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摘要 目的　基于荧光寿命成像技术，提出一种黏度检测的新方法，并评估不同权重荧光寿命在区分甘油-水混合物黏度的

能力，从而提供对黏度区分的准确度和可靠性。方法　采用电子学中的权重依赖原理，分别引入了振幅加权平均荧光寿命

（τm）和强度加权平均荧光寿命（τi）。通过 τm和 τi检测甘油-水混合物黏度变化。振幅加权平均荧光寿命反映了荧光信号振幅

与时间的关系，而强度加权平均荧光寿命则关注荧光信号强度的时变特性。结果　τm和 τi两种结果相互佐证，这不仅提高了

对甘油-水混合物黏度变化的可靠性，同时也揭示了 τm和 τi在检测过程中的独特作用。尽管 τm在捕捉荧光信号振幅变化方面

发挥了关键作用，然而，τi在考虑荧光信号强度的时变特性时表现出更高的黏度检测准确度。特别值得注意的是，由于 τi更

为敏感，微环境黏度检测可以直接利用 τi进行分析。这为实时、高灵敏度的微流体黏度监测提供了更为便捷的途径。通过对

τm和 τi的综合利用，不仅能够更全面、准确地了解甘油-水混合物的黏度信息，而且可以根据具体需求选择更为适用的参数

进行深入分析。结论　振幅加权和强度加权的结合可以在不同条件下更为灵敏地识别黏度的微小变化。这种方法的创新之

处在于其对多参数的同时关注，提高了对黏度变化的敏感性和可分辨性。因此，这种权重依赖的荧光寿命成像技术不仅为

甘油-水混合物的黏度探测提供了一种全新的方法，同时也为微流体、流变学以及新型功能材料研究等领域提供了有力的分

析手段。
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黏度是衡量一种浓稠流体的流动性和扩散性的

主要因素，同时是流体扩散速率的主要参考指标。

对于浓稠流体，其黏度较高，导致了较大的内部阻

力，从而使得流体的流动变得缓慢。相反，低黏度

的流体在外部力作用下更容易流动。这使得黏度成

为工程、科学和医学领域中的关键参数，对于设计

流体系统、理解生物体内液体流动以及制定化学反

应条件等方面都具有重要意义［1］。生物柴油的生

产通常会产生副产物甘油，该副产物通常通过水冲

洗去除。残留的甘油可能会导致燃油过滤器堵塞，

从而损害发动机。测量甘油-水混合溶液的黏度是

在流体力学、化学工程和实验室研究中常见的任

务，可反映生物柴油生产中副产物甘油的残留

量［2］。选择合适的方法应考虑混合溶液的黏度范

围、样品量、实验条件和精度要求。通常，旋转黏

度计［3］和套管黏度计［4］是常见的选择，可提供相

对较高的精度，适用于不同黏度范围的液体。但在

特定情况下，其他方法可能更为合适。测量甘油-

水混合液黏度时，染料法是一种非常有用的方法，

尤其适用于低黏度液体［5-6］。这种方法涉及向混合

液中添加染料，并使用染料在流动过程中的扩散来

测量黏度。优点是简单且经济，适用于低黏度液

体，需要的样品量较少；缺点是对于高黏度液体不

太适用，需要精确的染料扩散系数。荧光寿命法是
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一种用于测量液体黏度的敏感且非侵入性的方

法［7-8］。这种方法通常涉及在混合液中添加荧光标

记物，然后通过观察标记物的荧光寿命来测量黏

度。优点是非侵入性，不需要接触混合液，高灵敏

度，对黏度的变化非常敏感，适用黏度范围广；缺

点是需要适当的荧光标记物和荧光测量设备，需要

建立标定曲线以将荧光寿命转化为黏度值。许多荧

光染料对黏度非常敏感，并且已被广泛用于测量液

体的黏度。这些染料的荧光寿命通常会随黏度的变

化而改变。包括：苯基花菁染料 ［9-11］、吡啶染

料［12-13］、荧光蛋白 ［14-15］等。

振幅加权平均荧光寿命 （amplitude-weighted 

average fluorescence lifetime，τm）是根据荧光光谱

的振幅（即信号强度）对不同寿命分量进行加权平

均得出的。信号较强的寿命分量对 τm的贡献更大，

振幅高的分量在总体平均值中具有更高的权重。τm 

反映的是荧光信号中信号强度最大的寿命分量的平

均寿命，用于强调光谱中具有最大信号强度的寿命

成分，可以帮助确定主导荧光信号的寿命成分。强

度加权平均荧光寿命 （intensity-weighted average 

fluorescence lifetime，τi）是根据荧光光谱中不同寿

命分量的光强度（光强）对其进行加权平均得出

的。光强较大的寿命分量对 τi的贡献更大，在总体

平均值中具有更高的权重。τi 反映的是光谱中光强

度最大的寿命分量的平均寿命，突出了在光谱中具

有最大光强的寿命成分。总之，τm和 τi都是用于表

征复杂的荧光光谱中不同寿命分量的参数，考虑振

幅和光强权重的影响。它们有助于更好地理解荧光

样品中不同寿命成分的贡献，以及这些成分在光谱

中的重要性。选择使用哪个参数通常取决于研究的

具体需求和关注的荧光特性［16-18］。

早期研究发现，τi的准确度约为1%，对数据采

集参数或拟合模型质量的依赖性很小［19］。因此，

可视为荧光衰减数据的主要固有特征。相比之下，

τm不稳定，对拟合模型的依赖性强。对于探测到的

光子数量较少的数据，如果没有一些先验信息，可

能无法正确识别拟合模型中的指数个数，这可能导

致对 τm严重的错误确定。因此，应特别小心地考虑

数据质量，以及所使用拟合模型与 τm的关系。早期

研究揭示了荧光衰减的主要固有特征是 τi。这个值

也可以通过直接从直方图中进行非常简单的无模型

计算来高精度地恢复，而不需要耗时的寻找最佳拟

合模型的反卷积过程，而且可以轻松自动化。简而

言之，τi是非常稳健的特征，与振幅加权特征相

反，它的值取决于数据质量，尤其是所使用的拟合

模型。

本工作的研究思路如图文摘要所示：对于

30%、40%和50%体积比（v/v）的甘油，其相应的

伊红光谱重叠严重，伊红荧光光谱不能显著区分体

积比为30%、40%和50%的甘油。然而将谱域转换

为时域，伊红的 τm直方图则能区分 40% 和 50% 体

积比的甘油，但伊红的 τm仍不能区分 30% 和 40%

体积比的甘油。随后将 τm拉伸转换为 τi，利用伊红

的 τi 直方图可区分 30%、40% 和 50% 体积比的甘

油。将不同的荧光寿命赋予不同的伪彩色，可利用

荧光寿命成像实现计算机辅助的基于寿命的比色黏

度测定，借助 τi 伪彩图分辨伊红在 30%、40% 和

50%体积比体积比甘油中的差异。τm和 τi两种结果

相互佐证，这不仅提高了对甘油-水混合物黏度变

化的可靠性，同时也揭示了 τm和 τi在检测过程中的

独特作用。

1　材料与方法

1.1　材料

甘油购于阿拉丁试剂有限公司（中国，上海），

未经进一步纯化即可使用。伊红（KGA224，细胞

质对比剂）购于南京基因生物技术有限公司（中

国，南京）。使用去离子水（Millipore 18.2 MΩ·cm-1）

制备伊红原液（100 g/L）。将甘油和水根据不同质

量比的形式配置成 0∶100、10∶90、20∶80、30∶

70、40∶60、50∶50、60∶40、70∶30、80∶20、

85∶15、90∶10 的体系溶剂备用。将探针加入到

上述溶剂中配置成的待测液，将待测液摇晃均匀，

测试荧光发射光谱，进行荧光寿命成像。

1.2　伊红溶液的表征

使用 Horiba 荧光光谱仪 （Horiba Jobin Yvon 

Fluorolog-3） 分析荧光光谱，该仪器配备了一个

450 W 的氙灯作为激发源，使用了一个 iHR320 单

色器，其探测器为带有液氮冷却的R5509-72 PMT。

激发波长为 495 nm，以步进宽度 1 nm 在 510~   

700 nm范围扫描发射光谱，积分时间为0.1 s。

1.3　荧光寿命成像系统

荧光寿命成像系统基于单光子激发和时间相关

单光子计数（time-correlated single photon counting，

TCSPC）。系统基于一个倒置显微镜 （ECLIPSE 

TE2000-E，Nikon，Tokyo， Japan），配备有 Plan 

APO 20x/NA0.75空气物镜。激发光由皮秒超连续

（400~650 nm） 激 光 器 （SC400-4， Fianium，
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Southampton，UK）产生。激发波长为495 nm。使

用 DCS-120 扫 描 仪 （Becker and Hickl， Berlin，

Germany） 进行共焦扫描。物镜收集透过 520~  

580 nm 带通滤波片（Chroma，USA）的荧光，该

荧光随后被光电倍增管 （PMT， R10467U-40，

Hamamatsu Photonics，Hamamatsu，Japan） 检测，

并连接至 TCSPC 模块 （Becker and Hickl，Berlin，

Germany）进行荧光寿命成像。

1.4　荧光寿命分析

具有时间分辨率的原始光子计数数据使用

SPC Image （Becker and Hickl，Berlin，Germany）

进行处理。至少收集1 200个光子下构建荧光寿命

图像。每个图像（256×256像素）中每个像素的平

均寿命通过双指数拟合计算，表达式为：

I ( t ) /I (0) = a1exp (-t/τ1 ) + a2exp (-t/τ2 )（1）

其中，a1 和 a2 代表比例（a1 + a2 = 1），τ1和 τ2分别

代表短寿命和长寿命组分。因此，根据以下方程计

算了幅度加权平均寿命 （τm） 和强度加权平均

寿命（τ i）：
τm = a1τ1 + a2τ2 （2）

τ i = (a1τ21 + a2τ22 )/(a1τ1 + a2τ2 ) （3）

对于每张256×256像素的图像，为每个像素的

值分配特定颜色，生成伪彩色图像。

1.5　微流控芯片制备

聚二甲基硅氧烷（PDMS）微流控通道是使用

传统的软印刷工艺和随后的氧等离子体键合法制

备。芯片包括一个流体通道，一个PDMS薄膜和一

个压力控制通道（微阀）。当芯片的微阀打开时，

染料溶液被注入到较低的流体通道中，然后在压力

下关闭微阀，限制流体通道中的染料溶液，并测量

荧光寿命。

2　结果与讨论

2.1　共焦皿中权重依赖荧光寿命溶液黏度检测

图1为荧光寿命成像系统以及微流控芯片的结

构示意图。系统具体参数已在材料与方法中进行说

明。有关检测荧光强度的黏度探针设计方法，主要

有两种。一种是基于光诱导分子内电荷转移的方

法［20］，然而，通过这一机理设计的探针容易受到

溶剂极性的影响。另一种方法涉及设计基于荧光共

振能量转移的分子转子［21］，该方法存在一个问题，

即需要确保作为能量供体的发射光谱与能量受体的

吸收光谱具有较好的重叠。这些设计上的要求限制

了这类探针的广泛设计与应用。伊红通常用于荧光

显微镜成像和荧光标记实验。尽管伊红染料通常不

是用于直接测量溶液黏度的首选方法，但在某些情

况下可用于检测和研究溶剂中的溶液黏度测量。将

伊红溶解在不同黏度的溶剂中，伊红分子大小和形

状受到周围溶液的黏度影响，比较伊红吸收或荧光

光谱的特征可间接评估溶液黏度变化。本研究将伊

红水原液（100 mg/L）加入不同体积比的水与甘油

混合液中，伊红荧光光谱随甘油体积比的增加发生

红移（图2a）。插图为CIE 1931色度图。不同色度

CIE坐标对应不同颜色。

Fig. 1　Fluorescence lifetime imaging system and microfluidic chip structure
Two microchannel ports (channel inlet and outlet) with a diameter of 4 mm and a PDMS thickness of 2 mm were used in this study to facilitate solute 

injection. The blue dots indicate the inlet and outlet of the microfluidic chip made of PDMS, while the red color represents straight channels of 

different diameters.



·1224· 2024；51（5）生物化学与生物物理进展  Prog. Biochem. Biophys.

为保持测试环境的一致性，依旧使用测试稳态

发射光谱的样品进行荧光寿命测试。随着溶液黏度

的增加，溶液荧光寿命值也不断上升（图2b），说

明伊红的荧光寿命对黏度的响应，可用于黏度检

测。将伊红与不同体积比水和甘油二元混合溶液加

入共焦皿中，通过荧光寿命成像可分别得到伊红的

荧光强度图（Int），τm、τi荧光寿命伪彩图（图2c）。

对不同寿命赋予不同的伪彩色（蓝色为 1.1 ns，红

色为2.0 ns）。荧光寿命成像技术结合了荧光寿命测

量和成像技术，能够在空间上对黏度分布进行更详

细的研究。伊红与不同体积比水和甘油混合的 τm和

τi对应的直方图如图2d所示。相同体积比甘油中伊

Fig. 2　Using weight-dependent fluorescence lifetime to distinguish binary mixtures of glycerol and water with different 
volume ratios

(a) Fluorescence spectra of eosin in binary mixtures of glycerol and water with different volume ratios. (b) Fluorescence decay curves of eosin in 

binary mixtures of glycerol and water with different volume ratios. (c) Eosin fluorescence intensity images (Int), lifetime pseudo-color maps 

corresponding to the amplitude-weighted mean lifetime (τm) and intensity-weighted mean lifetime (τi). (d) Histograms of τm and τi for eosin in binary 

mixtures of glycerol and water with different volume ratios. (e) Variations in peak values (tpeak) of the τm and τi histograms of eosin with changes in the 

volume ratio of glycerol.
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红的 τi直方图宽度相对其 τm变窄，且荧光寿命增

大，τi直方图具有更好的黏度分辨。图2c所示，在

各体积比甘油中，伊红的 τi对应寿命伪彩图之间的

差异较 τm的更为明显。

相同条件下重复测量5次，将各溶液寿命值与

黏度值对应关系作图（图 2e），计算伊红 τm和 τi直

方图峰值随甘油体积比的变化情况，线性相关分别

为 y=61.915x+1 157.067 （R2=0.989） 和 y=68.024x+

1 199.467 （R2=0.996）。结果令人满意，线性范围

使得利用伊红荧光寿命对甘油黏度的有效定量测量

成为可能。不同的伊红荧光寿命对应给定的不同体

积比甘油-水混合溶液。建立不同体积比甘油-水混

合溶液黏度标定曲线以将荧光寿命转化为黏度值，

可与常用的黏度计测得的数值可保持一致。寿命与

黏度之间的函数关系式使得在对未知微环境黏度检

测时，寿命图中的各像素点寿命值都可在函数关系

式中对应到相应的黏度值，即实现微环境黏度的检

测。有研究报道基于分子转子的黏度探针通过荧光

寿命成像测试细胞内微环境的黏度［22］。伊红非分

子转子黏度探针并非首选的黏度检测染料。本研究

特意选择伊红进行黏度检测，旨在突显权重依赖荧

光寿命成像技术在黏度检测方面的优势。

检出限 （limit of detection，LOD） 和定量限

（limit of quantification，LOQ）是用于描述分析方

法的灵敏度和可靠性的两个关键性能指标。基于

3σ/s计算得出，基于 τm和 τi的甘油体积比的LOD值

分别为 1.83% 和 0.56% （σ为溶液空白信号的标准

偏差，s为寿命直方图寿命峰值与甘油体积比之间

的线性相关斜率）。从曲线上确定了该方法的LOQ

值（10σ/s）分别为 6.1%和 1.87%。LOD值与LOQ

值的比值（LOD/LOQ），通常用来评估分析方法的

灵敏度和可靠性。基于 τm的LOD/LOQ值是基于 τi

的 LOD/LOQ 值的近 3 倍。LOD 与 LOQ 的比值较

小，表示基于 τi的黏度检测在低浓度下仍能提供较

高的灵敏度，较为可靠的定量分析。该结论与早期

τm和 τi研究结果一致。τi荧光寿命测量更加灵敏，

能够在更低的浓度和更高的黏度范围内进行测量。

这使得对不同样品的黏度进行更广泛的研究成为

可能。

2.2　不同微通道中权重依赖荧光寿命溶液黏度

检测

荧光寿命测量在微流体学研究中得到广泛应

用，用于监测微流体通道中的黏度变化［23-27］。这

对于微流体生物学和生物传感器的研究非常重要。

为验证权重依赖荧光寿命是否可准确区分不同体积

比的甘油，将伊红在不同体积比甘油和水的二元混

合溶液分别注入到直径为 50、100、150、200 和

250 μm的微流控芯片内（图 3a）。选取 20倍物镜，

每次对注入了不同体积比甘油的3个不同直径的微

流控芯片同时进行荧光寿命成像，由上至下分别为

伊红荧光强度图 （Int），τm 和 τi 荧光寿命伪彩图

（图 3b）。对不同寿命赋予不同的伪彩色（蓝色为

1.1 ns，红色为 1.8 ns），伊红在不同体积比甘油和

水的二元混合溶液的 τi寿命伪彩图差异较 τm寿命伪

彩图更为明显，由上至下分别为 τm、τi伪彩图对应

的直方图（图3c）。

通过三顶点高斯拟合发现，τi直方图相对于 τm

直方图更易拟合出伊红在3个不同体积比甘油中对

应的可区分的寿命峰值（白色箭头），并且峰宽变

窄，峰与峰之间的间距变大、重叠变少（白线）。

分别将伊红在10%、20%和30%体积比甘油和水的

二元混合溶液注入到直径为 50、100 和 150 μm 的

微流控芯片内，而将伊红在30%、40%和50%体积

比甘油和水的二元混合溶液注入到直径为 150、

200 和 250 μm 的微流控芯片内。如图 3c，直径为

50、100 和 150 μm 的微流控芯片内与直径为 150、

200 和 250 μm 的微流控芯片内伊红在 30% 体积比

甘油的 τm与 τi峰值相同，由此可知，不同微流控芯

片以及不同批次寿命测量时，伊红在相同体积比甘

油的寿命是可重复的。另外，利用伊红的 τi直方图

比 τm 直方图更易区分 30%、40%、50% 或 60%、

70%、80%体积比的甘油。由此可知，τi更为敏感，

微环境黏度检测可以直接利用 τi进行分析。这为实

时、高灵敏度的微流体黏度监测提供了更为便捷的

途径。通过对 τm和 τi的综合利用，不仅能够获得更

全面、准确地了解甘油-水混合物的黏度信息，而

且可以根据具体需求选择更为适用的参数进行深入

分析。
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3　结 论

传统的黏度荧光寿命测量通常尝试使用不同类

型的荧光标记物来测量黏度，着重荧光探针本身的

影响。伊红染料是一种有机染料，通常用于荧光显

微镜成像和荧光标记实验。尽管伊红染料通常不是

Fig. 3　Using weight-dependent fluorescence lifetime imaging to distinguish glycerol volume ratios within microfluidic chips 
of different diameters

(a) The experimental microfluidic chip and its schematic diagram displaying various diameters. (b) Glycerol volume ratios within microfluidic chips 

of varying sizes were discerned through eosin fluorescence intensity images, amplitude-weighted mean lifetime (τm), and intensity-weighted mean 

lifetime (τi) pseudo-color maps. (c) Histograms corresponding to the lifetime distributions of τm and τi, with a three-peak Gaussian fit applied 

(depicted by yellow dotted lines for the overall fit and green lines for individual peaks).
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用于直接测量溶液的黏度的标准方法，但伊红的分

子大小和形状可以受到周围溶液的黏度影响。伊红

非分子转子黏度探针并非首选的黏度检测染料。本

文借助伊红进行黏度检测，旨在突显权重依赖荧光

寿命成像技术在黏度检测方面的优势，着重比较权

重依赖荧光寿命成像中 τm与 τi对甘油体积比变化的

响应。甘油溶液浓度增大，黏度增大，伊红荧光寿

命值也相应增大。黏度与荧光寿命之间的关系可通

过荧光寿命的变化来间接测量。溶液的黏度通常会

影响分子的运动速度，进而影响荧光分子的寿命。

高黏度环境下，分子的自由运动受限，导致荧光分

子的寿命增加。这种现象被广泛应用于黏度测量领

域，尤其在生物学和化学领域的研究中。通过测量

荧光分子在不同黏度条件下的寿命变化，可以推断

出溶液的黏度水平。实验表明，τi黏度检测具有独

特的优势，有望在黏度的变化检测中发挥重要作

用。振幅加权和强度加权的结合可以在不同条件下

更为灵敏地识别黏度的微小变化。这种方法的创新

之处在于其对多参数的同时关注，提高了对黏度变

化的敏感性和可分辨性。因此，这种权重依赖的荧

光寿命成像技术不仅为甘油-水混合物的黏度探测

提供了一种全新的方法，同时也为微流体、流变学

以及新型功能材料研究等领域提供了有力的分析

手段。
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Graphical abstract

Abstract　 Objective  Based on fluorescence lifetime imaging technology, a novel method for viscosity 

detection is proposed and the capability of different weighting of fluorescence lifetimes in distinguishing the 

viscosity of glycerol-water mixtures is evaluated, aiming to enhance the accuracy and reliability of viscosity 
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differentiation. Methods  This approach incorporates the principles of electronic weighting, introducing both 

amplitude-weighted average fluorescence lifetime (τm) and intensity-weighted average fluorescence lifetime (τi). 

Viscosity changes in glycerol-water mixtures are detected through τm and τi. τm Reflects the relationship between 

fluorescence signal amplitude and time, while τi focuses on the time-varying characteristics of fluorescence signal 

intensity. Results  The results of both τm and τi mutually corroborate each other, not only enhancing the reliability 

in detecting viscosity changes in glycerol-water mixtures but also revealing their unique roles in the detection 

process. Although τm plays a crucial role in capturing changes in fluorescence signal amplitude, τi exhibits higher 

accuracy in viscosity detection when considering the time-varying characteristics of fluorescence signal intensity. 

It is particularly noteworthy that, due to τi’s greater sensitivity, microenvironment viscosity detection can be 

directly analyzed using τi. This provides a more convenient approach for real-time, highly sensitive microfluidic 

viscosity monitoring. Therefore, through the comprehensive utilization of τm and τi, a more thorough and accurate 

understanding of the viscosity information in glycerol-water mixtures can be obtained, and specific parameters 

can be selected for in-depth analysis based on specific needs. Conclusion  The combination of amplitude 

weighting and intensity weighting allows for a more sensitive identification of subtle changes in viscosity under 

different conditions. The innovation of this method lies in its simultaneous consideration of multiple parameters, 

enhancing sensitivity and distinguishability to variations in viscosity. Therefore, this weighted-dependent 

fluorescence lifetime imaging technique not only introduces a novel approach for viscosity detection in glycerol-

water mixtures but also provides a powerful analytical tool for various fields, including microfluidics, rheology, 

and research on novel functional materials.
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