦化学传感器声模式滤光检测，巨垂≥L疋／

最夥<锨；
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Ab stract

In this thesis，kinds of novel fiber—optic chemo—and bio’sensors based on mode‘

filtered light detection(IvIFLD)were presented，originating from the proposition of

MFLD mechanism．The term of mode—filtered light refers to the observation that light

initially propagating down all optical fiber can be decoupled from that fiber by

increasing the cladding RI at the core／clad interface with a permeating analyte，thus

changing the allowable propagating modes within the fiber,resulting in a continuous

and nearly linear increase in mode-filtered light with increasing cladding i11．So，

MFLD provides a new way to obtain optical information for optical chemo—and bio-

sensors．Compared、Ⅳitll conventional detection methods。in which the detector was

placed at the distal end of the fiber,MFLD has advantages in much higher singnal-tO：-

noise(siN)ratio and sensitivity,since the analyte signal is measured against a much

lower background by placing the detector at the fiber：optic profile instead ofthe distal

end．

The contents of the thesis include two parts．In the first part，the work has been

done toward the development and fabrication of the instruments，and discussion about

the signal sensing theories based on the fiber·optic mode—filtered light detection．

1．Develop and fabricate the mode-filtered light sensing instruments．This part of

work involves several key problems as follows：

I)Coupling technology oflaser source with the optical fiber；

2)The construction of the sampling device and the selection of relevant

parameters；

3)The technical platform for the treatment and modification of fiber／capillary

annular column sensing element；

4)The selection of the size or parameters，design，machining and assembly of

the sensing instruments；

5)The construction of the multichannel detection system，the collection and

processing ofthe digital signals and the exploiture ofrelevant software；

And SO on．

According to our design，we constructed an uncoated fiber-optic mode-filtered
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light sensing instrument based on general and fast detection and a modified fiber-optic

mode—filtered light sensing instrument witll synchronization of selective response to

mixed components．Due to the novelty of this research work，two of mode-filtered

light sensing instruments assembled by our lab were purchased by Hong Kong Baptist

University for coopermive research．On the basis ofthis，we further developed a novel

fiber-optic mode-filtered light equipment for capillary electrophoresis，and obtained a

patent．

2．Derived from optical waveguide fundamentals，outstanding advantages of

MFLD in high S／N ratio and sensitivity were theoretically presented．To resolve

inconsistent change tendencies of mode—filtered light obtained in bare core sensing

system and in modified sensing system，that is，the mode—filtered light signal declines

with the increase in analyte RIs in bare core sensing system but increases with the

increase in analyte 1Us in modified sensing system．we started、撕th light energy

radiation theory,and obtained the details ofMFLD mechanism by discussing in detail

the radiant energy’S reflection and refraction at the interface，thus establishing a

mathematical model ofMFLD．We concluded that the inconsistent change tendencies

of mode-filtered light were essentially coherent．

In modified fiber-optic sensing system，quantitative analysis of the interaction of

the analytes witll the cladding is the theoretical foundation offiber·optic mode-filtered

light chemo—and bio—sensing．In our study,We took example for the fused silica fiber

that we used。to deduce a mathematical expression for MFLD．We derived an

expression that related the mode-filtered light signal as a function of the capacity

factor of the analyte，RI of the analyte，injected volume and concentration of the

anatyte and the mobile phase linear flow velocity．Inspection of this equation reveals

that detector sensitivity for a given configuration is primarily determined by two

terms．One term predicts increasing sensitivity with increasing difference between the

／us ofthe analyte and cladding．111is term is similar to the term that describes analyte

selectivity for standard RI detectors，except that the RI difference is relative to the

stationary phase in MFLD rather than the mobile phase as with standard RI detection．

The other term iS analyte distribution coefficient K．It predicts increased analyte

sensitivity with increased affinity for the polymeric cladding．It also suggests that the

MFLD method is govemed by both chemical selectivity and RI sensitivity．The

distribution constant Can be made quite large for hydrophobic analytes by increasing

the water content of the mobile phase．However,aft increase in the distribution

“
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coefficient also causes an increase in the capacity factor and increased retention，

which results in increased analysis time and consequent broadening and dilution of

the analyte zone in the mobile phase．Inspection of this equation also reveals that a

decrease in stationary phase thickness is propitious to the increase of the distribution

coefficient Kd while maintaining a reasonable capacity factor,which has positive

significance in obtaining ideal mode—filtered light signal．

In the second part of the thesis，the work had been done toward chemical and

biological applications ofthe fiber-optic sensors based on multichannel MFLD．Using

the uncoated fiber-optic mode—filtered light sensing equipment with general and fast

detection，we achieved real-time，fast monitoring of ethanol，acetic acid and ethylene

glycol，respectively．Using the modified fiber-optic mode—filtered light sensing

equipment with simultaneous selective response of mixed components，we obtained

the synchronous optical and chromatographic information of the mixtures of

bromobenzene and toluene．Using the mode-filtered light capillary electrophoresis

equipment，WC successfully achieved chiral separation ofD，L—tryptophan．

3．The uncoated fiber·optic mode—filtered light sensing equipment was applied

for the real time and fast monitoring of ethanol，acetic acid and ethylene glycol，

respectively．It showed that the linear response to ethanol covered the range of

concentration o～50％(v／v)and relative coefficient was the value of 0．9972．The linear

responses to acetic acid and ethylene glycol were 0～90％(v／v)and 0～60％(v／v)

respectively,and their relative coefficients were the values of 0．9980 and O．9966．The

results were satisfied when applying the sensor for the measurements ofdistilled spirit

and edible acetic acid，and comparing this method with the standard methods as

control experiments．The sensor has advantages in good applicability,reproducibility,

reversibility and short response time．It Can be applied for flow injection analysis(FIA)

after fixing a flow injection sampling system．

4．The modified fiber-optic mode—filtered light sensing equipment Was applied

for simultaneous selective response and multichannel signal analysis ofthe mix．ture of

bromobenzene and toluene．In conventional chemical sensors，little work has been

involved in chromatography．In real complicated systems，however,selectivity is a

significant parameter to the construction of chemical sensors．Multichannel fiber·optic

chromatographic sensor with on—column synchronization of separation and assay

combines the technologies of chromatographic separation and chemical sensing，thus

“i
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providing a feasible idea to develop multichannel and multifunctional chemical

sensors The stationary phase coating method that we developed not only solved the

problems of the stability and life—time of the sensing membrane in the

chromatographic sensor，but also greatly improved its sensitivity and retention

behavior．At the same time，the modified surface was determined with atomic force

microscopy(ARM)to investigate the conformational aspects For on—column

synchronization of separation and assay,it is important to distil real··time and on-—

column signals of the whole chromatographic process by multichannel detection，and

obtain chemical information such as the composition and concentration ofthe analytes

from multi-componential systems by the analysis of-these multichannel signals，thus

remarkably enhance measurement precision of the analytes in the multi—componential

mixtures In this research，the partial least squares(PLS)method was applied to

quantitative analysis of the mixture of bromobenzene and toluene Approving results

were obtained

5 The mode—filtered light capillary electrophoresis equipment was used for

chiral separation of D，L—tryptophan with BSA(bovine Serum albumin)doped sol—gel

served as the chiral stationary phase MFLD is a kind of fiber—optic sensing technique

based on RI measurement As a universal detection technique，which is a concen—

tration．based and nondestructive detection，ILl measurement is always regarded in CE

detection methods The sol-gel technique is an ideal approach to immobilize macro

biomolecules such as protein，because the biomolecules have poor thermodynamic

and chemical stability．We studied carefully the effect factors and optimization for the

experiment system The investigation showed that the modified fiber—optic mode‘

filtered light CE was a great improvement upon the uncoated one in regard to the

separation information and detection signals of the system In view of the theory and

practice，multi．channel mode。filtered light CE has potentials in chiral separation of

the biomolecules and the pharmic molecules，and in study of biological characteristics

ofthe interaction ofthe bio—molecules with the pharmic molecules

Keywol‘ds fiber optic；chemical sensor；mode—filtered light detection；multi—channel



本文常用英文缩略词表

缩略词 中文名称

AFM

BSA

CCD

CE

CEC

FIA

HPLC

LD

LED

LIF

MFLD

MIP

OTEC

OTGC

OTLC

PD

PMT

PLS

u·TAS

Iu

sol-gel

SPR

原予力显微镜

牛血清白蛋白

电荷耦合器件

毛细管电泳

毛细管电色谱

流动注射分析

高效液相色谱

半导体激光二极管

半导体发光二极管

激光诱导荧光

模式滤光检测

分子印迹聚合物

开管柱电色谱

开管柱气相色谱

开管柱液相色谱

光电二极管

光电倍增管

偏最小二乘

微全分析系统

折射率

溶胶．凝胶

表面等离子体共振

WCOT 壁涂开管柱
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第一章绪论

1．1化学与生物传感新技术

在化学与生物传感技术发展的前沿领域，研究者们正在将目光越来越多地

集中在两大方面，一是发展多参数、多功能甚至智能化的传感器，期望对实际

体系或复杂体系中的多种参量进行提取以反映其真实情况和更多的信息，二是

发展微型化的、纳米尺寸上的传感探针，以实现生命科学在单细胞、单分予层

次上的检测和分析。这两大方向已表现出诱人的前景，而且相互之间在发展中

往往互为手段，相互交融和整合。像生物芯片的研究就是一个生动的例子。

一方面，发展多参数、多功能和智能化的传感器是目前传感器研究的一个

极富挑战性的方向。这一研究方向涉及到材料、生物、化学、电子、计算机、

数学、物理等多学科领域的交叉。根据研究的侧重点不同还可细为多个分支方

向。较早发展起来的是基于场效应的气敏传感器阵列，始于70年代对氢气敏感

MOS晶体管的研究【I】，经历20来年的发展，人们对影响气敏场效应装置的灵敏

度和选择性因素已经积累了大量的知识o~7】。现已成功地检测了氢、硫化氢、乙

醇、氨和饱和烃等许多气体分子，检测空气中的气体分子其灵敏度通常可达到

lppm数量级。1998年在北京召开的第七届国际化学传感器会议上，几百篇论

文中有数篇是关于对电子鼻[b16]和电子舌n。“1的研究。可以预见，随着新型

材料的不断开发和传感技术的进一步创新，像仿生嗅觉与味觉这样一类智能型

传感器的研究将会有新的突破。

在现阶段，将单参数化学与生物传感器发展为多参数、多功能化学与生物

传感器是一条现实可行的重要思路，目的在于不增加阵列规模，甚至在单个传

感探头的情况下，能够显著提高体系化学信息的获取量。光化学传感器以其光

学信号表达的丰富多样性而在这方面具有独特的优势，像荧光[19-．34]吸光[3“”、

化学发光‘“_“、磷光[47．48]、偏振光[493、拉曼散射‘5””、折射光‘5+删、衍射‘“·

刚和干涉‘n一3等等，而每一种光学信号又有不同的测定机理，例如荧光有荧

光增强、荧光熄灭、荧光寿命等，而且重要的是，各种光学信号表达均可在同

一光学波导中实现，这使得在单个光极上同时获得多个光学信号成为可能。
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模糊传感器是近年来备爱关注的热点研究课题，始于80年代末㈣，受到了

研究者的广泛重视。获取被量测的模糊信息，是在不同量测体系中普遍存在的

客观现象。模糊逻辑在传感器量测领域的应用，模糊传感器的出现，拓宽了经

典量测科学，使量测科学向人类自然语言理解方面迈出了重要的一步。所谓模

糊传感器，它是一种智能型的传感装置，由具有简单选择性的传感器和推理器

组成，是以数值量测为基础，产生和处理与其相关量测的符号信息的传感器件。

可见，模糊传感器是在经典传感器数值量测的基础上，经过模糊推理与知识集

成，以自然语言符号描述的形式输出量测结果。模糊传感器在一些领域内已获

得实际应用。例如，应用于移动机器人身上的模糊视觉传感器(模糊眼)【67】，

基于神经网络的模糊传感器在气体分类识别中的应用㈣等等。

另一方面，发展微型化的、纳米尺寸上的传感探针，是化学与生物传感技

术顺应大科技发展的自然而然的趋势。生物技术和纳米技术己成为当今国际学

术研究的最前沿、最活跃的领域。生命科学的发展已经深入到了单细胞、亚细

胞、单分子及核酸的单个碱基这样的层次，丽纳米技术使得人们可以对物质世

界的研究范围深入到纳米尺度，实现对微观世界的有效控制。这样的时代赋予

了化学与生物传感技术崭新的研究内容，势必对该领域产生深远的影响。纳米

技术与生物技术的结合是九十年代末期才开展的国际前沿性工作，各国的科学

家们投入了巨大的热忱和精力。哈佛大学的G．M．Whitesides小组目前正在从事

动物细胞、病毒、细菌的生物芯片固定和研究，以及纳米结构、微流控系统和

三维微结构的制造工艺等，制出的生物芯片可以捕捉和固定单个细胞，并进行

细胞分类和纯化等[69-”。哥伦比亚大学及密西根分子所的D．A．Tomalia一直致

力于研究树型聚合物(dentrimers)，该树形聚合物在生物传感和生物芯片的表

面修饰上有巨大的潜力，可提供各种不同的线型分子自组装单分子层的表面修

饰，并用它发展了能够捕获病毒的纳米陷阱[76-791。印第安纳大学的S．Nie小组

发展了基于量子点的超灵敏荧光检测应用于单分子和活细胞成像tso-“]。佛罗里

达大学的W．Tan小组将注意力集中在生物纳米颗粒与生物纳米通道技术上，开

展了许多单分子成像和分子信标的研究工作【874q，等等。

化学与生物传感技术在有机地结合纳米与生物技术并在纳米尺度上快速、

灵敏和有选择性地获取生物信息、了解化学过程、研究生命的本质上具有潜在

的优势，开展相关研究成为其面临的一个重大课题。随着微加工技术的日益深
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入发展和应用范围的不断拓展，化学与生物传感技术不断朝着微型化、集成化

和芯片化方向发展，可以实现实时、活体、原位测定细胞内化学物质的浓度和

空间分布情况，为医学、生物学的研究提供专一性、快速、低成本的分析方法。

我们的研究小组在这方面开展了许多探索性的研究。研制的亚微米光纤pH传

感器成功地用于鱼类活体胚胎的pH监测，而常规方法实现这--N量需要将1000

个活体细胞捣碎后才能进行【9l】。分子信标DNA荧光探针是一种连有荧光基团和

熄灭基团的单链低聚核苷酸，对单碱基不匹配的单链低聚核苷酸具有很高的识

别性瞰】，我们通过生物素．亲合素反应固定分子信标在光学波导和亚微米光纤表

面，制备了DNA生物传感器用于活体细胞的分析【93】。为了进一步降低传感元件

的尺度，我们发展了核壳型生物纳米颗粒，并建立了相应的痕量分析新方法[94’

”】。在荧光纳迷颗粒上进行生物修饰固定羊抗人kG抗体，获得具有特异性识

别功能的生物荧光纳米颗粒，实现了对人外周血中SmlgG+B淋巴细胞的识别嗍。

目前在国际上，化学与生物传感技术在仪器化、商品化方向己取得较大进

展，许多生物物质如糖类、氨基酸、蛋白质、DNA、抗原、抗体等和一些药物、

致癌物质等小分子物质都有相应的分析仪器，而且能快速同时测定多种生物物

质的生物芯片也已出现。利用化学与生物传感技术和先进的微加工技术制成的

各种微全分析系统(Micro．Total Analysis System，p．-TAS)或称芯片实验室

(Lab．on-Chip)已取得令人瞩目的进展，毛细管电泳芯片即是其中代表之一

[gv“ns]。人类基因组工程的进程提前五年完成，就大大得益于96根阵列毛细管

电泳的实用化。毛细管自由溶液电泳是最早移植到芯片上的一类方式，D．J．

Harrison和A．Manz等人在玻璃芯片上用15秒钟完成了六种氨基酸的分离“001。

此外，在应用于对氨基酸的手性分析中，Hutt等在4分钟内完成了样品分析，

并用HPLC对结果进行了验证，表明芯片完全可以满足要求【I嘲。图1．1是毛细

管电泳芯片的一个实例(R．S．Pai et a1．，从因特网下载)。经过十几年的发展，

毛细管电泳芯片已从研究实验阶段逐步向实用化、产业化方向发展，现已有几

家领先企业如Agilent、Caliper和Shimadzu等公司可以制造出较为完备的毛细

管电泳芯片分析仪器。可以相信，新型传感技术和分析仪器的不断深入研究，

必将促进生命科学和其他相关领域的快速发展。
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Fig．1-1 Lab-on-chip microsystems(A)and CE portable hish voltage

power supply(B)．

1．2基于Ⅺ量测技术的光纤，毛细管液相色谱传感器

在光纤化学传感器中，开发光纤包层的色谱分离性能，实现具有同步分离

分析功能的色谱传感是一种新颖、独特的构思”“J2l】。其思想是在光纤表面涂敷

一层薄的色谱固定相，该涂层亦作为光纤的包层保证光纤内的光束可以在临界

角处以全内反射的方式【1221传输；将这根光纤插入一根长的毛细管中，构成一个

环状柱形的传感元件，待分离的样品则从毛细管的另一端由流动相引入，当样

品中的分析对象在流动相与光纤表面的固定相之间进行分配时，进入光纤包层

的分析对象会改变所处位置的包层折射率(Ⅺ)，从而改变光纤的传光属性，导

致部分传输光不满足全内反射，形成漏模，在光纤侧面散射出来；此时结合模

式滤光检测⋯9j，即将检测器置于光纤／毛细管侧面，检测这些散射出来的模式滤

光，即可在色谱分配的同时获得高灵敏的实时响应信号。在这样的传感体系中，

在对分析对象完成了色谱分离的同时也获得了光化学信号。可以认为，基于光

导纤维的色谱传感是光学式化学传感信号转换技术的一项重要发展。
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1．2．1折光率检测

在光纤化学传感器领域，有大量的研究工作都是开发光纤本身作为传感元

件，即在光纤的侧壁进行化学或生物修饰，这样分析对象与修饰层的作用会改

变光纤的传输光的能力，从而利用对光纤中传输光的调制实现对分析对象的检

测t”^”“。(在光纤化学传感器中，另一部分工作是在光纤末端端面进行修饰，

分析对象与修饰层的作用不会影响光纤的传光能力，光纤的功能主要是起传光

作用【125—261。)基于消失波检测的光纤化学传感器是这方面工作的突出体现，在

这方面的文献报道中占了一大部分t”7。”】。不过消失波检测却很少应用于气相样

品m4l，一般多用于液相样品，其原因主要是因为气相介质较液相介质稀释了一

千多倍，因而使痕量组分的检测困难得多。基于样品折射率变化的监测是光纤

化学传感器的另一种重要的检测方式，在这一类传感器中，其传感元件大多未

经化学或生物修饰，无需通过化学或生物反应进行信号的转换，直接检测样品

基于折射率的光学信息变化。由于这类传感器不像化学或生物修饰型光化学传

感器那样存在修饰层中试剂的洗脱、光漂白或失效的问题，其寿命相对而言长

得多，稳定性也更好。另外，在响应机理方面也不存在样品与修饰层中敏感试

剂的相互作用过程，因而响应时间较之修饰型传感器要快得多。虽然这类传感

器的选择性受到制约，在检测的分析对象方面也远不及修饰型的光纤化学传感

器，但由于稳定性好、寿命长、响应迅速，这类传感器在实际应用方面处于领

先地位【122】。

早在1976年，D．J．David等成功的构造成一类光纤折光仪，并用作HPLC

的检测器，检测了苯、甲醇和丙酮，灵敏度达到7x10"5折射率单位【13“。基于样

品折射率变化的测定血样中葡萄糖浓度的光纤化学传感器也研制了出来。该传

感器在测定血样中葡萄糖的浓度时，灵敏度好于0．1％t”6】。另一种有趣的双光纤

缠绕传感器装置被提出，该传感器在用于燃油质量的鉴定，油中水的含量和油

中TCE(三氯乙烷)的含量的测定中获得良好结果”371。化学修饰型的基于样品折

射率变化的光纤化学传感器也有报道。基于消失波耦合的对折射率敏感的化学

修饰光纤化学传感器被用于具有快速响应的pH测定，体系中的敏感材料包含

一离子交换膜，用于对pH的选择性响应，若修饰薄层进行化学识别后其折射

率变化高于5x10"3，则该传感器的检测可覆盖敏感层的整个pH范围邮“。
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光纤／毛细管色谱传感采用的正是～种基于折射率变化的检测技术。作为一

种通用检测技术，折射率检测已得到许多应用，已经应用于大多数物质在固相、

液相和气相状态下的检测。在高效液相色谱(Ⅲ，LC)和毛细管电泳(CE)分

离技术中，将Ⅺ测量作为一种通用型检测一直受到人们的关注。一般说来，溶

液的折射率与溶液组成、浓度及温度有关，Rj检测法作为一种浓度敏感型且非

破坏性的技术，在传统的HPLC分离中受到一定应用。一般的刚检测器的最主

要的缺点是灵敏度低，但与其它类型检测器相比，它的通用性强，并且具有非

破坏性，可以不需要衍生，即可直接检测分离组分，像激光诱导荧光(LIF)检

测器虽然灵敏度很高，但对大多数样品需要衍生，特别是对多数生物样品，难

于直接进行荧光检测，而实际上，在许多情况下，要求快速分离检测，特别是

对生物样品，要求保持生物活性或需要回收，甚至要求在体分离检测的情况，

衍生操作更是不适宜的。紫外．可见吸收检测器属于较通用的检测器，但在毛细

管色谱和CE中，由于吸收光程短，检测灵敏度受到限制。由于这些原因，研

究者门一直在努力将Ⅺ检测发展成为一种能满足毛细管分离所需的具有相当灵

敏度的通用型检测方法，实现毛细管在柱的直接监测。目前，Ⅺ检测在毛细管

分离应用中遇到的关键问题是如何在低至纳升的微体积范围内实现检测的微型

化，而不牺牲检测的灵敏性能。

在S．D．Woodruff和E．S．Young的工作中，Fabry-Perot干涉仪提供了很好

的灵敏度，它能提供微升体积的检测，但是构造昂贵m”。G．Gauglitz等报道了

折光干涉光谱法测量水中的有机毒害物，这项技术利用了溶质在反向溶胀的膜

上因吸收产生的光程变化进行检测，该法在毛细管技术的应用中受到限制【I她

“”。D．J．Bomhop等研究了一种激光离轴毛细管在柱检测技术，能够探测纳升

体积，并且已应用于微LC分离中，可以检测糖至pg的量I“2’“”。A．E．Bruno

及合作者进一步发展了前向散射离轴技术，显示如果将毛细管浸入融匹配液中

还将提高其检测性能㈣】。近年来发展的浓度梯度检测法和干涉型的Iu检测法

等都是基于对灵敏的微体积RJ检测法的研究。

一个发展起来的重要的基于折射率敏感的传感技术就是表面等离子体共振

(SPR)。SPR生物传感分析技术作为研究生物大分子间相互作用的有力工具，

已经在生命科学中获得了迅猛的发展。由于该技术的实时监测性、样品无需标

记及快速自动化等突出的优点，其应用领域已从最初的单纯研究免疫中抗原抗
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体相互作用的动力学机制扩展到了细胞粘附、蛋白伴侣等许多新型领域。金钦

汉等用人工合成y．干扰素寡聚核苷酸作为DNA探针，化学法标记生物素探针，

利用生物素一亲合素系统相互作用在传感器表面固定DNA探针，实时检测DNA

探针的固定过程及DNA杂交反应的进行¨4”。R．M．Georgiadis等研究了在静电

场存在下SPR光谱原位监测未标记DNA在金表面核酸单分子层的杂交动力学

[1461。我们研究小组研制出了基于波长信号变化的高灵敏度的乙型肝炎表面抗原

(I-IBsAg)免疫传感器，能定量检测人血清中HbsAg的含量【147“4”。

在新近的研究进展中，有一种基于光子隧道效应的折光率传感器值得一提

0491。研究者利用成熟的微加工技术，将传感器部件设计并构造成纳米级超微流

体通道的所谓光子隧道芯片，芯片的尺寸大小只有1．5eraX2．0cm，被用于检测

超微体积流体中化学成分的变化。其传感部件及光学构造如图1-2所示。

Fig．1-2(A)The design of photon tunneling chip and sensor system．The sensor

chip is mounted on the large prism arid the small prism is mounted on the chip to

extract the tunneling light．(B)Optics set-up．

1．2．2涂层技术：

基于模式滤光检测的光纤／毛细管液相色谱传感技术的一个关键内容是在光

纤表面进行色谱固定相的涂渍。在这里，光纤／毛细管液相色谱传感属于开管柱

液相色谱(OTLC)范畴。因此，它的固定相涂渍方法与通常的OTLC中固定

相涂渍有类似之处，但由于前者是在光纤的侧壁表面上涂渍，而后者是在毛细

7
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管的内壁表面上涂渍，因而在涂渍技术上具体有所区别。

开管柱毛细管柱首先是在气相色谱中(Gc)得到应用，这是Golay在五十

年代开创的工作，如今开管柱气相色谱(OTGC)已成为复杂组分分离的重要

工具。开管柱液相色谱是七十年代开始发展起来的，目的是实现LC更高的柱

效、更好的检测性能、更少的进样量，以及极大地降低流速和流动相的耗费

[150-。161|。但是，与OTGC相比，OTLC目前仍处在实验室研究阶段。最重要的原

因是溶质在传质过程中的扩散速率在液相和气相中存在很大的差距，在气相中

几乎是在液相中的104倍，这导致液相毛细管柱的管径要比气相毛细管柱要细

得多。举例而言，在OTGC中，假设流动相流速为10cngsec，管柱内径为250

cm2／sec，若流速控制在lcm／sec，则毛细管内径只有8 u m左右m”。显然，毛细

管内径的大幅降低会给常规的毛细管涂层、检测等技术带来不小的困难。研究

者们多年来进行了不懈的努力以解决这些问题。例如，在发展高灵敏的检测器

上，最近有工作将OTLC与电溅射离子质谱(ESI．Ms)结合起来，实现OTLC

的高柱效和ESI．MS的高灵敏检测㈣】。

选用合适的固定相涂渍材料制备具有良好的保留特性的毛细管柱是发展

OTLC的关键技术。给毛细管内部涂敷合适的材料，可以达到抑制样品吸附、

改善分离、改变分离机制等目的。有关固定相涂层方面的工作有物理涂敷【1l 9，”31、

化学键合[154]、离子交换【15”、s01．gelt删以及分子印记【1“”1等等。可以说，制管

技术是毛细管色谱(包括电泳)中非常重要的内容，在这方面的研究有很大的

发展潜力。

早期的毛细管柱多使用塑料及不锈钢等金属作材料，现在，石英由于其表

面化学惰性好，抗张强度高，可拉制成优质的弹性薄壁毛细管柱，而成为制备

毛细管柱的理想材料。在壁涂开管柱(wc0T)中，玻璃表面的化学性质对色

谱行为有着显著的影响，其表现为色谱峰的拖尾，甚至出现被分离物质完全被

吸附或分解。当wCOT柱壁上的固定液涂层很薄时，分析对象与柱壁间的相互

作用还很大。研究者们借助许多表面分析技术对玻璃表面特性的研究表明，毛

细管柱壁的吸附和催化活性主要受玻璃表面的金属杂质和表面活性基团的影

响。若要制得高效、惰性的毛细管柱，形成一层薄而均匀的固定液膜是至关重

要的。因此，在涂渍固定液之前必须对柱表面进行适当的预处理，以除去表面

的活性中心，和改变表面特性提高对固定液的润湿性。为达此目的，通常采用
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两种途径对玻璃表面进行改性，一是表面粗糙化处理，二是表面去活。玻璃表

面的粗糙化可增大表面积，使得它与液体间的接触角减小，从而提高表面的浸

润性，这通常是采用表面腐蚀和表面沉积惰性微粒物质来实现。但表面的粗糙

化使活性也随之增大，这对于涂渍非极性和中等极性固定液的柱子将会造成严

重吸附，对于极性固定液柱，固定液膜的热稳定性也受到不利影响。现在最常

用的去活方法是表面硅烷化，它是消除表面羟基活性基团的最有效方法。

经过处理的柱表面上可以涂渍一层均匀的、厚度通常为0．05--0．5“m的

固定液膜。对于获得柱子可能的最高分离效率、分辨能力和柱容量来说，这一

点是十分必要的。

最近的研究表明，新型涂层技术如s01．gel技术、分子印迹技术等在WCOT

上获得了较好的应用。Y．Guo和L．A．Col6n使用s01．gel技术成功地涂渍了OTLC

和开管柱电色谱(OTEC)的C。固定相，用该方法涂渍的固定相比表面大，固定相

的保留特性可通过调节s01．gel溶液的配比来控制，OTLC的柱效达到了204，000

—285，000塔板数，米，而OTEC的柱效更是高达280，ooO一500，000塔板数，米f⋯J。

分子印迹技术目前发展十分迅猛，已在化学仿生传感器、模拟酶催化、酶分离

技术、特别是色谱中对映体和异构体的分离等领域表现出良好的应用前景。目

前尽管已有直接的手性合成，酶拆分和其它一些分离技术，但由于分子印迹聚

合物(M口)与酶相比具有不受各种恶劣环境的影响而又具有与酶相似的专一性和

选择性，因此，分子印迹技术在分离对应异构体方面有其独到之处【16”。这方面

工作已获得应用，Z．J．Tan和v．T．Rcmcho在25um内径的毛细管内壁上壁涂

了MD固定相用于反相HPLC和CECt“】，O．BrUggcman等人也制备了壁涂MIP

毛细管用于CEC中【16”。

涂渍方法分动态涂渍和静态涂渍两种，这方面工作有很多篇论文和专著论

及，在此不再详述。

1．3本论文开展的研究工作

本论文从基于光纤模式滤光检测的机理入手，致力于研究一类新型的基于

模式滤光检测的光纤化学与生物传感器。所谓模式滤光，是指分析对象进入光

纤包层引起光纤芯包界面的折射率增加，导致光纤内的部分传导模不满足传导

条件而从光纤的包层中侧漏出来的光学信号，它与包层折射率的增量在一定条

9
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件下线性相关。因此，模式滤光检测为光学式化学与生物传感器获取光学信息

发展了一条新的途径。模式滤光检测和传统的检测方式相比，检测器的位置由

光纤末端改放在光纤侧面，获取光纤侧面产生的模式滤光信号，由于光纤侧面

的背景光远较光纤末端的出射光背景小，因而较之检测光纤末端的出射光有高

得多的信噪比和灵敏度。

本论文的研究工作分为两部分。第一部分开展了仪器的开发和研制工作，

以及基于光纤模式滤光检测的信号传感理论研究：

一、开发和研制基于裸光纤体系和基于修饰光纤体系的模式滤光传感装

置。这部分工作涉及如下几个关键问题：

1．光源与光纤之间的光耦合技术；

2．进样装置的构造以及参数的选择；

3．处理和修饰光纤，毛细管环状柱传感元件的技术平台；

4．传感装置各部件尺寸或参数的选择，设计、加工和组装；

5．多通道检测系统的构造，数字信号的采集及软件的开发；

等等。 一

根据我们的设想，我们研制出了基于通用和快速检测的裸光纤模式滤光传

感装置和基于多组分同时选择性响应的修饰光纤模式滤光色谱传感装置。由于

这项研究工作的新颖性，香港浸会大学从本实验室购置了两台我们自行研制的

模式滤光传感装置，并开展了相关的合作研究。在此基础上，我们进一步发展

了全新的基于光纤模式滤光检测的毛细管电泳装置，并申请了专利。

二、从光学波导的基本原理出发，从理论上探讨了光纤模式滤光检测在获

取高信噪比和高灵敏度的信号上所具有的突出优势。为了解决实验中裸光纤体

系与修饰光纤体系在获取模式滤光信号上出现的不一致现象，即裸光纤体系中

随着分析对象的折射率增大，获取的模式滤光信号呈下降趋势，而在修饰光纤

体系中分析对象的折射率增大，获取的模式滤光信号却是增大的，我们从光的

能量辐射学入手，详细地讨论了光辐射能在传输路径上的反射与透射，获得了

模式滤光信号产生的细节，以此建立了模式滤光检测的新模式。通过详细的理

论推导和分析，合理地解决了这一看似矛盾的问题，二者看似不一致，实际上

是对立统一的。

在修饰光纤体系中，定量分析待测物质与光纤涂层相互作用所产生的模式
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滤光信号，是我们开展光纤模式滤光化学与生物传感的理论基础。在修饰光纤

体系定量获取模式滤光信号的理论研究中，我们以我们所用的石英光纤为例，

推导了光纤模式滤光信号的理论表达式。我们获得了模式滤光信号的函数关系，

它与分析对象的容量因子，分析对象的折射率、进样体积和进样浓度以及流动

相的线性流速有关。对这个表达式的研究表明，对一给定值的装置，检测器的

灵敏度主要由两项决定。一项是随着分析对象和包层间的Iu差值的增大，灵敏

度将提高，这一项类似于普通砌检测器中描述分析对象选择性的项，只不过RJ

差值在模式滤光检测中是相对于固定相而言，而在普通m检测中是相对于流动

相而言。另一项是分配常数I(d，它表明聚合物包层的亲和性越强，对分析对象

的灵敏度越高，这～项同时还显示模式滤光检测方法受化学的选择性和Iu的灵

敏度共同决定。增加流动相中水的含量能使疏水分析对象的分配常数变得很大，

然而，分配常数的增大也引起容量因子和保留值的增长，从而导致分析时间的

延长并导致流动相中分析对象区带的展宽和稀释。对这个表达式的研究还表明，

减小固定相涂层的厚度，有利于在增大分配常数K的同时保持适当的容量因

子，这对获得理想的模式滤光信号具有十分积极的意义。

论文的第二部分工作开展了基于多通道光纤模式滤光检测的化学与生物传

感的应用研究。利用基于通用和快速检测的裸光纤模式滤光传感装置，我们实

现了对乙醇体系、乙二醇体系和醋酸体系的实时、快速监测，利用基于多组分

同时选择性响应的修饰光纤模式滤光色谱传感装置，我们获得了溴苯和甲苯混

合组分的同步光学和色谱信息，利用模式滤光毛细管电泳装置，我们实现了混

旋色氨酸的手性拆分。

三、利用研制的裸光纤模式滤光传感装置分别对乙醇、醋酸和乙二醇的水

溶液体系进行了实时、快速监测。实验表明，在0---50％(v／v)的范围内，对乙醇

的测定线性相关，相关系数为0．9972：测定醋酸的线性范围是0,-,90％(v／v)，相

关系数是0．9980；测定乙二醇的线性范围是0,--60％(v／v)，相关系数是0．9966。

应用该传感器装置分别对白酒中的乙醇、食用醋中的醋酸含量进行测定，并用

通用方法作了对照实验，获得满意结果。该传感器通用性好，响应迅速，具有

良好的重现性和可逆性，接上流动注射进样系统还可进行流动注射分析ffIA)。

四、利用修饰光纤模式滤光色谱传感装置开展了溴苯和甲苯混合组分的同

时选择性响应和多通道信号分析的研究。在以往的化学传感器中，一般较少涉
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及色谱内容，而在复杂的真实体系中，选择性就成为构造化学传感器的一个重

要参数。多通道在柱同步分离分析光纤色谱传感器将色谱分离技术与化学传感

技术结合起来，利用色谱分离技术实现传感器对混合体系中多组分的同时选择

性响应，并利用电荷耦合器件(CCD)的多通道检测技术，巧妙地实现对多组

分的同时分离和多通道信号的检测，从而为发展多通道和多功能光化学传感器

提供了一条切实可行的重要思路。我们发展的固定相涂渍方法解决了色谱传感

器中敏感膜的稳定性和使用寿命的问题，灵敏度和色谱峰形也得到了极大的改

善，同时我们对修饰涂层做了AFM表征。实现在柱同步分离分析的一个重要

内容是通过多通道检测提取整段色谱过程中的实时、在柱信号，并通过对这些

多通道信号进行解析，从而获取多元体系中分析物质的组成和浓度等化学信息，

显著提高多组分混合物中分析组分测定的精度。本研究采用了多元校正的偏最

小二乘方法对溴苯、甲苯混合物体系进行了定量分析，获得了满意的结果。

五、利用模式滤光毛细管电泳装置开展了基于s01．gel包埋BSA(牛血清白

蛋白)手性固定相对混旋氨基酸进行手性拆分的研究。模式滤光检测是一种基

于Ⅺ测量的光纤传感技术，砒检测作为一种浓度型且非破坏性的通用型检测

技术，在CE检测方法的研究中一直为研究者所关注。s01．gel技术对于热稳定

性和化学稳定性差的蛋白质等生物大分子而言是一种理想的固定化方法。我们

较深入地研究了实验体系的影响因素和优化条件。研究表明，基于光纤表面修

饰的模式滤光CE无论在获取体系的分离信息还是在检测信号上，较之无涂层

修饰的模式滤光CE都有明显的改进。从理论和实验两方面来看，我们期望多

通道模式滤光CE在生物分子和药物分子的手性拆分上、在研究生物大分子和

药物分子之间相互作用的生物特征上，可以获得良好的应用。
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第一部分基于光纤模式滤光检测的化学传感理论与仪器研制

第二章基于裸光纤体系和基于修饰光纤体系的模式

滤光传感装置的开发及研制

我们的研究工作是从基于裸光纤体系的模式滤光传感装置的研制上开展起

来的。由于是一个新的研究方向，我们在设计和构造传感装置方面进行了许多

探索，积累了一定的知识和经验，利用该传感装置开展了基于通用和快速检测

的裸光纤体系的理论分析和应用研究。在此基础上，我们进一步发展了基于修

饰光纤体系的模式滤光传感装置，开发了传感装置的固相萃取和多通道检测功

能，传感装置的整体性也得到了很大的提升。

2．1基于裸光纤体系的模式滤光传感装置的开发及研制

2．1．1关键部件

1、光源

在光纤传感器中，光源具有非常重要的地位。对任何光纤系统而言，高亮

度光源都是极其重要的，在选用光源时，应注意实现与光纤的最佳功率耦合。

光源通常分为两大类，即相干光源和非相干光源，这是就基于原子的受激辐射

和自然辐射所发射的不同光而言。激光器属于相干光源，白炽灯、半导体发光

二极管(LED)为非相干光源。光纤传感器性能各异，对光源的具体要求有很大的

差别。

激光器是一类性能极其优良的光源，基本上是由放置在由两个(或多个)反

射镜构成的谐振腔内的具有光增益的介质组成。在介质中先产生自发辐射，再

通过受激发射进行放大，谐振腔对光学放大器提供反馈。根据激光材料的形态

可以将激光器分成固体激光器、气体激光器、液体激光器和半导体激光器等四

种。作为光源，激光器具有非常好的单色性、相干性、方向性以及高亮度等特

性。在构造传感器时，我们选用了半导体激光二极管(LD)作光源。简单地说，
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一个激光二极管原则上就是由一个串联电阻尽可能低的P．n结组成，它是工作

在激光区的半导体光源。和其他激光器相比，LD除了具有激光四性外，还具有

半导体器件的体积小、重量轻、结构简单、使用方便、效率高和工作寿命长等

优点，与光纤的特性相容，同时光耦合效率高。因此，在研制基于样品折射率

变化的光纤模式滤光化学传感器时，我们选用了LD(flj Power Technology Inc．提

供)作为最佳光源。

2、检测器

检测器的灵敏度是非常重要的参数。光辐射的检测一般是先将辐射能转换

成电信号，再用常规方法测定电学信号的强度。在光纤化学传感器中较常用的

检测器有光电二极管①D)和光电倍增管(PMT)，它们具有较高的灵敏度。

电荷耦合器件(CCD)是一类较新型的半导体检测器件，由纵横排列有序的

众多(现己可达百万个)光电二极管及译码寻址电路组成。当入射光子照在CCD

上时，每个光电二极管会因感受到的不同数量的光子而耦合出不同数量的电荷，

这些电荷通过译码电路被传输到输出端，经A／D转换形成一个二进制数字量。

简而言之，CCD就是一种以电荷包的形式存贮和传输信息的检测器件。将CCD

应用于分析化学领域已有十余年历史，如今将CCD作为重要组件的科研仪器也

已经商品化，作为检测器，CCD在分析化学的许多领域中得到了应用，例如，

分子发光(包括荧光【1“170】、化学发光””等)、原子发射光谱【172“”】、拉曼光谱

【1””q、X-射线衍射f嗍、显微术【178】、分离【17”8”和质谱【”3】等等。CCD获得如此

大的发展，在于CCD为分析量测技术提供了多通道检测、高灵敏度、低检测下

限以及低噪声等优点，特别是CCD作为二维阵列检测器，它提供的多通道检测

技术与单通道检测相比具有无法比拟的优势。而且，CCD坚固耐用，价格选择

范围也很宽，高端和低端CCD系统都有，可根据实验要求进行选择。目前，国

内的CCD技术和应用尚处在起步阶段，在分析化学领域内开展应用研究工作的

不多。基于CCD系统的上述优势，结合实验要求，本研究工作选用了天津联惠

利有限公司开发的TCDl206UD线阵CCD数据采集系统。该系统价格便宜，体

积小，带有一个数据采集卡，与计算机联用很方便，但没有相应的应用软件，

需自己开发解决。该CCD的使用保证了传感器的检测灵敏度，并且为传感器获

取多维响应信号提供了多通道检测条件。
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3、敏感元件

敏感元件由一段石英光纤和石英毛细管组成。石英光纤由北京玻璃研究所

购得，去掉敷层后的裸光纤直径为380ktm：空柱石英毛细管内径为5301am，由

河北永年光导纤维厂生产。将石英光纤的裸光纤部分插入毛细管中即构成传感

体系的敏感元件，让待测溶液在光纤与毛细管之间的空间流动，溶液的体积可

控制在数微升。

4、进样系统

进样系统包括一个液体进样阀和一个蠕动泵，进样阀从大连化物所购得，

LDB—M电子蠕动泵为浙江象山定山仪器厂生产。该进样系统结构简单，价格便

宜，操作方便，可控制进样速度和进样量。而且，对传感装置稍加改进还可用

于流动注射分析(Eta)。

5、光纤及光源微调定位器件

光源与光纤端面的光耦合是研制该传感器的一个关键技术。为了保证良好

的光耦合，从上海联谊光纤激光器械厂购买了5-01．5VO型0．1岫精密五维光

纤微调架、s．J-2圆柱形微调升降支架、s．B．2VB型精密二维微调平移台及光纤

夹，并加工了一个定位圆盘。

6、平台

加工了一操作平台，将传感器的各部件全部固定在平台上，以保证传感器

操作时的稳定性。

7、暗箱

避免环境光对传感器的干扰。

2．1．2仪器的研制和组装

根据构想，我们设计的新型传感装置如图2．1所示：取一段长约24em、内

径530u m的石英毛细管，毛细管一端与进样阀相连，使分析对象通过进样阀

被引入毛细管。毛细管的另一端插入一根石英光纤，插入毛细管的光纤部分被

剥去了涂层，芯径为380Il m。自制一平台，用于传感装景各部件的固定和组装。

将连上进样阀的光纤毛细管柱装在平台的固定位置上。
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ng．2·1 Schematic of unmodified fiber-optic mode-filtered light

ellemical sensor．

激光源的光束与光纤端面的耦合情况如图2．2所示。加工一个定位圆盘，

将光纤端面正好置于圆心处并固定，光源放在圆周上，可沿圆周移动，光源发

出的光正好射在圆心处，这样，在一定角度范围内改变光源到光纤端面的入射

角0。时，耦合进去的光的总量理想状况下基本保持不变。

Fig．2-2 The positioning stage for coupling the laser beam in

one distal end ofthe fiber optic．
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检测系统由带有一块数据采集卡的CCD组成，CCD检测器通过一根塑料

光纤收集光纤侧面散射出的模式滤光信号，然后通过数据采集卡由计算机记录

和处理。CCD置于光纤／毛细管柱一侧，与组装好的光纤／毛细管环状柱传感元

件～样，固定在一个加工好的暗箱中。

2．1．3结果与讨论

光源与光纤的光耦合是研制该传感器的关键。为了保证光源在一定的入射

角范围内均有良好的光耦合，我们设计并加工了一个定位圆盘，如图2．2所示，

激光源固定在圆周上可沿圆周移动，光源发射的光正对圆心，而光纤端面正置

于圆心处。这样，在一定角度范围内改变光源到光纤端面的入射角，耦合到光

纤内的光的总量就可以基本保持不变。为了保证光源对准光纤端面，首先将激

光源固定在一个二维微调平移台上(可前后和左右两个方向移动)，以调整光束

通过定位圆盘的圆心。图2．3显示调整激光源对准圆心的过程：假设激光源最

初未对准圆心，那么通过平移台的左右移动可将激光调至对准圆心，然后再通

过前后移动调整激光源与圆心的距离。激光调准好后，接着，通过五维光纤微

调架，将光纤端面调整到定位圆盘的圆心上方，再调节光纤端面中心与光束保

持同一水平。这样，便解决了最关键的光耦合技术上的问题。

装置的稳定性是影响传感器性能的一个重要因素。在该传感器中，装置的

稳定性由一个固定平台提供，进样阀、敏感元件、检测器都紧固在平台上的既

定位置。在敏感元件中，毛细管一端通过连接件与进样阀相连，另一端供废液

流出。由于毛细管细长而具有～定的柔韧性，需要有一个托架将其托住固定以

保证其不发生微小的振动或位移，给检测带来影响。我们考察了装置的光耦合

与稳定性对模式滤光检测的影响，从图2-4可以看出，装置的光耦合与稳定性

未得到改善前，模式滤光信号的噪声较大，而且信号不稳定，有漂移现象；而

装置的光耦合与稳定性得到改善后，噪声则降至了较低的水平，且信号稳定。

不过，我们购置的CCD数据采集卡性能不太稳定，最初购买的数据采集卡噪声

较大，后更换了一块，性能得到了改善。在此提到这一点，主要是想说明在我

们的日常研究工作中，随时会有各种可能因素困扰着我们，影响研究进度，因

此需要我们从多个角度去思考和解决问题。

J7
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Fig．2-3 Position adjustment ofthe laser source on the positioning

stage for focusing the laser beam on the centre ofa circle，O．
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Time，s

(A)by unimproved device

Time，s

Fig．2=4 Noise comparison of the unimproved sensing

device and the improved sensing device．
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传感器的安装是一个谨慎和细心的工作。在构造敏感元件时，需要先对石

英光纤和石英毛细管进行处理。石英光纤插入毛细管内的部分要剥去敷层，变

成裸光纤，做法是将这段要剥去敷层的光纤部分浸泡在浓H：S04中，放置两天

左右，待敷层脱落后再将光纤取出，用水洗净。

CCD检测器与毛细管的检测部位之间通过一根塑料光纤连接起来，在毛细

管侧面散射出的模式滤光由塑料光纤收集并传输给CCD，再通过数据采集卡将

信号传输给计算机，由计算机记录并处理。实验发现，实验室环境的温度对CCD

的工作性能有影响，温度的变化会给基线带来漂移。故将实验室的室温控制在

250C。若要进一步改善CCD性能，应增加一个制冷装置，使CCD在低温状态

下工作，这样可使暗电流大大降低，以降低背景噪声，提高信噪比和降低检测

下限。与CCD硬件相配套，我们开发了信号采集软件。程序是用Borland C语

言编写的，主要可实现3个方面的功能：采集信号随时间变化的数据，可获得

信号一时间关系曲线；采集信号在不同像元上变化的数据，可获得在某一时刻

信号在CCD不同像元上变化的曲线，即信号—像元关系曲线；采集信号同时随

时间和像元变化的数据，可获得信号～时间一像元的三维响应曲线。开发的软

件本身不具备数据处理和作图功能，但可以将采集到的数据以“·．m”文件格式

存于数学处理软件Matlab的目录下，由Matlab来处理和作图。经Matlab处理

后的数据可以“*．txt”文件保存，然后用其他作图软件作图，例如Sigma Plot

软件。

利用研制的传感装置，我们对基于样品折射率变化的模式滤光检测进行了

可行性论证。将具有不同折射率的几种溶液：一次水(n=1．33299，20℃)、无水乙

醇(n-1．36143，20X2)、甘油(1．474，20"C)、二氯甲烷(1．4244，20℃)等依次引入毛细

管中，并重复多次，发现CCD检测到的光信号随毛细管中被引入溶液的不同而

发生明显的变化。接着，又配置了一系列不同浓度的甘油溶液(不同浓度的溶液

有不同的折射率)，同样分别引入毛细管中，结果获得了相同的现象，即光信号

随溶液的不同而有变化。实验证实了这一事实：当裸光纤周围介质的折射率发

生变化时，光在光纤中的部分传导模将转变为模式滤光，并灵敏地被光纤侧面

放置的检测器检测出来。这表明实验与理论相符。

基于裸光纤体系的模式滤光传感装置结构简单，操作简便，并具有良好的

通用性。采用毛细管作流通池的设计，使流通池的池体积大大减小，进样一次
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所需试液在微升级。

2．2基于修饰光纤体系的模式滤光传感装置的开发及研制

基于修饰光纤体系的模式滤光传感装置是在裸光纤体系的基础上发展起来

的，其特点是增加了传感器的色谱功能，其优点主要体现在三方面：一是利用

色谱分离技术可以实现传感器对混合体系中多组分的同时选择性响应，二是修

饰层的固相萃取可以大大提高模式滤光信号的灵敏度(因样品在光纤涂层中产

生的折射率变化而获得的模式滤光信号远大于因样品在液相中产生的折射率变

化而获得的模式滤光信号)，三是进样量随之大大降低，可以实现亚微升水平上

的微体积样品检测。

为了实现色谱传感，传感器的进样装置部件要做重新设计，这是考虑到色

谱对进样和流动相都有很高的要求，需要色谱专用的进样系统。我们采用的进

样阀是Rheodyne model 7520的O．2ul微量进样阀，流动相用Cote-Panner

Instrument Company生产的74900 series注射泵引入，装流动相的注射器是5ml

Hamilton GASTIGHT@Syringe。光源换用了波长633nm的半导体激光源(1．5mW

633nm CW laser diode module，RS stock no．111-346，RS Components)。

用于光源与光纤耦合的定位圆盘被重新考虑设计和加工，原先购买的精密

五维光纤微调架、圆柱形微调升降支架和精密二维微调平移台组装在一起稍嫌

复杂，价格也不菲，因此在重新设计时将这些组件与定位圆盘作为一个整体加

以考虑，加工成一个整体的具有四维微调功能的定位圆盘。重新加工的定位圆

盘在功能上和尺寸上与整个传感装置都达到了和谐的统一。

我们在绪论中已经阐述，由于溶质在传质过程中的扩散速率在液相和气相

中存在很大的差距，在气相中几乎是在液相中的104倍，因而导致液相毛细管

柱的管径要比气相毛细管柱要细得多。出于这一原因，我们在修饰光纤体系中，

将光纤和毛细管的尺寸进一步降低，使用的光纤直径为200pm，毛细管的内径

为250pm。色谱传感实验表明，使用小尺寸的光纤／毛细管环状柱传感元件，在

获取模式滤光信号上具有明显的优势。

模式滤光检测的一个潜在优势是可以结合CCD多通道检测技术提取整段

色谱传感过程中的实时、在柱信号，并通过对这些多通道信号进行解析，从而

可能获取多元体系中分析物质的组成和浓度等多参数的化学信息。基于这一目

21



第二章基于裸光纤体系和基于修饰光纤体系的模式滤光传感装置的开发及研制

标，我们将CCD检测器放置在毛细管侧面加以固定，并沿毛细管柱设置了四个

检测通道，以检测从光纤侧面四个不同位点的模式滤光。

F适．2-5 Schematic ofmultiehannel fiber-optic mode·filtered light

cllromato鲫pIlic sensor．

图2．5是基于修饰光纤体系的模式滤光传感装置的结构示意图。它与基于

裸光纤体系的模式滤光传感装置的结构相似，最大的区别在进样系统上。另外，

传感装置的整体性得到了很大的提升，已具备初步的分析仪器的一定性能和特

征。由于这项研究工作的新颖性，香港浸会大学从本实验室购置了两台我们自

行研制的模式滤光传感装置，并开展了相关的合作研究。图2-6是我们拍摄的

模式滤光传感装置的实物原型。
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rig．2-6 Photographs of multichannel fiber-optic mode-filtercd

hght chromatographic sensing instrument．
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第三章基于裸光纤体系和基于修饰光纤体系的模式

滤光传感理论

3．1光学波导原理

光学波导是光化学传感器的基础，为了深入理解光化学传感器的响应机理

与构造方法，在此有必要先了解光学波导的基本构型与原理。

在光化学传感器设计中，占主导地位的波导构型是光导纤维。图3．1显示

了光导纤维的基本结构【1⋯，它是一种由多层透明介质构成的纤维状光学波导器

件，实心纤芯可以是由普通玻璃、石英或塑料等透光材料制成，其折射率略高

于包层。仅有纤芯和包层的光纤脆弱易断，需经几次涂覆，才能成为有足够强

度的成品光纤。起保护作用的敷层一般有一次敷层、垫层和壳层等3层结构，

一次敷层使用折射率高于包层的快速固化材料，垫层使用硅橡胶等低弹性模数

材料，壳层使用尼龙等高强度材料。

Fig．3-1 Fundamental structure ofa fiber optic

光在光纤中传播的理论，可主要阐述为射线理论和模式理论。射线理论考

虑了光的粒子性，用光学中的反射和折射原理来解释光波在光纤中传播的现象，
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由于它是根据直觉的物理现象，因而对实验工作者而言，比较容易理解，例如

光源的光耦合到光纤端面时，用射线理论容易解释。模式理论则从光的波动性

出发，把光波视为一种电磁波，把光纤当作光波导，用电磁场分布的模式来解

释光纤中的传播现象。用模式理论可以比较完接和全面地解释光纤中的传播现

象，但也存在不足之处。像刚才提到的光源中的光耦合到光纤端面的情形，用

模式理论就不那么简单。所以，有时需把射线与模式的概念联系起来。

根据射线理论，光在光纤中传播必须满足全内反射条件。我们知道，当一

束光线从光密介质到达与光疏介质相交的界面时，一部分入射光在界面处发生

反射，另一部分入射光线则通过界面折射进入另一介质，反射光与入射光的相

对强度取决于两种介质的折射率，也与入射光线的入射角有关。图3-2显示了

一束光线从一种介质射到与另一种介质相交的界面时的情形。根据Snell定律，

有

nl sina--n2 sinfl

Medilllll 2 ／ 赴

Mcdi咖1 ／＼ m

毋q
，

nl>n2

Fig．3-2 Reflex and refraction of light beam on the

surface oftwo mediums．

(3-1)

由于nl>n2，所以仪将小于p。增大a至某一临界％时，p将恰好增大到90。，

此时入射光不通过另一介质泄漏，全部在同一介质中反射，这时即发生了全内

反射。当c‘>a。时，会发生同样的情况。因此，满足全内反射的条件即是入射

光的入射角0【等于或大小临界角％。临界角％可由满足p=90。时的式(3-1)给出：

(3-2)
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由此可见，当相邻两种介质的折射率之比发生变化时，临界角％亦会发生

变化，迸而使光在光纤中发生全内反射的条件发生变化。

这一现象同样可用模式理论进行解释。刘德森等对此进行了详细的讨论

【18”。在光导纤维中，有两类主要的光线：束缚光线(即传导模)和折射光线(强漏

模)。其中，传导模是指满足全内反射条件、在光纤中进行无损耗传播的模；强

漏模亦即模式滤光，它们在传播中不满足全内反射，在两介质相交的界面反射

时有能量的衰减，即有光的泄漏。传导模与强漏模是可以相互转换的，这是由

于，光在光纤中的传播模式受光纤的物理属性影响，即与纤芯和包层的折射率

有关，当纤芯或包层的折射率发生变化时，光的传播模式将随之变化，导致不

同模式之间的转换。

基于折射率量测的普通光学波导传感器‘觚135～138,18“881正是基于这一光学波导

原理发展起来的”“。在构造传感元件时，如果将光纤的某段敷层剥去，使这段

裸光纤置于样品介质中，则可构成最简单的基于样品折射率变化的普通光学波

导传感器。这里，裸光纤被视为纤芯，样品介质被视为包层。当包层折射率发

生变化时，全内反射条件将改变，亦即引起光在光纤中传播模式的改变，从而

获得可被检测的光信号。

3．2模式滤光检测新模式

所谓模式滤光检测，是指检测这样一种光信号，由于在芯包界面包层折射

率发生变化，导致最初在光纤中的传导模亦发生改变，结果，在光纤的末端出

射光增强或减小，相应地，在光纤侧面散射出的光则减小或增大；从光纤侧面

检测所产生的这一光信号就称为模式滤光检测。模式滤光检测在信号传感的检

测方式上是一种突破，为获取丰富的光学信号发展了一条新的途径。由于光纤

侧面检测的背景光小，因而较之检测光纤末端的出射光有高得多的信噪比和灵

敏度。有人研究过，与检测光纤末端出射光相比，侧面检测光纤模式滤光的信

噪比是末端检测的10--100倍[t183 o这无疑是光信号检测手段的一大发展。从检

测信号上分析，二者所获得的光信号本质上是基本相当的，所不同的是二者间

巨大的背景差别。我们可以通过简单的分析得出这个结论。

根据图2,-3，有下式成立：



兰三童苎王堡堂堑竺墨塑薹±堡塑垄堑堡墨塑堡垫塑垄焦堕墨堡

10=IT+IF (3—3)

式中10为入射光强，I，为出射光背景，IF为模式滤光背景。若增大光纤包

层折射率，使光纤数值孔径减小，则有部分传导光将变成模式滤光，即检测信

号AIF。有

Io=(IT-A IF)+(IF+△IF) (3-4)

检测出射光强的噪声正比于IT，检测模式滤光的噪声正比于IF，这里不考

虑散粒噪声效应。那么，检测模式滤光的信噪比与检测出射光的信噪比的比值

Io

p=糕-IT／IF
IF

，．。^'．、

巾IF

IT

Fig．3．3 Mode．filtered light detection mochanism．Light is

transmitted in the fiber optic．nl，RI of the core；n2，RI of the

clad；and nt>n2．IF is the mode—filtered light of the entire

fiber length and巾IF is a small fraction ofIF．

(3—5)

式(3．3卜式(3．5)是考虑整段光纤的情况。如果仅仅测量一小部分光纤的模

式滤光+I，，那么这一部分的IF和A I，将同时减小相同的倍数，因此检测模式滤

光的信噪比仍然是检测出射光的信噪比的B倍。
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3．3基于裸光纤体系的模式滤光传感理论

我们在实验中意外地发现，裸光纤体系与修饰光纤体系在获取模式滤光信

号上出现了不一致的现象：在裸光纤体系中，随着分析对象的折射率增大，获

取的模式滤光信号呈下降趋势，而在修饰光纤体系中，随着分析对象的折射率

增大，获取的模式滤光信号却是增大的。为了解决这个令人困惑的实验现象，

我们从光的能量辐射学入手，详细地讨论了光辐射能在传输路径上的反射与透

射，获得了模式滤光信号产生的细节。通过详细的理论推导和分析，这一看似

矛盾的问题得到了合理统一。

Capillary

Solution

Fibet optic

Surface 3

Surface 2

Fig．3-4 Output of mode-filtered light as signal in the

sensing element ofthe sensor．
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根据模式滤光检测机理，本论文构造了基于模式滤光检测的裸光纤化学传

感器的敏感元件，图3—4(A)显示了该敏感元件的结构示意图。取～段透明石英

毛细管，往管内插入一根直径略小于毛细管内径的裸石英光纤，在光纤与管壁

之间流样品溶液。在这～传感体系中，模式滤光从光纤侧面散射到最后为检测

器接收，其间共经过3个界面，图3．4(B)是光在敏感元件中传播的示意图。为

了讨论的方便，在这里，我们假设石英光纤和石英毛细管的折射率相等，均为

n。，溶液介质的折射率设为n：。在3个界面中，我们只考虑界面1和界面2，界

面3由于没有变化，可以不予考虑。

当入射光投射到某介质界面时，～般可分成三部分：一部分入射辐通量在

介质界面反射，一部分透过界面而出射，还有一部分在穿过界面时被介质吸收。

根据能量守恒定律，这三部分辐通量之和应该等于入射辐通量，即：

或写成：

记作：

q+o，+叱=中

里+旦+旦：1
Q q 电

P+t+0【=1

(3．6)

(3．7)

(3．8)

式中，mr、cDt、cDa分别为反射、透射和吸收的辐通量，P、t、o‘分别叫做反射

比、透射比、和吸收比。需要指出的是，反射比、透射比和吸收比都是波长的

函数，他们与光源的入射光谱分布、积分的谱段有关。由于传感器选用的光源

是波长为650hm的半导体激光二极管，单色性能非常好，因此波长的影响在此

不予考虑。在传感器的敏感元件中，石英光纤和石英毛细管的侧壁均可视为光

滑无吸收的透明介质界面，由此我们假设光辐射能是在光滑无吸收的透明介质

的界面1和界面2进行反射和透射。由于无吸收，式(3．8)变为
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P+T=1 (3．9)

将入射辐射能的电场矢量Ej分解成垂直入射平面的分量El；和平行入射平

面的分量‰。在界面l，入射辐射能一部分按反射定律反射，一部分按照折射

定律由折射率为n．石英玻璃介质进入折射率为n：的透明待测溶液介质。反射和

透射电场矢量类似的分解成E上，、‰、E上。、‰，下标r和t分别表示反射分量和

透射分量，则反射比的垂直分量p上。和平行分量p，，。分别为

胪(詈)2=筹矧 b㈣

肌=(刳2=器删 @⋯

透射比的垂直分量t．．与平行分量唧。分别为

、=时小％=箸筠 @㈣

％=㈢2小％=研箦‰@㈨
式中，el和02满足Snell定律：nr sinOl=r12sin02

对于无偏振的入射光，有

。，=半㈡=半 @⋯

当入射光为垂直入射(e．=O)的特殊情况时，则

咿钆巩。=(嚣]2 @㈣
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(3．16)

在界面2，入射辐射能即为从界面1出射的透射辐射能。同理，容易得到

”嚣删咀。气z 2忑捌即u
。。=普删=P／n％。面捌2

sin2 0，sin2 0．
k 2面瓦i纛了柄2"CHI
P2：垒±丝：p

2

p半一
(3．17)

(3．18)

从式(3—17)可知，界面2的反射比p2与界面1的反射比p。的变化是相同的，

反映了共同的变化规律，知道了界面1的反射比P．也就知道了界面2的反射比

P：，因此，我们只需考察界面l的反射比P。，就可以对传感器的模式滤光检测

进行理论分析和探讨。根据Snell定律及式(3．10)、0．11)和式(3．14)，我们得到

了入射辐射能在界面1由石英光纤(n。=1．47)进入折射率n2=1．33的透明溶液介质

时，反射比p，随入射角0。变化的曲线(图3．5)。由图可以看出，随着入射角增大，

界面的反射比也增大，而且，在经过一段极为平缓的增长后，在接近临界角

(0c=64．80)的附近，反射比急剧上升。这说明，在小于临界角的绝大部分入射角

端
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区间内(例如本图的0--55。)，入射辐射能主要以透射的方式从界面出射，且透射

辐通量近似相等，当入射角接近临界角时，透射比急剧下降，直至最后不透射，

入射光以全内反射方式在光纤内传播。当我们考虑入射辐射能从空气介质

(no=1．oo)进入石英光纤(n，=1．47)时，同样可得到反射比随入射角变化的曲线(图

3．51，从该曲线可以知道，当光从光疏介质进入光密介质时，在小于90。角的大

部分入射角区间内，透射辐通量近似相等，而在入射角很大时，透射比下降很

快，此时入射光主要发生反射。

Incident angle，degree

Fig．3-5 Reflectance P relative to the incident angles in the

fiber optic／capillary sensing element．

图3-6画出了入射辐射能在界面1的反射比p，随透明溶液介质n2变化的曲

线(固定入射角e．--40。)。该曲线很好地反映了溶液介质折射率变化时入射辐射能

的反射比情况。图3-6显示，当溶液介质折射率n2小于nt(n，=1．47)1iij"，随着n2

增大，反射比减小，当n2变化至大于n，时，此时反射比的值在回到最低点后又

开始上升。
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Refractive index，n2

Pig．3—6 Reflectance P relative to the refractive index n2

in the fiber optic／capillary sensing element．

从上面的分析知道，模式滤光信号与入射光在界面1和界面2的反射比(或

透射比)是密切相关的，由于界面1与界面2的反射比(或透射比)是相等的，

因此只需考虑其中一个界面上的反射和透射情形。在传感体系中，敏感元件是

不变的，入射辐射能也保持不变，则影响模式滤光信号的因素只有入射角和溶

液介质的折射率。入射角越大，则透射比越小，因此模式滤光信号也减小：溶

液介质折射率越大(但小于石英光纤折射率)，则透射比越大，相应的，模式滤

光信号也增大。此时如果在光纤侧面放置一检测器，用于检测整段光纤侧面的

所有模式滤光信号，则理论上可获得与上述分析一致的信号变化趋势。但实际

上，检测整段光纤侧面的模式滤光信号是很困难的，而检测光纤侧面某一局部

的模式滤光信号则是可行的。下面我们来分析对于局部检测的模式滤光信号的

变化规律。如图3．7所示，一束光在石英光纤内传播，入射光强为ID，n2为溶

液介质折射率。当光在界面上发生第一次反射时，透射出的模式滤光的光强为

IFl=Io 0-p)

在界面上发生第二次反射时，透射出的模式滤光的光强为

f3-19)

Q．Du豆8岛蛊
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IF2=IoP(1-p)

很容易得到在界面上发生第N次反射时有

IFN=10 pN．1(1-p)

f3—20)

f3—21)

若增大n2，设此时折射率变为n：，由前面的分析可知，KNLEp将减小，设为

P’，同理可得到折射率n2变化后的模式滤光信号的强度(设为I；)：

I；。=,06一p’)

I之=I。p．(1一p’)

Ik=Iopw一(1一p‘)

IF， n， Solut／on

Fig．3·-7 Detection of the mode—filtered light at N

point whore the incident light is reflected N times．

(3．22)

(3．23)

(3．24)

下面我们来比较折射率n2增大后经第一次反射和第二次反射产生的模式滤

光信号的变化△IFl、△I，：及第N次反射产生的模式滤光信号的变化△h。结合式

(3-19)和式(3-22)，可得到：
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AI，．=I．FI—I，。=I。(1一p’)一I。(1一p)=I。o—p’)>0 (3．25)

结合式(3-20)和式(3-23)，可得到

△I。=I之一I。=Iop’(1一p’)一I。p(1一p)=I。o’一PIl—p’一p) (3．26)

式(3-25)和式(3-26)表明，若检测器放在检测△IFl的部位，则随着溶液介质折射

率n2增大，模式滤光信号也增大；若检测器放在检测△k的部位，则模式滤光

信号△IF：的变化与反射比p、p 7的大小有关：若p+p’>1，有△IF2>0，则△k

随溶液介质折射率n：增大而增大，若p+p’<l，有AIn<0，表明△IF2随溶液介

质折射率n，增大而减小。

根据式(3．21)和式(3-24)有

△IFN=Ik—IFN=I。p”1(1一p’)一I。p⋯(1一p) (3．27)

而全部的模式滤光信号为：

AIF=∑△IFN (3-28)

式(3．27)是一个重要的推导关系式，它表明了入射光在第N次反射时透射出的

模式滤光信号的变化情况，△IFN可以大于0，也可以小于0，与反射次数N和反

射比p、P’有关。当N=I时，模式滤光信号△IFl随112的增大恒增大；而当入

射光经过几次反射后(通常只需2至3次反射)，在反射部位检测到的模式滤光

信号的变化情况就会恰好反过来，即检测到的模式滤光信号随着n2的增大而减

小。

这一事实表明检测器在光纤侧面的检测位置对模式滤光检测会有影响，灵

敏度也有所不同。我们得到了如下几点结论：模式滤光信号与入射光在界面l

和界面2(图3．4(B))的反射比有关；界面1与界面2的反射比随溶液的变化

具有一致的变化趋势，只需考虑其中一个界面的变化情况；入射角越大，反射
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比也越大，则模式滤光信号减小；而溶液介质折射率越大(但小于石英光纤折射
_

率)，反射比则越小，因而模式滤光信号就增大；模式滤光信号的检测与检测器
r

在毛细管侧面的放置位置有关。

上述推导不仅合理地解释了裸光纤体系的实验结果，而且可以很好地理解

在修饰光纤体系中分析对象进入光纤包层参与分配所导致的模式滤光信号增大

的事实。在修饰光纤体系中，产生的全部模式滤光信号集中在一小段包层上，

即进入包层的分析对象部分，因此检测到的模式滤光信号大致相当于△IF，而在

裸光纤体系中，检测到的模式滤光信号只是整段模式滤光信号的一部分，即

蝇。。这就是导致裸光纤体系和修饰光纤体系信号趋势不一致的原因。

3．4基于修饰光纤体系的模式滤光传感理论

定量分析待测物质与光纤涂层相互作用所产生的模式滤光信号，是我们开

展光纤模式滤光化学与生物传感的理论基础。我们以我们所用的石英光纤为例，

来推导光纤模式滤光信号的理论计算公式。石英光纤的数值孔径(NA)是O．33，

石英纤芯的折射率是1．458，包层的折射率是1．42。各种光学量如图3-3。

先让我们考察一下吼的变化与模式滤光的关系。当0：大予光纤内入射光的

临界角e，时，光在光纤内以全内反射方式传输，此时在光纤侧面只有极少量的

光侧漏出来，我们称为背景。当0：小于光纤的临界角0。时，在光纤侧面可以检

测到不满足全内反射而侧漏出来的光。这表明，如果光纤的传光属性发生改变，

例如包层的折射率因分析对象进入包层而增大，导致光纤的临界角0。亦随之增

大，设为ec．，那么，原来有部分在光纤内传输的光，其入射角e2会介于ec和

0¨之间，即0c<o：<e。．^’这部分光在原来的条件下满足全内反射(e：>0c)，而

在新条件下不满足全内反射(0f(0。．。)，因而成为模式滤光，在光纤侧面散射出

来，这就是我们所检测的分析信号。

由分析对象进入包层引起的光纤临界角的变化可以表示为△0。，所产生的

净分析对象信号则表示为S(A0。)，净分析对象信号可用下式表示：

式中，

s(A o c)=s(o c．一)-s(o c) (3—29)
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A 0 c=0 c．^一0 c (3—30)

对于绝大多数分析体系而言，A0c的值都在0附近，变化范围很小；在这

样小的范围内，s(Aoo)与△O。近似满足线性关系，故有

s(Ao。)=0【‘A0。 (3。31)

式中0c为一比例常数。

下面我们推导固相萃取过程中分析对象改变包层折射率条件下的与△e。相

关的表达式。根据Snell方程：sinoc--n2／n。，可推导出：

=√再虿／n。
=NA／n1 (3．32)

由于0cNn／2接近(在我们使用的光纤中，0c为1．34)，下列近似关系成立：

cosOc=sin(7【，2一ec)=州2一ec

将(3．32)式代入(3．33)式可得：

ec-=7c／2一(n12一n22)”／nl

(3．33)

(3．34)

在分析对象进入包层后，包层的Ⅺ将变为n2+An，△n是Iu的改变量，近

似地有：

An=Cv c(n—n2) (3．35)

37
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式中，C。。是分析对象在包层中的体积摩尔浓度，n是分析对象的RI。改变后

的临界角0。．同样有下式成立

0C,A=丁c，2一【n12一(n2+△n)2】m／nl (3—36)

将(3．34)式和(3-36)式代入(3．30)式，有：

A0c=(NA／n】){1-[1一(2n2△n+△n2)，NA2】”) (3—37)

由于要量测的血相对来说很小，因此(3．37)式可用泰勒级数展开近似，

当X很小时，有(1+x)。≈1+ax。因此有

A0c=(2n2An+An2)／2NA·nl (3．38)

由于tm<<2n2，(3-38)式可进一步化简，将(3—35)式代入得

A0c=(n2／nI)【Cv c(n—n2)／NA】 (3．39)

对于我们所使用的石英光纤，NA为O．33，若包层RI的增量△n为0．0033，

由(3-37)式计算出△oc为O．01弧度，而由(3·39)式计算出的△0c仅比(3-37)

式的结果低3％，因此这种近似是合理的。我们看到，(3-39)式的△0。的改变与

包层里分析对象的浓度有关。一般说来，分配过程可用分配常数K来描述：

醑C。jc。。 (3-40)

式中C。。是分析对象在流动相中的体积摩尔浓度。

结合(3．31)、(3．39)、(3．40)式，我们便得到了模式滤光信号的理论计算

公式：
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signal：—(xn2(n-n—2)KdCv,m(3-41)
n，NA

对这个等式的研究表明，对一给定值的装置，检测器的灵敏度主要由两项

决定。(n—n2)项预示随着分析对象和包层间的Ⅺ差值的增大，灵敏度也将提高。

这一项类似于普通RJ检测器中描述分析对象选择性的项。只不过融差值在模

式滤光检测中是相对于固定相而言，而在普通RI检测中是相对于流动相而言。

K项对于化学分析是很重要的，因为它表明聚合物包层的亲和性越强，则对分

析对象的灵敏度越高。这一项很有意思，它显示模式滤光检测方法受化学的选

择性和Iu的灵敏度共同决定。显然，分析对象和固定相间亲和性的增大会使K

和模式滤光检测的灵敏度都得到提高。增加流动相中水的含量能使疏水分析对

象的分配常数变得很大，因为疏水分析对象的分配常数随着流动相中水含量的

增加成指数增长。然而，分配常数的增大也引起容量因子和保留值的增长，从

而导致分析时间的延长并导致流动相中分析对象区带的展宽和稀释。容量因子

k是一个常用的色谱项，用于保留值的测量，对某一特定组分，定义为：

k---(vR—V，n)厂v。 (3．42)

其中V。是该组分的保留体积；V。是环状柱中从进样器到检测器间的总流动相

体积，即死体积。容量因子和分配常数的关系为：

k=(V∥J／K (3．43)

其中，Vs^，m是固定相和流动相的体积比：惫是容量因子。(3-41)式是根据检

测器中流动相里的分析对象浓度预计分析对象的信号，而没有考虑到区带展宽

引起的分析对象区带的稀释。用正态分布曲线作为分析对象区带的合理模型，

可知检测区域流动相内的分析对象区带的最大浓度与分析对象区带的体积标准

偏差a。成反比：

Cv．。=CinjVinj／o，√磊
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其中，CilIi是进样浓度；V埘是进样体积。分析对象区带的分散同环形柱传感器

的色谱效率H有关，H可由下式得出：

H=Lo。Wm2(1+岣2 (3—45)

其中L是环形柱的长度。这样，如果H己知或能够测得，就能在a。和k之间建

立联系。由于和毛细管的半径比较起来，光纤和毛细管间的环状缝隙很小，因

此，环状柱的流通特性应当和两平行平面的模型相似。Golay提出了一个用于

预计两平行平面间的流动体系色谱效率H的公式，该等式可近似用于在该情况

下的环状柱内区带展宽的相关关系：

H：—4U—R—2—(—1+—9—k—'+—25—．5。k一'2)
105D。(1+七‘)。

(3-46)

其中u是线性流速，D。是分析对象在流动相中的扩散系数，R是环形缝隙间距

的一半。结合(3-42)～(3-46)式，对(3．41)式进行整理，可以得到信号的

函数关系，它与分析对象的容量因子，分析对象的折射率、进样体积和进样浓

度以及流动相的线性流速有关：'gn·：=ct'(n-n2)CinjVinjk' (3．47)signal=——===================== k j。

4u(1+9k’+25．5七“1

其中，常数仪’包括了几项，这几项对于一指定的传感器构造和分析对象来说是

恒定的。

at：生』!!!兰坠
nl NAVsR48兀

(3-47)式表明信号和进样体积数和进样浓度成正比，和流动相的线性流

速的平方根成反比。我们注意到，(3．41)式表明信号和分配常数呈线性增长。

40
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最理想的状况是装置对于分析对象有很大的分配常数，但容量因子保持合适的

值。要达到这个目的，只需考虑容量因子和分配系数间的关系，如(3-43)式

所示。(3．43)式表明固定相厚度越小，相体积比就越低，因此在保持容量因子

适度的前提下，可以通过增大流动相的极性而使疏水分析对象的分配常数增大。

4
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第二部分基于多通道光纤模式滤光检测的化学与生物传感应用研究

第四章基于通用和快速检测的裸光纤模式滤光传感器应用

于乙醇的测定

4．1前言

近年来，光纤化学传感器已成为分析化学的前沿研究领域之一。在光纤化学

传感器中，光纤的传光特性与纤芯及其包层的物理属性有关。如果纤芯或包层与

分析对象相互作用后，其属性发生变化，则光纤的传光特性也将随之改变，由此

可以实现化学识别和化学信号向光学信号的转换。基于样品折射率变化的普通光

学波导传感器是光化学传感器的一大分支[122]一批基于样品折射率变化的光学

波导传感器己被研制出来【13“”。“⋯】。光导纤维以其突出的优点被大量地用作传

感器的光学波导器件，这些传感器在测定pH[”61和血样中葡萄糖的浓度‘-一，

辨别不同的溶剂，分析溶剂混合物、油水混合物、监测原油、柴油、汽油的质量

等方面[186]获得了实际的应用。最近发展的光纤色谱传感体系在检测方式上取得

重大突破，通过采用模式滤光检测的方法来获取化学信息[117】，为发展新型检测

方式提供了新的思路。

在这一章里，我们利用研制成功的新型基于样品折射率变化的未涂层光纤模

式滤光化学传感器，对乙醇进行了测定应用，具体讨论了在乙醇体系中的模式滤

光信号的变化趋势，考察了该传感器对白酒的响应性能和实用性能。

乙醇的用途极广，是各种有机合成产品的重要的基本化工原料，也是最常用

的溶剂之一。在日常生活中，许多饮料均含有乙醇，特别像各种酒类。因此在许

多场合，乙醇含量的测定是一个非常重要的参数。在工业中乙醇含量的测定通常

使用比重法，将测定值与标准表对照，查得乙醇的纯度。测定微量乙醇时可用比

色法。血样中乙醇含量的测定主要有气相色谱法D92]和酶法[193,⋯]。光纤化学传

感器也被用于乙醇含量的测定，像荧光增强型PVC膜光纤化学传感器[t95]吸光

型光纤化学传感器n”]、非酶乙醇光化学传感器[I”1等。我们研制的该传感器操
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作简便、进样量小，无须在光纤上进行涂层修饰，直接检测样品折射率的化学信

息变化，因而响应迅速，稳定性好。本文中该传感器对乙醇的响应及测定白酒酒

精度的结果显示，该传感器在实际中有良好的应用前景。

4．2原理

在乙醇水溶液体系中，乙醇的折射率为1．36143(200C)，水的折射率为

1．33299(20。C)，在同一温度下，任意乙醇水溶液的折射率会介于乙醇与水的折射

率之间，并且随着溶液浓度的增加，溶液折射率也将增大。图4．1是入射光分别

在光纤(折射率视为1．47)与乙醇介质界面和在光纤与水介质界面上的反射比随入

射角变化的情况。从图可以看出，当介质为水时，界面的反射比大于介质为乙醇

时的反射比，可以判断，若介质为任意乙醇水溶液，其反射比大小将介于水和乙

醇的反射比之间。这表明，在乙醇水溶液体系中，随着溶液浓度增加，透射出的

模式滤光信号会增大。

Incident angle，degree

Fig．4-1 Reflectance P veisus incident angle in

ethanol sensing system．

a．89芑Q写星
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但另一方面，模式滤光信号的局部检测又与从整段光纤侧面透射出来的模式

滤光信号的变化情况有很大差别，通常还会出现相反的情况，即从整段光纤侧面

散射出的模式滤光信号是增大的，但检测光纤侧面某～点的模式滤光信号却是减

小的，原因已经在第三章分析过，与入射光在光纤中经N次反射后模式滤光的

检测位置及反射比的大小有关。在第三章中，我们已经推导出了关系式(见(3．

27)式)

△I。=I。p”。10一p’)一I。p“1(1～p)

该式表明了入射光在第N次反射时透射出的模式滤光信号的变化情况。对乙醇

水溶液体系而言，若固定入射角，当溶液介质从水变为乙醇时，我们发现在N>I

时，模式滤光信号‰将变小，也就是说，若固定检测器于N>I的检测部位，当
溶液浓度增大时，模式滤光信号降低。

4．3实验部分

4．3．1仪器和试剂

仪器由本实验室研制和组装，主要由激光源、流通池和检测器组成(图2-1)。

自制一定位圆盘，将650rim的半导体激光源固定在定位圆盘上，使激光源在改

变入射角时耦合进入光纤的入射光强10基本保持不变。激光导入直径为380 u m

的裸石英光纤中，石英光纤的另一端长约24em部分插入内径为530 lZ m的石英

毛细管中。注意防止损伤光纤表面，以免因光纤损伤漏光，增加背景噪声。进样

阀与毛细管一端连接，将样品引入毛细管流通池中。CCD检测器置于毛细管一

侧，用塑料光纤将毛细管侧面散射出的模式滤光引入CCD中检测。CCD通过数

据采集卡与一台计算机连接起来，CCD采集的数据由计算机记录并处理。

所用试剂为分析纯无水乙醇(湖南师大化学试剂厂)，在0～100％(v／v)的浓度

范围内配成等份的11份标准乙醇水溶液。

市售湘泉白酒和双沟白酒分别作待测样品。

酒精计(湖南祁阳浮计仪表厂)用于做对照实验。

4．3．2实验方法：
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固定一合适激光源入射角，将波长650nm的激光导入光纤。再将不同浓度

的乙醇水溶液分别引入毛细管，检测模式滤光蝇，用计算机记录并处理。

4．4结果与讨论

4．4．1温度

一般说来，溶液的折射率与溶液组成、浓度及温度有关，因此，在基于样品

折射率变化的传感器中，温度是一个必须加以考虑的因素。此外，温度对CCD

的工作性能也有所影响。为了消除温度的影响，所有的实验都在室温25℃下进

行。

4．4．2最佳入射角

往毛细管内引入某种浓度的乙醇标准溶液后，改变激光源入射角，测定不同

入射角度时模式滤光的光强信号，由此可获得信号随角度变化的信号一角度图(图

4-2)。当光以全内反射方式在光纤中传播时，有很少的散射光从光纤侧面散射出

来，此时检测到的信号为一基线。改变光源的入射角，使光纤中传播的光在光纤

与液体界面处的入射角逐渐变小并接近临界角时，可观察到模式滤光信号急剧增

大，并随着入射角的减小(小于临界角)而继续上升，在入射角到达一定值时，检

测到的模式滤光达到最大。此后信号逐渐减小。我们解释峰值产生的原因是，多

模光纤中传播的是多种模式的光，随着光在光纤与液体界面处的入射角(设为o．)

的越来越小，更多的光线将不满足全内反射条件，而从光纤侧面散射出来，因而

信号有一个上升的过程；另一方面，随着光的入射角e。越来越小，则要求光源

耦合入光纤端面的入射角(设为o 0)越来越大，当o。大到一定程度时，光线已无

法很好地耦合进入光纤，绝大部分在光纤端部即反射或散射掉了，使得光纤中传

导光的总量逐渐下降，因而可检测到的模式滤光信号也呈下降趋势。因此可以看

出，光源与光纤的光耦合作用在信号峰值出现的前半段较为理想，而检测模式滤

光信号的最佳角度在信号上升部位，此时模式滤光信号的变化最为灵敏。实验表

明，激光源与光纤端面法线方向夹角O。为11．17。时，为最佳实验条件。
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Launch angle，degree

Fig．4-2 Signal intensity varied with the launch angle

ofthe laser source to the fiber face normal．

4．4．3传感器的响应特性

我们对该传感器的响应特性进行了考察。由于不存在分析对象与修饰层发生

相互作用的过程，因而这种基于裸光纤的模式滤光化学传感器对分析对象的响应

非常迅速，这是该传感器的一个突出优点。图4．3为该传感器对乙醇的实时响应

曲线。当待测溶液以一种浓度取代另一种浓度通过流通池时，能够被传感器实时

检测出来，方波状曲线显示了这一点。此外，该传感器的重现性很好。在图4·3

中，a和g为同一浓度的溶液，c和f同一浓度的溶液。实验显示，当一种溶液

前后几次反复引入流通池时，检测到的信号值是一致的。这说明该传感器重现性

好，性能稳定。传感过程中的信号噪声主要来自于激光源的波动和光纤表面的缺

陷。图4．3还显示了模式滤光化学传感器的可逆性特征。该传感器无论是从低浓

度检测回到高浓度检测，还是从高浓度检测回到低浓度检测，都具有良好的可逆

性。
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Time，second

Fig．4-3 Response curve of the sensor to ethanol with different

concentration(v，v)：a．0；b．20％；C．30％；d．40％；e．50％；￡
30％：g．0．

4．4．4白酒中乙醇含量的测定

该传感器进一步应用于白酒中酒精度的测定。目前，在测定含酒精饮料中乙

醇含量时主要是使用比重法或比重计法。在含酒精饮料的生产中，乙醇的含量是

个非常关键的指标。用该传感器进行测定获得良好结果，且一次取样量仅在几十

微升范围。

取ll份已配制好的不同浓度(0～100％，v／v)的乙醇标准溶液，分别引入毛

细管中，测定与其对应的模式滤光信号，作图，得到了乙醇溶液的工作曲线，如

图4-4所示。结果显示，在0-50％(v／v)的乙醇浓度范围内线性相关，其相关系数

F0．9972。取市售湘泉牌和双沟牌两种白酒做样品，分别引入毛细管，检测其模

式滤光信号，然后通过做工作曲线测得它们的浓度分别为34．0％和42．1％。我们

用酒精计做了对比实验，用酒精计测量酒精度是酒厂通常使用的方法。用酒精计

测得湘泉和双沟两种白酒的乙醇含量分别为34．5％和41．5％。实验表明，两种方

法测定的结果吻合一致。
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Fig．4-4 Calibration curve for measurement of ethanol by the

sensor．The linear response covers the concentration of

0～50％(v／v)and the relative coefficient is 0．9972．

4．5结论

本文研制的传感器在初次应用于乙醇的测定中获得了满意的结果，表现出了

良好的响应特性。此外，该传感器操作十分简单、方便，测定样品快捷、准确，

实用性很强。由于没有化学修饰，该传感器不具有选择性，但从另一方面来说，

该传感器却具有良好的通用性，而且制备非常简单，稳定性很好。由于RJ是绝

大部分物质的固有属性，因此基于烈测量的模式滤光传感器在检测其它化学物

质时有望得到很好的应用。

篁g冒一胃．一曩IS
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第五章基于通用和快速检测的裸光纤模式滤光传感器应用

于醋酸的测定

5．1前言

基于样品折射率变化的未涂层光纤模式滤光化学传感器在应用于乙醇的测

定中取得了满意的结果，初步证实了该传感器良好的实用性和应用前景。由于

该传感器是基于样品折射率的变化，因此，如果某一化学体系的化学信息与体

系折射率的变化相关的话，那么该体系的化学信息就能够通过该传感器所获得，

尽管这一体系可能是复杂的，所获得的光学信号是整个体系多个因素作用的结

果。RI是物质的固有属性，这使该传感器具备良好的通用性。因此，在考察了

该传感器对乙醇体系的应用后，我们希望该传感器对其它化学物质有同样良好

的响应，能够对实际生产中一些有重要用途的化学物质进行测定。

对于简单的二元体系，在恒定温度下，折射率的大小只与两个组分的组成

有关，即与溶液浓度有关。而且，两组分的纯物质的折射率大小差别越大，体

系折射率的变化随溶液浓度的不同就越明显，这给信号检测带来有利的影响，

也就是说，传感器对体系的响应斜率更大，检测更灵敏。以乙醇水溶液体系为

例，在20℃时，纯水的折射率为1．33299，乙醇的折射率为1．36143，二者折射

率的差别给模式滤光检测信号带来了800单位以上的差值。那么，如果换一个

化学体系，使二组分纯物质的折射率差别更大，则模式滤光检测信号的差值也

将比乙醇水溶液体系更大，因而灵敏度将更高。在这一章里，我们选择醋酸水

溶液体系进行研究，在醋酸水溶液中，20℃时纯水的折射率为1．33299，醋酸折

射率为1．3717，二者折射率差值比乙醇体系大。

测定醋酸有其重要的实际意义。醋酸是最重要的低级脂肪族一元羧酸，在

有机化学工业中，醋酸的地位与硫酸在无机化学工业中的地位一样，是一种极

为重要的化工产品，它的动态常常会反映出整个有机化学工业的面貌。我们平

常食用的醋即是醋酸的稀水溶液。在醋酸检测中，仪器分析常用于生产中的质量

控制。检测方法也很多，有气相色谱119“”】、GC．MS【”l、固相微量萃取刚】、毛细
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管电泳【202】、离子交换色谱【203】、高效离子排阻色谱[2043等等。这些方法适用于较

复杂体系低含量醋酸的测定。常量分析中一般可用酸碱滴定。为了实现简便、

实时测定，基于羧酸荧光增强型PVC膜的光纤化学传感器被研制出来乜眠“]。

本文利用基于通用和快速检测的裸光纤模式滤光化学传感器实现了对醋酸快

捷、实时的检测。该传感器同时应用于对食用醋的测定，并用食品工业标准分

析方法进行了对照，结果令人满意。

5．2原理

图5．1为入射光在光纤与溶液介质界面的反射比随入射角的变化情况。在

醋酸水溶液体系中，醋酸的折射率为1．3717(20。C)，水的折射率为

1．33299(200c)，在同一温度下，任意醋酸水溶液的折射率会介于醋酸与水的折

射率之间，并且随着溶液浓度的增加，溶液折射率也将增大。光纤的折射率视

为1．47。从图中可以看出，溶液介质为水时的反射比大于溶液介质为纯醋酸时

的反射比，可以判断，对任意浓度的醋酸水溶液，其反射比的大小在水和醋酸

的反射比之间。这表明，在醋酸水溶液体系中，随着溶液浓度增加，透射出的

模式滤光信号会增大。

Incident angle，degree

Fig．5-1 Reflectance P versus incident angle in acetic

acid sensing system．

Q．u3嘲8口蛊
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另一方面，模式滤光信号的检测与检测器在毛细管侧面的放置位置有关。

根据式(3—27)，我们将水和醋酸的反射比p和反射次数N代入计算，发现在N>I

时，模式滤光信号随溶液浓度增大而降低。

5．3实验部分

5．3．1仪器和试剂

将650rim的半导体激光源固定在自制定的位圆盘上，使激光源在改变入射

角时耦合进入光纤的入射光强10基本保持不变。激光导入直径为380 la m的裸

石英光纤中，石英光纤的另一端长约24em部分插入内径为530 u m的石英毛细

管中。注意防止损伤光纤表面，以免因光纤损伤漏光，增加背景噪声。进样阀

与毛细管～端连接，将样品引入毛细管流通池中。COD检测器置于毛细管一侧，

用塑料光纤将毛细管侧面散射出的模式滤光引入COD中检测。CCD通过数据

采集卡与一台计算机连接起来，CCD采集的数据由计算机记录并处理。

冰醋酸，分析纯，湖南试剂厂

O．1356NNaOH标准溶液，

食用醋(玉和醋厂)

5．3．2乙酸标准溶液的配制

用移液管分别移取纯乙酸0，5，10，15，20，25，30，35，40，45ml至10

个50ml容量瓶中，加入蒸馏水稀释至刻度，配制成0，10％，20％，30％，40％，

50％，60％，70％，80％，90％(v／v)的醋酸标准溶液。

5．3．3实验方法

调整激光源入射角，固定一合适角度，将波长650rim的激光导入光纤。再

将不同浓度的醋酸溶液分别引入毛细管，检测模式滤光巾IF，用计算机记录和处

理。

5．3．4对照实验12071

准确吸取醋样5．00ml，用新沸冷却的蒸馏水稀至500ml摇匀。以酚酞作指

示剂，用O．1N NaOH标准溶液滴定至淡红色1分钟不退为终点。
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5．4结果与讨论

5．4．1温度

前面已经讨论过温度对样品折射率及对CCD工作性能的影响，本实验控

制室温为25"C。

Launch angle，degree

Fig．5-2 Signal intensity varied witll the launch angle

ofthe laser source to the fiber face normal．

5．4．2最佳入射角

我们考察了实验体系的最佳入射角条件，我们发现，不同的化学体系之间

存在着某种共同的特性。图5．2是醋酸体系的信号一角度图。曲线“·”表示将

纯水溶液引入毛细管后，改变激光源入射角，测定不同入射角度时模式滤光的

光强信号情况；曲线“-”显示的是30％醋酸溶液引入毛细管后的情况；曲线“·”

显示的是60％醋酸溶液引入毛细管后的情况。比较图5．2和图4．2，可以看出，

对乙醇和醋酸两个不同的化学体系来说，信号出现峰值时光源耦合到光纤端面

的入射角几乎是一致的，均出现在17。左右，峰形也一样。这似乎能够说明，

嚣雪斗H鐾《，_—H疑H力
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基于样品折射率变化的模式滤光检测，只与体系的折射率有关，而与体系的其

它性质无关，无论该体系是乙醇体系，醋酸体系还是其它体系。同时，对同一

化学体系而言例如醋酸体系也是如此，折射率的大小影响峰值的大小，而峰形

的位置不发生改变。图5-2中三条曲线是以醋酸溶液的不同浓度作标识的，但

真正影响信号曲线峰形大小的是与浓度相关的溶液折射率，而不是浓度。从图5—

2可以看出，三种不同浓度的溶液，检测到的模式滤光信号的差值在峰值处(约170)

最大，换句话说，在光源入射角约为17。时，检测体系模式滤光信号的响应斜

率最大，此时检测最为灵敏。因此，实验将光源入射角调至17。固定，作为实

验的最佳入射角。

Time，second

Fig．5-3 Real-time response of the sensor to acetic acids with

different concentrations(v／v)：a．0；b．20％；c．40％；d．60％；e．

5．4．3传感器的响应特性

我们考察了该传感器对醋酸的响应特性。当将不同浓度的醋酸溶液依次、

连续地引入毛细管时，模式滤光信号可被CCD实时检测出来，从而得到传感器

对醋酸的实时响应曲线。图5-3显示了该传感器的响应特性。如图所示，实验

丑Hg_玉童营．_【鼠Is
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以五种不同浓度的醋酸溶液依次、连续进样，a、b、c、d、e分别表示浓度为0、

20％、40％、60％、80％(v／v)的醋酸溶液。可以看出，模式滤光信号对样品折射

率的变化是非常敏感的，当一种浓度的溶液取代另～种浓度的溶液通过流通池

检测部位时(亦即一种折射率取代另一种折射率)，CCD检测器能够实时检测

出这种变化来，而不论是从高浓度到低浓度检测，还是从低浓度到高浓度检测。

阶梯状突跃曲线显示了该传感器响应迅速这一突出的优点。此外，我们对该传

感器的重现性加以了研究。当同一种溶液前后几次反复引入流通池时，从图中

可以看出，实时检测到的信号值是相同的，保持在同一信号水平。这显示了该

传感器重现性好，且性能稳定。传感过程中信号出现“毛刺”主要是由于激光

源的波动和光纤表面的缺陷。图5．3还显示了该传感器的可逆性特征。研究表

明，和修饰型化学传感器相比，该传感器在实时检测中不存在样品和修饰层的

相互作用和样品从修饰层中洗脱下来的过程，因此该传感器不论是从低浓度检

测回到高浓度检测，还是从高浓度检测回到低浓度检测，都能很快地回到原来

的工作状态，显示出了它良好的可逆性。

Concentration．％(v／v)

Fig．5-4 Calibration curve for measurement of acetic acid by
the sensor．The linear response Covers the concentration of

0～90％(v／v)and the relative coefficient is O．9980．

莒玉童qIB．一盎Is
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5．4．4食用醋中醋酸含量的测定

在食用醋的酸度测定中，食品工业的标准分析采用的是酸碱滴定法。我们

用研制的该传感器和酸碱滴定法对市售的玉和牌食醋进行了对照测定。取lO份

配制好的不同浓度(0"-90％,v／v)的醋酸标准溶液，分别引入毛细管中，测定与每

份溶液对应的模式滤光信号，然后对浓度作图，得到了醋酸溶液的工作曲线，

如图5-4所示。结果显示，在0～90％(v／v)的浓度范围内对醋酸的测定线性相关，

相关系数为0．9980。将食用醋引入毛细管，检测其模式滤光信号，并从工作曲

线上测得其浓度大小，测定结果为3．40％(v／v)，换算为酸度，其值为3．57％。

在酸碱滴定中，食用醋的酸度可用下式计算：

酸度(％)=—NV可x0．一060×100

式中N是氢氧化钠标准溶液的当量浓度，V是氢氧化钠标准溶液耗用量(m1)，

w是醋样的量(曲。用该方法测得食醋的酸度为3．67％。以酸碱滴定作标准，将

两种方法进行比较，我们得到用该传感器测量的相对误差为2．7％，可以认为，

两种方法测量的结果相一致，结果见表5．1。

ThbIe 5-l Determinafion of the acetic acid COntent in all Yuhe edible

vinegar by the sensor and a standard acid-base titrimetrie method．

*The mean is the average value of five measurements and the

SD iS the standanl deviation．
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第六章基于通用和快速检测的裸光纤模式滤光传感器应用

于乙二醇的测定

6．1前言

基于样品折射率变化的光纤模式滤光化学传感器已成功地应用于乙醇和醋

酸的检测㈣·”1’2⋯。除了响应迅速和良好的通用性之外，性能稳定，使用寿命长，

重现性和可逆性好也是该传感器重要的特性。这些特性使该传感器在实用性方

面具有潜在的应用前景。

乙二醇是最简单和最重要的脂肪族二元醇，具有重要的工业意义，广泛用

于聚酯树脂和抗冻剂等f209J。乙二醇的定量测定是利用其羟基的某些特征性反

应，如酰化成酯法和高碘酸氧化法等。在弱酸性介质中，高碘酸能定量地氧化

邻多羟基醇类化合物，氧化的结果是碳链断裂，生成相应的羰基化合物和羧酸，

一元醇类及羟基不处在相邻碳原子上的多元醇化合物，均不被高碘酸氧化。本

文用研制的基于通用和快速检测的裸光纤模式滤光化学传感器对乙二醇进行了

测定，并用高碘酸氧化法对结果进行对照，实验显示，该传感器对乙二醇的测

定结果令人满意。和乙醇体系、醋酸体系相比，测量乙二醇的灵敏度更高，这

可以从理论方面加以阐释。表6．1列出了几种物质的折射率大小。从表中可以

看出，乙二醇与水的折射率差值最大。在第五章前言中已经讨论过，体系中二

组分纯物质的折射率差值越大，该传感器对体系的响应斜率也越大，检测更灵

敏。因此，在测定的三个化学体系中，乙二醇的水溶液体系在检测中最为灵敏。

Table 6-1 RIs ofsome materials(200C1

Materials H20 C2H50H CH3COOH C2H4(OH)2

RI 1．33299 1．36143 I．3717 1．4316
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6．2原理

图6一l为入射光在光纤与溶液介质界面的反射比随入射角的变化情况。在

7．-醇水溶液体系中，7,-醇的折射率为1．4316(200c)，水的折射率为1．33299

(20。c)，在同一温度下，任意7．--醇水溶液的折射率会介于7．--醇与水的折射

率之间，并且随着溶液浓度的增加，溶液折射率也将增大。光纤的折射率视为

1．47。从图中可以看出，溶液介质为水时的反射比大于溶液介质为7．--醇时的

反射比，容易得出，对任意浓度的乙二醇水溶液，其反射比的大小在水和乙二

醇的反射比之间。这表明，在7．--醇水溶液体系中，随着溶液浓度增加，透射

出的模式滤光信号会增大。

Incident angle，degree

Fi蛋6-1 Reflectance P versus incident angle in

ethylene glycol sensing system．

但是从式(3-27)知道，模式滤光信号的检测与检测器在毛细管侧面的放置位

置有关。我们将水和乙二醇的反射比p和反射次数N代入式(3-27)计算，发现在

N>I时，模式滤光信号随溶液浓度增大而降低。

Q．ou重8写q《
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6．3实验部分

6．3．1仪器和试剂

将650nm的半导体激光源固定在自制定的位圆盘上，使激光源在改变入射

角时耦合进入光纤的入射光强Io基本保持不变。激光导入直径为380肛m的裸

石英光纤中，石英光纤的另一端长约24cm部分插入内径为530 u m的石英毛细

管中。注意防止损伤光纤表面，以免因光纤损伤漏光，增加背景噪声。进样阀

与毛细管～端连接，将样品引入毛细管流通池中。CCD检测器置于毛细管一侧，

用塑料光纤将毛细管侧面散射出的模式滤光引入CCD中检测。CCD通过数据

采集卡与一台计算机连接起来，CCD采集的数据由计算机记录并处理。

乙二醇，分析纯，广州化学试剂厂

O．1N高碘酸标准溶液

20％碘化钾溶液

6N硫酸溶液

0．2N硫代硫酸钠标准溶液

6．3．2乙二醇标准溶液的配制

用移液管准确移取分析纯乙二醇0，10，20，30，40，50，60，70，80，90ml

于lO个100ml容量瓶中，加蒸馏水稀释至刻度，配制成0，10％，20％，30％，

40％，50％，60％，70％，80％。90％(v／v)的乙二醇标准溶液。

另配制两份乙二醇样品溶液，分别标记为A、B。

6．3．3实验方法

调整激光源入射角，固定一合适角度，将波长650nm的激光导入光纤。再

将不同浓度的7,--醇溶液分别引入毛细管，检测模式滤光帆，用计算机记录并

处理。

6．3．4对照实验(高硖酸氧化法测定乙二醇的含量12加J)

精确称取样品A O．10119于锥形瓶中，加水25ml，精确加入0．1N高碘酸标

准溶液50ml，振荡混合均匀后，静置30min，然后，加20％碘化钾溶液30ml，

6N硫酸溶液25ml，用0．21'4硫代硫酸钠标准溶液滴定至淡黄色后，加1％淀粉

指示剂2ml，继续滴定至蓝色恰巧消失，在同样条件下，做一空白试验。

再精确称取样品B 0．10019于锥形瓶中，以下步骤同上。
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6．4结果与讨论

6．4．1温度

由于温度对样品折射率及对CCD工作性能的影响，实验控制室温为25"C。

Launch angle，degree

Fig．6-2 Signal intensity varied with the launch angle

ofthe laser SOLU'Ce to the fiber face Normal．

6．4．2最佳入射角

在前面的醋酸体系中，我们对模式滤光信号与光源入射角的关系进行了讨

论，发现信号大小只与体系折射率有关，峰值出现在17。左右。对同一传感装

置而言，这一结论应具有普遍意义。为此本文进一步对乙二醇体系进行了研究。

图6．2为乙二醇体系的信号一角度图，“-J，表示将纯水溶液引入毛细管后，改

变激光源入射角，测定不同入射角度时模式滤光的光强信号情况：“·”是30％

乙二醇溶液引入毛细管后得到的信号：“▲”是60％乙二醇溶液引入毛细管后得

兽皇rI

h高皇景．葛—疑Is
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到的信号。比较图6．2和图5-2，可以很明显地看出二者之间的相似性，随着溶

液浓度的增大，体系折射率增大，导致模式滤光信号均下降。尽管二者化学体

系不同，但模式滤光信号峰值是一致的，都出现在17。左右。此外，在两个图

中都可以看出，在峰值处检测体系的模式滤光信号，其响应斜率最大，因而检

测也最为灵敏。因此，在乙二醇体系中，激光源耦合进入光纤端面的最佳入射

角也固定在17。。

Time，second

Fig．6-3 Real-time response of the sensor to ethylene

glycol with different concentrations：a．O；b．20％；c．

40％：d．60％．

6．4．3传I跌器的响应特性

将该传感器应用于乙二醇体系时显示了该传感器具有同样的良好特性。当

将不同浓度的乙二醇溶液依次、连续地引入毛细管时，模式滤光信号可被CCD

实时检测出来，从而得到该传感器对乙二醇的实时响应曲线。图6-3显示了该

传感器的响应特性。如图所示，实验以四种不同浓度的乙二醇溶液连续、反复

进样，a、b、C、d分别表示浓度为0、20％、40％、60％(v／v)的乙二醇溶液。可

以看出，模式滤光信号对样品折射率的变化是非常敏感的，当一种浓度的溶液

取代另一种浓度的溶液通过流通池检测部位时(亦即一种折射率取代另一种折

翌g奇君一q舶．|B矗Is
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射率)，CCD检测器能够实时检测出这种变化来，而不论是从高浓度到低浓度

检测，还是从低浓度高浓度检。阶梯状突跃曲线显示了该传感器响应迅速这一

突出的优点。此外，该传感器的重现性也可以从图中反映出来。当同一种溶液

前后几次反复引入流通池时，从图中可以看出，实时检测到的信号值是相同的，

保持在同一信号水平。这显示了该传感器重现好，且性能稳定。传感过程中的

信号噪声主要来源于激光源的波动和光纤表面的缺陷。图6．3还显示了该传感

器的可逆性特征。研究表明，和修饰型化学传感器相比，该传感器在实时检测

中不存在样品和修饰层的相互作用和样品从修饰层中洗脱下来的过程，因此，

该传感器无论是从低浓度检测回到高浓度检测，还是从高浓度检测回到低浓度

检测，都能很好地回到原来的工作状态，显示出了它良好的可逆性。

Concentration,％(v／v)

Fi906．4 Calibration curve for ethylene glycol by the sensoL

The linear response covers the concentration range of 0,-60％

(v／v)and relative coefficient is the value ofO．9966．

6．4．4乙=醇含量的测定

我们配制了两份S,--醇水溶液作待测样品，标记为A和B，用高碘酸氧化

法和用该传感器测定两种方法进行了对照实验。

6I

差§喜Iq急．一鑫IS
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在高碘酸氧化法中，样品A和B的质量百分浓度可用下式计算：

!显二旦!塑：坚。100
乙二醇％=W×1000×2

式中V。为空白测定消耗硫代硫酸钠标准溶液的体积(m1)，V是滴定样品消

耗硫代硫酸钠标准溶液的体积(m1)，N是硫代硫酸钠标准溶液的当量浓量，M

是乙二醇的摩尔质量，w是样品的质量(g)。实验测得样品A和B的质量百分

浓度换算为体积百分比浓度后分别为16．23％和42．97％。

该传感器用标准曲线法对样品A和B进行了测定。取10份配制好的不同

浓度的乙二醇标准溶液，分别引入毛细管中，测定与每份溶液对应的模式滤光

信号，然后对浓度作图，可得到7,--醇溶液的工作曲线，如图64所示。结果

显示，在0～60％(v／v)的乙二醇浓度范围内测定结果线性相关，相关系数达到

0．9966。取样品A和B两种溶液，分别引入毛细管，检测其模式滤光信号，然

后从工作曲线上测得其浓度大小，表6．2列出了样品A和B的浓度测定值的大

小，从表中可以看出，样品A和B的浓度分别测得为16．28％和44．40％(v／v)。

用传感器测定的方法与标准方法高碘酸氧化法相比较，我们发现传感器测量A

和B的相对误差分别为O．31％(样品A)和3．33％(样品B)，实验结果令人满意。

Table 6-2 Concentration measurements ofthe sample A and B by the sensor,(v／v,％1

Detcction times l 2 3 4 x S

SampleA 1636 16，20 16．00 16。54 16．28 O．23

SampleB 44．11 44．04 45．05 44．40 0．56



湖南大学分析化学专业博士论文；基于多通道光纤模式滤光检测的新型化学与生物传感理论与应用研究

第七章多通道模式滤光检测同步分离分析光纤／毛细管色谱

传感器

7．1 前言

开发光纤包层的色谱固定相性能，结合具有高信噪比的模式滤光检测技术，

实现具有在柱同步分离分析功能的光纤色谱传感是一种新颖、独特的构思{I卅。

其意义首先在于为发展多通道和多功能光化学传感器提供了一条切实可行的重

要思路。在以往的化学传感器中，一般较少涉及色谱内容，而在复杂的真实体

系中，选择性就成为构造化学传感器的一个重要参数。多通道在柱同步分离分

析光纤色谱传感器的提出，将色谱分离技术与化学传感技术很好地结合起来，

利用色谱分离技术实现传感器对混合体系中多组分的同时选择性响应；并利用

电荷耦合器件(CCD)的多通道检测技术，从而巧妙地实现对多组分的伺时分

离和多通道信号的检测。

基于模式滤光检测的光纤，毛细管液相色谱传感技术的一个关键内容是在光

纤表面进行色谱固定相的涂渍。关于开管柱液相色谱(OTLC)中固定相的涂渍

工作，方法主要有物理涂敷、化学键合等等m⋯，这在前文的绪论部分已经述及。

在色谱传感技术研究中，文献报道的工作一是直接利用光纤的聚合物包层充当

传感体系中的色谱固定相[21，作为一种最初的研究，该方法当然是最简单的，

然而传感器的各方面性能都有待提高；二是用物理涂敷的方法在光纤表面上涂

上一层薄的色谱固定相OV．215[4]，由于物理吸附不牢固，固定相易流失是显然

的，因而这种方法对传感器的使用寿命和稳定性有不利的影响。

在我们的研究中，我们采用光纤表面硅烷化，用超声波水浴的方法将C，。

固定相成功地修饰在光纤表面上【15】。为了消除光纤表面剩余的活性基团，我们

用C．硅烷化试剂对光纤表面进行了惰化处理。处理后的光纤表面形成了C．。和

C．交错、无序分布的修饰层。这种基于化学键合的固定相涂渍方法解决了色谱

传感器中敏感膜的稳定性和使用寿命的问题，灵敏度和色谱峰形也得到了极大

的改善。我们对C，。和c．修饰的表面作了进一步的显微观察和分析，实验方法
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采用了载玻片作基质，用原子力显微镜(AFM)对c。。和c，修饰的载玻片表面

的形貌进行了表征。红外光谱也表明，玻片上出现了特征的烷基吸收峰和硅烷

基吸收峰。

实现在柱同步分离分析的一个重要内容是通过多通道检测提取整段色谱过

程中的实时、在柱信号，并通过对这些多通道信号进行解析，从而获取多元体

系中分析物质的组成和浓度等化学信息，显著提高多组分混合物中分析组分测

定的精度。化学计量学的多元校正方法是混合物体系中分析物定量分析的的依

据。本研究采用了多元校正的偏最小二乘方法对溴苯、甲苯混合物体系进行了

定量分析，获得了满意的结果。

7．2 实验部分

7．2．1仪器的研制

我们构造了一套光纤，毛细管色谱传感分析仪，结构示意图见图2．5。仪器

主要由以下部件构成：波长633nm的半导体激光源(1．5roW 633nm CW laser diode

module，RS stock no．111-346，RS Components)，注射泵(74900 series，Cole-Panner

Instrument Company)，0．21．1,1微量进样阀(Rheodyne model 7520)，光纤，毛细管

流通池，CCD检测器及其数据采集系统(天津联惠利有限公司)。加工了一个

定位圆盘，可以使激光源方便的调整入射角。将一根直径200pan的经固定相修

饰的光纤插入一段内径250pm的毛细管中，毛细管的另一端与微量进样阀相连

接。流动相由注射泵压入进样阀，再进入毛细管中。CCD检测器放置在毛细管

侧面加以固定，并沿毛细管柱设置四个检测通道，检测从光纤侧面四个不同位

点的模式滤光，获得的信号经数模转换由数据采集系统采集并由计算机处理。

软件系统由实验室自行开发。

7．2．2试剂和仪器

二次蒸馏水，实验室制备

甲醇。色谱纯，山东禹王实业总公司化工厂

丙酮，分析纯，湖南师大化学试剂厂

溴苯，分析纯，上海青浦合成试剂厂
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甲苯，分析纯，湖南师大化学试剂厂

硫酸，分析纯，湖南邵阳市化学试剂厂

盐酸，分析纯，株洲开发区石英化玻有限责任公司试剂厂

纯氮

chlorodimcthyloctadecylsilane，A．R．，Aldrich Chemical Co．Inc．

chlorotrimethylsilane，A．R．，Aldrich Chemical Co．Inc．

石英光纤，北京盛飞博光纤技术有限责任公司

石英毛细管，永年锐沣色谱器件有限公司

原子力显微镜(AFM)，SEⅨ0 SPl3800N Probe Station&SPA-400 SPM Unjt

WQT．410付立叶变换红外光谱仪，北京第二光学仪器厂

B3200S．T超声波发生器，必能信超声(上海)有限公司

7．2．3实验方法

7．2．3．1 C。。和c，修饰光纤，毛细管的制备

截取420mm长的、直径为200u m的光纤，从一端将350mm长的部分浸

泡在浓硫酸中约48小时，除去其包层，使之成为裸光纤。将除去包层的裸光纤

浸在2M的盐酸中活化2小时，然后依次用甲醇、丙酮、二次蒸馏水洗净。截

取内径250 tt m的毛细管360mm，用盐酸浸洗内壁2小时，依次用甲醇、丙酮、

二次蒸馏水洗净。将洗净的光纤和毛细管置于140℃的烘箱中，在氮气保护下

干燥过夜。然后将活化了的光纤和毛细管浸入30ml甲苯和O．89的

chlorodimethyloctadeeylsilane溶液中，用超声波振荡24小时，取出光纤和毛细

管，放入30ml甲苯和10ml的chlorotrimethylsilane混合溶液中，继续用超声波

振荡12小时。以上操作在氮气的保护下进行，并且保证系统无水。

将制备好的涂层光纤小心插入毛细管中。为了避免光纤的涂层受到损伤，

在插入光纤之前先让毛细管内充满甲醇，由于溶液的润滑作用，光纤在插入毛

细管时可大大减少涂层与毛细管内壁之间的摩擦。

7．2．3．2信号采集

调整好仪器，以纯水作流动相，流速控制在l 11 1／min。注入0．2 u l样品，

样品被流动相带入毛细管中参与分配，产生的模式滤光信号被CCD检测，用计

算机计录并处理。
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7．3结果与讨论

7．3．1 C伯和c1修饰的表面形貌的^闱表征及红外光谱特征

玻璃表面的化学性质直接影响色谱过程，产生的吸附和催化活性主要受玻

璃表面的金属杂质和表面活性基团的影响。石英因金属杂质含量极少，表面很

少存在Lewis酸点，硅醇基团是构成氢键吸附的主要因素。光纤表面虽然经C，。

修饰后，表面还会存在一些未反应的硅醇基团，而导致色谱峰的不对称峰形和

拖尾。

用C，硅烷化试剂对C。。修饰后的表面进行处理可有效地消除这些活性基

团，在表面形成C。层和C，。层的错落、无序的固定相涂层。这样做更同时提高

了色谱分配的表面区域，因为这时候分离组分在发生分配时不仅与C。。相互作

用，还可与c。相互作用。这种非极性固定相的混合固定化方法用于反相色谱中

被证明是成功和有效的口61。

Fig．7-1 AFM images ofconformational aspects 011 the surfaces of(A)blank slide

substrate and(B)C18-and C广modified slide substrate．We Can conclude that the

modified slide surface has formed the Hallo—scale multiple C18一and Cr layers．
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为了考察C。。和C。修饰的表面形貌特征，我们以载玻片作基质，用AFM

对C．。和C。修饰的载玻片表面的形貌进行了表征。图7．1是未经修饰的空白载

玻片基质(A)和经c，。和c，修饰的载玻片基质(B)的表面形貌图。从图中可

以直观地看出，空白和修饰玻片的表面有着明显的差异，这从一个方面说明C。。

和C。已经修饰在玻片上，并且C．。和C。的分布不是均匀、平整的，这可能与基

质的表面性质部分有关。玻片经c。。和C。修饰后表面的粗糙程度增加，这种结

果从(A)图和(B)图下方显示表面粗糙程度的曲线中也可反映出来。

我们对涂层玻片做了红外光谱，考察玻片上烷基的红外吸收。图7．2是硅

烷化玻片的红外光谱。从图中可以看出，在2940cm。和2872em。1处有烷基吸收

峰，也存在硅烷基吸收峰，因为硅烷基吸收峰也出现在2940cml处。

Wave number,clffl-1

Fig．7-2 Infrared spectrum ofCl8 and Cl modified slide surface．

7．3．2体系条件的优化

在传质过程中，液相中溶液的扩散速率远小于在气相中的扩散速率，因此，

为了获得理想的分离效果和更高的灵敏度，需要降低流动相的流速，通常保持

在合适的较低流速，例如1I-tl／min。从理论上分析可知，对于模式滤光检测色谱
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传感体系而言，其信号大小可用公式表示：

， a’0一n2)c蚵‰t／sgn倒2而赢亏赢 (7-1)、『【，(1+9七+25．5七‘) 、7’I’

其中，a’——常数

n——待测物质的折射率

n，——包层折射率

C0——待测物的进样浓度

％，——待测物的进样体积

U——流动相的流速

}c——容量因子

从上式可以看出，流速U越小，对体系获取灵敏的信号就越有利。但流速

也不是越小越好，流速太低会导致分离检测时间大大延长。

Fig．7-3 Chromatographic response to a small sample volume of

bromobenzene．Conditions：mobile phase，pure water；flow rate，

1,0I．tl／min．A 0．2Ixl sample containing 2．0“g ofbromobenzene Was

injected．

图7．3显示的是传感器对单组分样品典型的响应信号，图中显示了将O．21xl

含有21xg溴苯的样品溶液引入毛细管中所获得的理想的模式滤光信号。为了考

察流动相的组成对模式滤光信号的影响，我们换用不同醇水比的流动相，得到
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了流动相不同的醇水比与信号变化的关系。从图7—4可以看出，随着流动相中

甲醇含量的降低，体系所检测到的信号就越大，当用纯水作流动相时，获得的

模式滤光信号最高。这～结果对于避免在实验中使用毒害性有机溶剂做流动相

是有利的。

Fig．7_4 Analyte signal versus％methanol in the mobile

phase obtained for bmmobenzcne at the flow rate of

1．0I．d／min．

我们的理论分析表明，这一结果与理论也是非常吻合的。我们总是期望分

析对象更多地分配进入固定相涂层中，以提高检测的信号和灵敏度。从色谱理

论上说，这即是增大了容量因子良。容量因子是衡量色谱柱对被分离组分保留

能力的重要参数。从方程式(7．1)可以知道，}c值对模式滤光信号有着很重要

的影响。如果考虑式(7．1)中其它参数不变。并对信号作归一化，我们可以获

得如图7．5实线所示信号与容量因子之间的关系。从图中的实线可以看出，当

免值小于1时，信号增长非常迅速，而当}c值大于1后，信号增长已变得很小。

这一原因在于k增加到一定值时，待测物质受流体的稀释作用加强，导致信号

峰展宽，使得峰浓度下降。
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Capacity Factor

Fig．7-5 Normalized relative signal for bromobenzene as a

function of the eapacity factor．The solid line is the function as

predicted by Eq．1．

正因为如此，在反相色谱中，流动相中甲醇含量的降低，正有利于有机分

析对象更多地进入C，。固定相涂层中，从而增大了体系的容量因子，提高了可

检测的模式滤光信号。图7．5中的数据点是实验得到的容量因子与相对信号之

间的关系，结果显示理论计算对实验值拟合得很好。

7．3．3传感器的响应特征及多通道模式滤光信号分析

考察模式滤光信号对浓度的响应是模式滤光检测的定量依据。根据方程式

(7．1)，信号的大小与分析对象的浓度、折射率以及分配进入固定相涂层的多

少有关。通过实验，我们可以判定检测系统是否对浓度线性响应，模式滤光检

测机理与实际体系是否一致。这对于我们深入研究多通道模式滤光检测也是必

要的，因为在混合物体系中，色谱峰强度与混合物组成不具有严格的线性关系。

在这种情况下，我们通过提取多通道模式滤光信号进行多元校正，可以获知混

合组分的浓度，并大大提高分析对象的检出准确度。图7-6是不同浓度溴苯的

信号响应曲线，流动相是纯水，流速控制在llul／min。该校正曲线表明，传感器

对浓度的响应是近似线性相关的。
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Concentration，％(删b)

Fig．7-6 Calibration curve for bromobcnzcne in pure

wator stationary phase at lI．tl／min．

我们对混合物体系的同步分离和多通道信号分析开展了研究。实验用4个

检测通道对混合物体系进行了实时在柱监测。考察混合物体系中各组分的分离

性能是传感器选择性的重要量度。各组分间的分离度越大，传感器的选择性越

好。由此可见，我们构造的传感器可以实现对多组分的同时选择性响应，这就

使得我们基于在单一传感器上获取多信号、多功能的构思得以实现。我们用该

传感器对二元混合物分析体系进行了传感，分析对象是溴苯和甲苯，实验获得

了传感器对溴苯和甲苯的选择性和浓度量测信息，如图7．7所示。从通道2开

始出现分离，其中通道2的分离度经计算得0．64，通道3的分离度为0．71，通

道4的分离度为O．80。可以看出，各通道的分离度从通道l至通道4依次增大，

即选择性响应越好；而峰信号则依次有所下降，这是由于流体的稀释作用导致

分析物质的区带展宽造成的。实验表明，传感器对溴苯和甲苯混合物体系具有

良好的选择性响应，也显示了传感器在实际体系中的应用前景。

～鼠Ⅷ∞g蔓q笛
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Fig．7．7 Mulfichannel mode—filtered light signals for 0．2I．tl sample containing

0．21^g of bromobenzene(B)and lOng of toluene(T)．Conditions：mobile phase，

pure water；flow rate，1斗Ymin．The results predict that the sensor has potentials

for simultaneous selective response to mixed components and for development of

multi．signal and multi—functional sensing in a unique sensoL
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从图7．7中还可以看出，各个通道获取的实验体系中的信息是不同的，这

种在柱监测对于研究色谱中分析物质的区带展宽过程和区带洗脱动力学是非常

有用的【17】。在我们的研究中，获取多通道模式滤光信号的一个重要意义在于显

著提高多组分混合物中分析组分测定的精确度和准确度。实验中，我们选用溴

苯和甲苯混合体系，用多通道模式滤光检测实现对二组分的同时测定。

化学计量学的多元校正方法是混合物体系中分析物定量分析的的依据【ls】。

多元校正方法可分为两类，即直接校正与间接校正。直接校正属于硬模型方法，

它利用校正集构造量测信号随混合物组成变化的响应模型。这类方法需要已知

影响响应的各种变化的化学与物理因素，且只适用于线性模型体系。间接校正

属于软模型方法，它利用校正集建立分析物浓度与量测信号的关系模型。它只

需假定分析响应的各种变化的影响因素具有一致性，而不需知道这些影响因素

的具体形式，且可适用于非线性模型，或运用线性模型逼近非线性模型。由于

色谱峰强度与混合物组成不具有严格的线性关系，且在非理想情况下，色谱峰

强度可能受到各种未知因素的影响，因此本研究中采用间接校正方法进行溴苯、

甲苯混合物体系中溴苯、甲苯的定量分析。

间接校正中常用的线性模型可表述如下：

C=石7．b+e (7-2)

其中c为分析物浓度；x为分析物的量测信号向量；b为回归系数向量；e

为模型误差。给定一组校正集数据，模型(2)可具体化如下：

C=工．b+e (7．3)

其中C为浓度向量，其元素为校正样品中分析物浓度：x为量测信号矩阵，

其行为校正样品的分析信号向量；e为模型误差向量，其元素为相互校正样品

的模型误差。间接校正的目的在于估计回归系数b使得模型(7．2)对于未知样

品的预测误差尽可能小。

传统最小二乘是间接校正中常用方法之一，但该方法只适用于非病态体系，

当变量间共线性严重时，最小二乘方法性能极不稳定，估计方差较大。在本研

究中，四个模式滤光检测通道可产生数千个分析通道，因此该体系具有高度的

复共线性。为克服复共线对定量分析的影响，本研究中采用偏最小二乘方法

(PLS)。

偏最小二乘是一种隐变量回归方法，其基本思想在于构造少数几个相互正
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交的隐变量以提取回归变量中所蕴涵的建模信息，将因变量与具有复共线性回

归变量间的建模问题转化为因变量与相互正交隐变量间的建模问题，避免了病

态模型可能导致的估计不稳定困难。与主成分回归方法不同的是，偏最小二乘

回归所构造的隐变量不仅考虑了隐变量对回归变量所解释的方差，也考虑了隐

变量与因变量的相关性，因而只需较少的隐变量便可充分提取原始变量中的建

模信息。

为比较多通道模式滤光传感器与单通道模式滤光传感器在多组分同时定量

分析上的性能，我们分别用通道1、通道4以及四个通道所获得到的分析信号

(各通道随时间变化的信号)建立混合物体系中溴苯、甲苯定量分析的PLS模

型，其中PLS模型维数均由交互检验确定。

研究结果表明，采用单个通道的分析信号进行PLS建模，模型维数为3，

较体系组分分数略大，这是由于各通道的基线产生的。而采用四个通道的PLS

模型维数为5。这一结论是显然的，因为不同通道的基线特征是不同的。图7．8

中a、b、c给出了PLS模型对校正集中溴苯的估计结果。由图可见，以通道l

为基础的PLS模型的估计误差最大，以通道4为基础的PLS模型误差略小，而

以4个通道建立的pLs模型分析精度有显著提高。事实上，通道1中总体估计

浓度与真实浓度的相对标准偏差RSD为36．3％，通道4中总体估计浓度与真实

浓度的RSD为15．4％，而4个通道的总体估计浓度与真实浓度的RSD为5．2％。

这一结果表明多通道模式滤光传感器的研究对于改善混合物定量分析精度是有

重要意义的。

图7-9中a、b、c给出了PLS模型对校正集中甲苯的估计结果。与图7．8

显示的结果一致，以通道1为基础的PLS模型的估计误差最大，以通道4为基

础的PLS模型误差略小，而以4个通道建立的PLS模型分析精度有显著提高。

其中，通道1中总体估计浓度与真实浓度的RSD为20．3％，通道4中总体估计

浓度与真实浓度的RSD为12．4％，而4个通道的总体估计浓度与真实浓度的RSD

为4．6％。
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Fig．7-8 Multichannel mode-filtered light signal analysis

for bromobonzone．



第七章多通道模式滤光检测同步分离分析光纤／毛细管色谱传感器

Fig．7-9 Multichannel mode·filtered light signal analysis

for toluene．
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利用所建立的最优模型，即以4个通道的分析信号为基础的PLS模型，我

们对15个预测样品中溴苯、甲苯浓度进行了估计，其结果见表7-1、表7．2。

由表可见，各浓度估计误差都达到了满意的精度。这一结果表明，利用模式滤

光传感器的多通道检测信息，我们实现了二元组分的同步分离和分析。

Table 7-1．Concentration prediction for bromobenzene(％，m／m)

Estimated concentration Actual concentration Relative error

0．0914

0．4787

0．0933

O．1117

0．1062

0．2082

0．1795

O．1851

O．1939

0．5209

O．5145

0．4791

0．4872

0．0223

．0．0029

0．10

0．50

0．10

O．10

O．10

O．20

O．20

O．20

O．20

O．50

0．50

0．50

O．50

0

0

．0．086

．0．043

．0．067

O．117

0．062

0．041

．0．103

．0．074

．0．030

0．042

0．029

．O．042

．0．026
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Table 7-2．Concentration prediction for toluene(％，m／m)
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第八章基于So l-Go l包埋BSA手性固定相的多通道模式滤光
新型毛细管电泳研究

8．1 前言

生命科学中各种重要的生物化学物质的分离分析是当今生物技术的重要组成

部分。毛细管电泳(cE)作为一种高效、微量和高灵敏度的强有力的分离手段，

已经在基因分析、蛋白质分离、手性拆分以及生物大分子与药物分子相互作用等生

命科学领域里突显其巨大的优势【2l”2”。

高效、微量的分离手段离不开通用和高灵敏的检测方法。在CE检测方法的研

究中，紫外．可见吸收检测器属于较通用的检测器，但由于在CE中的吸收光程短

而使其灵敏度受到限制；激光诱导荧光(uF)检测器可以提供非常高的灵敏度，

但是大多数生物样品并不能直接进行荧光检测，需要衍生，这在很多情况下(如要

求生物活性或在体分离检测)是无法满足LIF检测的。折射率(刚)检测作为一种

浓度型且非破坏性的通用型检测技术，在微体积样品的检测上具有相当的灵敏度，

正好填补了检测器的这～空间，很适合毛细管分离所需，因此一直为研究者所关

注。

模式滤光检测是一种基于刚测量的光纤传感技术⋯7-”“””，将它与毛细管分

离技术结合起来，是一个颇具匠心的构思。模式滤光检测技术既可以作为毛细管分

离传感的整体研究工作中的一部分去构造传感器，也有可能发展成为一种单一的、

独立的毛细管色谱和CE的通用型检测器。模式滤光检测的优势还在于在理论上可

以完整地反映整个传感体系的分离动力学过程，如溶质的区带展宽、区带洗脱等，

实时监测和考察生物大分子的电泳迁移行为，以及提供传感体系的其它多通道化学

与生物信息，以对这些信息作出完整、准确的分析。

模式滤光毛细管电泳同步分离分析是我们小组最近发展起来的一项新技术

[222]。在这一章里，我们首先开展了无涂层修饰的毛细管等速电泳对甘氨酸和丙氨

酸混合物体系进行分离分析的工作，获得了初步的实验结果。我们从实验现象看到
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了光纤表面和毛细管内壁的活性基团与样品组分的相互作用，对信号检测产生了负

面影响。如果在光纤表面和毛细管内壁涂渍一层色谱固定相，使样品组分在电泳的

同时能够进入固定相发生色谱分配，则既可以提高体系的分离效率，适用于更多的

毛细管电泳分离模式，还可以大大提高模式滤光信号的可检测性(因为因样品在光

纤涂层中产生的折射率变化而获得的模式滤光信号远大于因样品在液相中产生的折

射率变化而获得的模式滤光信号)，使其获得更高的灵敏度。因此，在毛细管电泳

中，开展光纤表面的修饰技术成为后面研究工作的一个重要内容。

对映体分离一直为化学界所关注【223，2”，毛细管电色谱是其中最有效的手段之

一。蛋白质以其良好的对对映体分离的天然特性而在手性固定相的制备中倍受青睐

瞄5-227]。在我们的实验中，我们开展了基于s01．gcl包埋BSA(牛血清白蛋白)手性

固定相对混旋氨基酸进行手性拆分的研究，研究对象选用了D，L-色氨酸。用sol-

gel技术包埋蛋白质一类的生物大分子可以保持其天然构型及活性，涉及的反应条

件比较温和，这对于热稳定性和化学稳定性差的蛋白质等生物大分子而言是一种理

想的固定化方法【16¨2¨”l。在s01．gel玻璃中BSA被包埋在基质的孔隙中，而分析

对象则可扩教到孔隙中与BSA发生作用。需要注意的是，s01．gel方法可能会稍微

改变包埋的生物大分子的光化学性质和生物活性，因为在孔隙中生物大分子的自由

度仍可能有一定程度上的降低，它们或会与孔隙表面相互作用。这可以通过调节

s01．gel的过程参数来进行控制。

为了获得s01．gel包埋BSA手性固定相涂层的表面形貌的信息，我们使用了原

子力显微镜(AFM)，对载玻片作基质的soI-gel包埋BSA涂层进行了表征。我们

较深入地研究了实验体系的影响因素和优化条件。进一步的研究表明，基于光纤表

面修饰的模式滤光CE无论在获取体系的分离信息还是在检测信号上，较之无涂层

修饰的模式滤光CE都有了明显的改进。从理论和实验两方面来看，我们期望多通

道模式滤光CE在生物分子和药物分子的手性拆分上、在研究生物大分子和药物分

子之间相互作用的生物特征上，可以获得良好的应用。
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8．2实验部分

8．2．1多通道模式滤光毛细管电泳仪的研制

多通道模式滤光毛细管电泳仪由本实验室自行研制，结构示意图见图8-1。仪

器主要由以下部件构成：

Fig．8-1 Schematic ofmode—filtered light capillary electrophoresis instrument．

波长632．8nm的He-Ne激光源(北京大学物理系)，固定在一个加工的定位

圆盘上，用该定位圆盘可以调节激光源的入射角，该定位圆盘还可以在前后、左

右、上下三个方向对激光源进行三维微调定位；

高压电源有两种，一种是BIO．RAD公司出品的HPEl00型毛细管电泳仪的高

压电源，其标称最高输出电压为12KV，但一般只能提供最高输出电压8KV，此时

电流为1 10．120pA，最大电流为200衅，另一种是后来购置的±30KV／0．3mA高压

电源，由上海原子核研究所提供；

光纤，毛细管流通池，石英光纤由北京盛飞博光纤技术有限责任公司提供，石

英毛细管由永年锐沣色谱器件有限公司提供；

CCD检测器及其数据采集系统(天津联惠利有限公司)：
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进样系统由一个微小的三通连接器(RS Componcms Ltd．，Co．HK)构造而

成，如图2-2所示，将光纤插入～段毛细管中，用硅橡胶固定好光纤并密封住三通

的一端，毛细管先插入与其外径相当的塑料毛细管中，然后再将塑料毛细管插入三

通中，由于三通的内径与塑料毛细管外径相当且稍小一点，因而可以起到密封作

用，废液流出端与进样端构造一致；

Fjg．8-2 Sampling system designed for mode-filtered light capinary

electrophoresis．

仪器的底座等主体部分主要由有机玻璃制作，暗箱用黑色有机玻璃制作，保

证整个仪器良好的绝缘性能。毛细管固定在一个水平的铝金属支架上，金属铝具有

很强的散热性能，可以改善电泳自热的散热效果。电极用0．3mm的铂金丝，导电

电线采用耐高压导线。耐高压导线高压电源连接部分接好后，用硅橡胶密封好。

CCD检测器放置在毛细管侧面加以固定，并沿毛细管柱设置3个检测通道，检测

从光纤侧面3个不同位点的模式滤光，获得的信号经数模转换由数据采集系统采集

并由计算机处理。软件系统由实验室自行开发。
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8．2．2试剂和仪器

二次蒸馏水，实验室制备

乙醇，分析纯，湖南师大化学试剂厂

甲醇，分析纯，湖南师大化学试剂厂

丙酮，分析纯，湖南师大化学试剂厂

硫酸，分析纯，湖南邵阳市化学试剂厂

盐酸，分析纯，株洲开发区石英化玻有限责任公司试剂厂

氢氧化钠，分析纯，天津市化学试剂批发部

重铬酸钾，分析纯，长沙化学试剂厂

甘氨酸，分析纯，上海康达氨基酸厂

0t．丙氨酸，分析纯，上海康达氨基酸厂

三(羟基甲基)氨基甲烷(Tris)，湘中化学试剂开发中心

四乙氧基硅烷(TEOS)，中国上海五联化工厂

磷酸，分析纯，武汉化学试剂厂

异丙醇，分析纯，天津市化学试剂二厂

BSA，生化试剂，上海伯奥生物技术有限公司

L．色氨酸，生化试剂，Aldirich Chem．Co．

D．色氨酸，生化试剂，Aldirich Chem．Co．

D，L．色氨酸，生化试剂，Aldirich Chem．Co．

纯氮

Tris缓冲液：将Tris溶于二次蒸馏水，在复合pH玻璃电极的监测下调节pH

值到8．5。

PH=2．2的Mcllvaine缓冲液：磷酸二氢钠0．06329，柠檬酸2．05809混合加水

至100m|。

色氨酸溶液(10mM)：O．01029溶于5ml PH=2．2的Mcllvaine缓冲液中。

原子力显微镜(AFM)，SEIKO SPl3800N Probe Station&SPA一400 SPM Unit

B3200S．T超声波发生器，必能信超声(上海)有限公司



第八章基于Sol—Gel包埋BsA手性固定相的多通道模式滤光新型毛细管屯泳研究

LG冰箱

8．2．3实验方法

8．2．3．1无涂层修饰的毛细管电泳

8．2．3．1．1．光纤和毛细管的制备

取～根直径为400 u m的光纤，从一端将其中的一段浸泡在浓硫酸中约48小

时，除去这一段的包层。截取一根内径为530“m的毛细管，然后将光纤和毛细管

置于重铬酸钾洗液中浸泡2-4小时，再依次用二次水、乙醇、丙酮清洗。按图8．1

装好毛细管和光纤，在其空腔内注满10raM的HCl，浸泡24小时。

8．2．3．1．2．电泳老化

在10raM的HCl中浸泡后的毛细管和光纤，以10raM的HCl作为运行缓冲

液，在电流为120pA的条件下，电泳老化8小时以上。在电泳条件下，将毛细管和

光纤表面吸附的杂质洗掉，使毛细管和光纤表面的离子和10mM的HCI溶液达到一

种动态平衡。

8．2．3⋯1 3实验步骤

调节好激光源的入射角度。先将10mM的HCI前导缓冲液充满整个环形空

腔，在160pA恒流下，电进样10-20s，再将进样端的样品溶液换成10mM的Tris

尾随缓冲液．进行毛细管等速电泳。两次运行之间用10mMHCI冲洗毛细管以排去

Tris缓冲溶液以提高重现性。所有操作均在室温下进行。电泳运行缓冲液及样品均

经过0．45}．an滤膜(Cole·Palmer Instrument Company，USA)过滤。

模式滤光信号被CCD检测，用计算机计录并处理。

8．2．3．2 sol-gel包埋BSA手性固定相涂层的毛细管电泳

8．2．3．2．1．光纤和毛细管预处理

截取一根直径为200 u m的光纤，从一端将其中的～段浸泡在浓硫酸中约48

小时，除去其包层，使之成为裸光纤。将除去包层的裸光纤浸在2M的盐酸中活化

2小时，然后依次用甲醇、丙酮、二次蒸馏水洗净。截取一段内径250p／i1的毛细
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管，用盐酸浸洗内壁2小时，依次用甲醇、丙酮、二次蒸馏水洗净。将洗净的光纤

和毛细管置于140"C的烘箱中，在氮气保护下干燥过夜。

8．2⋯3 2 2．sobgel溶液的配制

所用试剂配比如下：

TEOS，15ml；

H20，14。5ml；

HCl f0．1M)，O．5ml

将溶液超声约5分钟，得到澄清的sol—gel前驱体溶液。

称取0．059 BSA，将其加入0．5ml的磷酸缓冲溶液(pH=6．81)q=，混合至完全溶

解。

将sol-gel前驱体溶液和BSA磷酸缓冲溶液混合。搅拌均匀。

8．2．3．2．3．sol-gel包埋BSA手性固定相涂层

首先将光纤小心插入毛细管中，然后往毛细管内注入s01．gcl溶液，停留约5

分钟，通氮气将sol-gel溶液排出至完全干燥。将光纤和毛细管置于4"C的环境中老

化一周。

8．2．3⋯2 4实验步骤

调节好激光源的入射角度，将pH=2．2的磷酸缓冲溶液充满整个环形空腔，铂

电极浸入磷酸缓冲液中。10KV下电进样10-20s，将样品D，L-色氨酸导入毛细管

中，然后将进样端换成pH_2．2的磷酸缓冲溶液，在10KV的高电压下进行毛细管

电泳。所有操作均在室温下进行。电泳运行缓冲液及样品均经过0．45pm滤膜

(Cole-Palmer Instrument Company，USA)过滤。

模式滤光信号被CCD检测，用计算机计录并处理。

8．3结果与讨论

8．3．1 SoI-geI涂层表面形貌的AFM表征

为了考察sol-gcl包埋BSA手性固定相涂层的表面形貌特征，我们以载玻片作

基质，用AFM对sol-gel涂层的载玻片表面的形貌进行了表征。图8-3是未经修饰
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的空白载玻片基质(A)和经s01一gel涂层的载玻片基质(B)的表面形貌图。从图

中可以很清楚地看出，空白和修饰玻片的表面有着明显的差异，玻片经∞l—gel修

饰后表面的粗糙程度增加。

Fig．8-3 AFM images ofconformational aspects on the surfaces of

㈥blank slide substrate and(B)sol-gel modified slide substrate．

8．3．2影响因素和条件优化

我们首先采用无涂层修饰的大管径毛细管／光纤环状柱传感元件进行了模式滤

光CE的前期研究。图8-4是三个检测通道获得的甘氨酸和丙氨酸混合体系的实时

分离检测的模式滤光信号。从通道I至通道3，样品组分的分离度逐渐增大，体系

获得了较好的实时选择性响应。

但是，从图中也可以看出，我们所构造的无涂层大管径环状柱传感元件在信

号的获取和基线噪声上需要作进一步的研究和改进。在毛细管电泳中，自热是影响

分离效率的关键问题，对基于模式滤光信号也有不利的影响。对于自热产生的径向

上距管中心r处的温度差AL可表示为嘲：
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Fig．8-4 Mode．filtered light CE with unmodified sensing element of 5301xm i．d-

capillary／400I．tm fiber optic annular column for separation ofgylcin and alanine．
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AT：芝【上+上ln生+上ln生+上】 (8．1)
2。2k．k： rl k，，2 g。，3。

式中，k为热传导系数，q。为热流速率，下标1、2、3表示石英管内壁、外壁和聚

亚酰胺(毛细管外壁涂层)外表，9p为单位体积电功率。因此，管中心与管内壁

的最大温差为：

△k=譬 (8．2)

这表明，毛细管管径越大，从管中心到管内壁的温度梯度越大，其自热现象越严

重。对于光纤，毛细管环状柱传感元件而言，缓冲液的温度梯度是从光纤表面到毛

细管内壁间的温度差，因此，环状柱电泳的自热现象要明显好于同样管径的毛细管

电泳。但同时，用更小管径的毛细管构造的环状柱传感元件，其自热现象也会得到

更好的抑制。·从理论分析我们很好理解，图8-4的基线噪声在很大程度上是由于大

管径环状柱电泳的自热造成的。

Voltage．kV

Fig．8—5 Working CUI'Ves of the current versus the voltage in three

different dimensional annular column sensing elements．Capillary／fiber

optic：1．5301xm／200¨m；2．3201xm／200}xm；3．250弘m／2001am．

√j莒2Inu
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320psn／200btm capillary／fiber optic annular column sensing element·
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第八章基于Sol—Gel包埋BSA手性固定相的多通道模式滤光新型毛细管电泳研究

我们考察了不同管径的毛细管环状柱传感元件的电泳工作环境。理论和实践

均表明，效率与电压间存在极大值，极大电压通常也是最佳工作电压。虽然利用理

论效率方程，通过求极值的方法可以确定极大电压，但是通过实验测定来确定工作

电压则非常简单。通常的做法是，在电泳条件下，改变电压测定对应的电流，做电

压一电流曲线，然后取线性关系中的最大电压作为分离电压。线性以上的电压，自

热效应过大，一般不宜选用。图8．5是3种不同管径的环状柱毛细管电泳的工作电

压与电流曲线图。3种不同管径的环状柱传感元件均作了S01．gel包埋BSA的涂层

修饰，所用光纤为200pm直径。图8．5表明，在530pm、320pm和250prn的环状

柱毛细管电泳中，管径250ku-n的环状柱传感元件可以获得最好的电泳工作条件，

电压取10kV时，电流为170¨A：而前两者可选取的工作电压过低，电流则过大，

导致分析时间增长，基线噪声增大。可见，从我们的实验结果上看，大管径环状柱

传感元件对于获得高的分离效率和降低自热效应也是十分不利的。

Fig．8-7 Effect ofthe isopropanol content in the buffers on the

tailing factor．



湖南大学分析化学专业博士论文：基于多通道光纤模式滤光检测的新型化学与生物传感理论与应用研究

Time，min

Fig．8—8 Mode-filtered light CE for chiral separetion ofD，L·tryptophan with

2501xrn／200pm capillary／fiber optic annular column sensing element．
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第八章基于Sol-Gel包埋BSA手性固定相的多通道模式滤光新型毛细管电泳研究

这一点通过3种不同管径的环状柱传感元件对同一分析对象的不同响应结果

还可以得到确证。图8-6是以320pm毛细管／200pro光纤环状柱电泳为例所获得的

三通道模式滤光信号，分析对象为混旋色氨酸。图中可见，体系的基线噪声很大，

可检测信号的灵敏度不高。当我们使用530}_tm的环状柱传感元件时，获得的结果

则较图8-6更差。在我们后面的工作中，我们选用250pm毛细管／200pm光纤的环

状柱传感元件，运行电压为10kV，所获结果明显优于图8-6，这一结果见图8-8所

示。

我们已经很清楚地知道，对光纤表面和毛细管内壁进行修饰或改性，对获得

理想的分离效果和提高模式滤光信号的可检测性具有十分重要的意义。未经处理的

玻璃表面会存在活性基团，与样品组分相互作用，导致峰浓度下降，基线噪声增

加。从图8-4的实验中也反映出这一结果。

我们采用s01．gel包埋BSA手性固定相开展了模式滤光毛细管电色谱的研究工

作。有研究表明衄】，在缓冲溶液中加入异丙醇作为修饰剂可有效改善峰形，使峰

形的拖尾现象得到抑制。我们考察了不同浓度的异丙醇对峰形的影响。拖尾因子是

反映峰形对称性好坏的一个参数，拖尾因子约为l时表明峰形对称性好，无拖尾现

象。从图8．7中看出，异丙醇浓度为5％时，峰形可获得较好地改善，增大异丙醇

浓度，拖尾因子变化不明显。

图8．8是缓冲液中添加5％异丙醇时毛细管电泳的三通道实时响应信号，使用

2501nn毛细管／200pro光纤的环状柱传感元件。与图8-6相比，所获结果得到明显

改善，我们较好地实现了对混旋色氨酸的手性拆分，并在对L-色氨酸和D-色氨酸

的实时选择性响应上获得了理想的灵敏度。

8．4结论

多通道模式滤光毛细管电泳是以光纤模式滤光色谱传感体系为基础，结合毛

细管电泳技术发展起来的一种全新分析仪器。我们已对模式滤光毛细管电泳仪申请

了专利。毛细管电泳是一种高效的分离手段，模式滤光检测具有多通道、实时、同

步等优良特性，二者的有机结合赋予了该仪器更多功能。利用多通道模式滤光毛细
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管电泳，我们可以在生物领域开展手性拆分以及各类生物大分子如氨基酸、

DNA、蛋白质、糖类等物质的分离及相互作用的机理研究。在以后的工作中，可

望结合生物纳米颗粒、分子信标、纳米级分子印记等技术开展更深入的研究，并结

合激光诱导荧光(LIF)或化学发光等多种检测方法进一步开发该仪器获取多维信

息的功能。
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化学与生物传感技术目前正呈现两大发展趋势：一是发展多参数、多功能

甚至智能化的传感器，二是发展微型化的、纳米尺寸上的传感探针。在现阶段，

将单参数化学与生物传感器发展为多参数、多功能化学与生物传感器是一条现

实可行的重要思路，目的在于不增加阵列规模，甚至在单个传感探头的情况下，

能够显著提高体系化学信息的获取量。光化学传感器以其光学信号表达的丰富

多样性而在这方面具有独特的优势，各种光学信号表达均可在同一光学波导中

实现，这使得在单个光极上同时获得多个光学信号成为可能。

在光纤化学传感器中，开发光纤包层的色谱分离性能，实现具有同步分离

分析功能的色谱传感是一种新颖、独特的构思，在这样的传感体系中，在对分

析对象完成了色谱分离的同时也获得了高灵敏的实时光化学信号。因此基于光

导纤维的色谱传感是光学式化学传感信号转换技术的一项重要发展。

光纤色谱传感采用的是一种基于折射率变化的模式滤光检测技术。作为一

种通用检测技术，折射率检测已得到许多应用。在高效液相色谱(HPLC)和毛

细管电泳(CE)分离技术中，将lu测量作为一种通用型检测一直受到人们的

关注。研究者门一直在努力将Iu检测发展成为一种能满足毛细管分离所需的具

有相当灵敏度的通用型检测方法，实现毛细管在柱的直接监测。目前，lu检测

在毛细管分离应用中遇到的关键问题是如何在低至纳升的微体积范围内实现检

测的微型化，而不牺牲检测的灵敏性能。

基于模式滤光检测的光纤／毛细管液相色谱传感技术的一个关键内容是在光

纤表面进行色谱固定相的涂渍。选用合适的固定相涂渍材料制备具有良好的保

留特性的开管柱是发展OTLC的关键技术，可以达到抑制样品吸附、改善分离、

改变分离机制等目的。制管技术是毛细管色谱(包括电泳)中非常重要的内容，

在这方面的研究有很大的发展潜力。在壁涂开管柱(WCOT)中，玻璃表面的

化学性质对色谱行为有着显著的影响，其表现为色谱峰的拖尾，甚至出现被分

离物质完全被吸附或分解。研究者们借助许多表面分析技术对玻璃表面特性的

研究表明，毛细管柱壁的吸附和催化活性主要受玻璃表面的金属杂质和表面活
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性基团的影响。若要制得高效、惰性的毛细管柱，形成一层薄而均匀的固定液

膜是至关重要的。因此，在涂渍固定液之前必须对柱表面进行适当的预处理，

以除去表面的活性中心，和改变表面特性提高对固定液的润湿性。为达此目的，

通常采用两种途径对玻璃表面进行改性，一是表面粗糙化处理，二是表面去活。

现在最常用的去活方法是表面硅烷化，它是消除表面羟基活性基团的最有效方

法。

本论文从基于光纤模式滤光检测的机理入手，致力于研究一类新型的基于

模式滤光色谱传感的光纤化学与生物传感器。模式滤光检测和传统的检测方式

相比，检测器的位置由光纤末端改放在光纤侧面，获取光纤侧面产生的模式滤

光信号，由于光纤侧面的背景光远较光纤末端的出射光背景小，因而较之检测

光纤末端的出射光有高得多的信噪比和灵敏度。模式滤光检测为光学式化学与

生物传感器获取光学信息发展了一条新的途径。

根据这种思想，我们研制出了基于通用和快速检测的裸光纤模式滤光传感

装置、基于多组分同时选择性响应的修饰光纤模式滤光色谱传感装置以及模式

滤光毛细管电泳装置。在以往的化学传感器中，一般较少涉及色谱内容，而在

复杂的真实体系中，选择性就成为构造化学传感器的一个重要参数。多通道在

柱同步分离分析光纤色谱传感器将色谱分离技术与化学传感技术结合起来，利

用色谱分离技术实现传感器对混合体系中多组分的同时选择性响应，并利用电

荷耦合器件(CCD)的多通道检测技术，巧妙地实现对多组分的同时分离和多

通道信号的检测，从而为发展多通道和多功能光化学传感器提供了一条有益的

思路。我们发展的固定相涂渍方法解决了色谱传感器中敏感膜的稳定性和使用

寿命的问题，灵敏度和色谱峰形也得到了极大的改善。实现在柱同步分离分析

的一个重要内容是通过多通道检测提取整段色谱过程中的实时、在柱信号，并

通过对这些多通道信号进行解析，从而获取多元体系中分析物质的组成和浓度

等化学信息，显著提高多组分混合物中分析组分测定的精度。本研究采用了多

元校正的偏最小二乘方法对溴苯、甲苯混合物体系进行了定量分析，获得了满

意的结果。利用模式滤光毛细管电泳装置开展了基于sol-gd包埋BSA(牛血清

白蛋白)手性固定相对混旋氨基酸进行手性拆分的研究。我们期望多通道模式

滤光CE在生物分子和药物分子的手性拆分上、在研究生物大分子和药物分子

之间相互作用的生物特征上，可以获得良好的应用。
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