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低成本共聚焦荧光检测器的研制及其对

水样中铵氮测定

张　政，陈学佳，曾梓涵，张　敏
（桂林电子科技大学生命与环境科学学院，广西 桂林　541004）

摘要：研究利用 3D 打印技术研制了一台低成本共聚焦荧光检测器，并将其用于检测河水水样中的铵氮. 检测器

采用共聚焦结构，使用波长为 430 nm 的发光二极管（LED）光源、球透镜和平凸透镜组成的准直透镜组以及滤光

片等光学元件. 研究通过 3D 打印技术制作各种模块，用于固定各光学元件. 合成了喹啉-2, 3-二甲醛（QDA）作为

铵氮荧光检测试剂. QDA 试剂与 NH4
+-SO3

2−-Ca2+反应，其产物的最大激发波长为 429 nm，最大发射波长为 518 nm.
采用研制的检测器以及合成的 QDA 试剂建立铵氮荧光检测方法，方法检测限为 0.038 μmol/L（3σ），平行测定浓度为

3.0 μmol/L 的铵氮标准溶液，其相对标准偏差（RSD）为 2.21%. 应用于实际水样检测时，加标回收率在 89.8% ~
93.7% 之间. 通过使用 3D 打印技术辅助检测器的研制，降低了制作成本，同时实现了对结构的快速优化. 研制的

检测器稳定性好、灵敏度高、结构简单，可应用于环境、食品等领域的样品快速检测.
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Development of Low-Cost Confocal Fluorescence Detector and
Its Application to Determination of Ammonium Nitrogen in Water Samples

ZHANG Zheng， CHEN Xuejia， ZENG Zihan， ZHANG Min
（School of Life and Environmental Sciences, Guilin University of Electronic Technology,

Guilin 541004, Guangxi China）

Abstract：A  low-cost  confocal  fluorescence  detector  was  developed  using  3D  printing  technology  and  applied  to  the
determination of  ammonium nitrogen in  river  water  samples.  The detector  used a  confocal  structure,  and utilized light-
emitting diode (LED) with a  wavelength of  430 nm as light  source,  along with optical  components  such as a  ball  lens,
plano-convex lens forming a collimating lens and filters. Various modules were produced by 3D printing technology for
fixing various optical components. Quinoline-2, 3-dicarbaldehyde (QDA) was synthesized as the fluorescent reagent for
ammonium nitrogen detection. QDA reacts with NH4

+-SO3
2−-Ca2+, and the product has a maximum excitation wavelength

of  429  nm  and  maximum  emission  wavelength  of  518  nm.  The  developed  detector,  along  with  the  synthesized  QDA
reagent  were  used  to  establish  a  fluorescence  detection  method  for  ammonium  nitrogen.  The  limit  of  detection  of  the
method  was  0.038  μmol/L  (3σ),  and  the  relative  standard  deviation  (RSD)  was  2.21%  for  detecting  3.0  μmol/L
ammonium nitrogen standard solution. The spiked recoveries ranged from 89.8% to 93.7% when applied to the detection
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of river water samples. Leveraging 3D printing technology facilitated the development of the detector, the manufacturing
costs  were  reduced  and  the  rapid  optimization  of  the  structure  was  enabled.  The  developed  detector  demonstrates
excellent  stability,  high sensitivity,  and a  simple  structure,  making it  suitable  for  rapid sample  testing in  environmental
and food analysis applications.
Key words：3D printing；fluorescence detector；quinaldine-2, 3-dicarboxaldehyde；confocal

铵氮是浮游植物的主要营养来源，对水中自养

的浮游植物、水生生物和异养微生物的生长有着重

要的影响. 但是，当水中铵浓度过高时，可能引起大

量水生生物死亡，破坏水生生态系统平衡. 铵浓度

过低时，可能限制水体初级生产力，从而影响生态

系统的良性发展. 因此，对水体中的铵氮浓度进行

检测具有重要的意义[1]. 由于天然水体中铵氮的浓

度较低，因此需要开发灵敏度高的检测方法.
目前铵氮检测方法中，荧光光度法是灵敏度最

高的方法之一[2]. 邻苯二醛（OPA）是最常用的铵氮

荧光检测试剂. 水样中的铵在碱性条件下与 OPA
和亚硫酸钠反应生成荧光化合物，该化合物最大激

发波长为 340 nm，最大发射波长为 455 nm[3]. 但该

反应速率较慢，耗时较长，后续许多研究对此进行

了改进. Liang 等[4] 使用了新型荧光试剂 4-甲氧基

邻苯二醛（MOPA）. Zhang 等 [5] 合成了 4, 5-二甲氧

基邻苯二醛（M2OPA）. 在最近的研究中，Zhang 等[6]

合成了一种能够与氨基化合物反应的新试剂喹啉-
2, 3-二甲醛（QDA），将其应用于生物体荧光成像，可

在活细胞和斑马鱼成像中同时测定高半胱氨酸、谷

胱甘肽和半胱氨酸等. Chen 等[7] 改进了 QDA 的合

成方法，将 QDA 作为探针检测天然水体中铵氮浓

度，其最大激发波长为 429 nm，最大发射波长为

518 nm.
激光诱导荧光（laser induced fluorescence，LIF）

是一种高灵敏度的检测技术[8-9]. 激光光源具有输出

功率高、光强稳定、光路易调整、光谱较为集中、杂

散光少等优点[10-11]. 但激光的价格相对昂贵，并且使

用寿命相对较短. 近年来，较多的研究使用发光二

极管（LED）来代替激光制作低成本、小体积的荧光

检测器. LED 具有成本低、体积小、稳定时间短、使

用寿命长、低功耗等优点[2, 12-13].
3D 打印技术已经被用于研制荧光检测器. 通

过 3D 打印技术，可以在实验室自行设计并制作结

构复杂的检测器部件模块. 更重要的是，3D 打印技

术提供了一种“快速迭代”的仪器研制方法，降低

仪器研制成本的同时极大地缩短了研发时长.
Zhang 等 [14] 研制了一款 LIF 检测器 ，使用玩具

LEGO 模块与 3D 打印机制作的光学模型连接组装，

该检测器成本低，并且能在短时间内完成制作 .
Prikryl 等[15] 利用 3D 打印技术研制了毛细管荧光检

测器，使得荧光检测器的成本大幅度降低. 张丕旺

等[16] 利用多材料 3D 打印技术研制了 LIF 与非接触

电导组合的检测器探头.
本研究尝试采用 3D 打印技术研制低成本共聚

焦式 LED 诱导荧光检测器，并将其用于天然水体中

铵氮的检测. 该检测器针对新型荧光试剂 QDA 的

激发和发射波长选择光源和滤光片，并使用 3D 打

印技术优化各个模块，以实现水样中铵氮的灵敏检测. 

1　试验部分
 

1.1　试剂与材料

除特殊说明外，所有试剂均购自上海阿拉丁试

剂有限公司；用于熔融沉积（FMD）的聚乳酸（PLA，

polylactic acid，1.75 mm）打印材料购自深圳纵维立

方；QDA 试剂由本实验室合成；水样采自桂林电子

科技大学附近的花江河. 

1.2　检测器的设计及制作 

1.2.1　检测器配件

带前置放大器的 S8745-01 硅光电二极管购自

滨松光子学株式会社. 所用的光学滤光片、透镜均

购自沈阳仪表院，具体包括：激发滤光片（EX470/30，
D12 mm×6 mm）、激发滤光片（EX430/30，D12 mm×
6 mm）、发射滤光片（EM525/20，D12 mm×6 mm）、

二向色镜（DM490，14 mm×18 mm）、球透镜（D = 8
mm）、平凸透镜（D = 10 mm、F = 12.5 mm）和凸透

镜（D = 8 mm、F = 8 mm）等. 荧光检测池为 1.5 mL
PCR 管（南通市海锐实验器材有限公司）或 1.5 mL
聚苯乙烯比色皿（美国 Fisher Scientific 公司）. 430 nm
LED（5W）和 470 nm LED（5W）均购自忧晶光电原厂. 

1.2.2　荧光检测器的设计与制作

研制的检测器结构如图 1 所示. 检测器选用波
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长为 470 nm LED 或 430 nm LED 作为激发光源，光

源的发光经过球透镜和平凸透镜准直为平行光束，

然后透过激发滤光片（EX470/30，D12 mm×6 mm），

再经二向色镜的反射，进入样品池. 样品池内盛有

待测试样，受激发后产生荧光. 荧光穿过二向色镜，

经过发射滤光片（EM525/20，D12 mm×6 mm），使用

凸透镜聚焦，最终进入 S8745-01 微弱光检测器. 光
信号转化为电信号后，由 14 位数据采集卡（USB-
6001，美国 NI 公司）进行数模转换. 数据采集程序

由 LabVIEW（美国 NI 公司）编写，采集模式选择 N
采样，采样频率为 5 000 Hz，其中每 1 000 个数据点

取平均值后输出，实际采样频率为 5 Hz. 

1.3　QDA 试剂的合成

QDA 试剂合成反应路径如图 2 所示. 首先以 2-
氯喹啉-3-甲醛（1）为原料，溶于乙腈中，在碘化钠和

盐酸存在下，85 ℃ 油浴中反应至少 7 h，萃取浓缩

得到白色固体化合物 2-碘喹啉-3-甲醛（2）. 将化合

物（2）、乙二醇和对甲苯磺酸（PTSA）加入苯溶液中，

80 ℃ 油浴 7 h，萃取提纯后得到白色固体化合物 3-
[1, 3] 二氧六环-2-基-2-碘喹啉（3）. 将化合物（3）在
−15 ℃ 溶于四氢呋喃（THF）中，之后缓慢注入异丙

基氯化镁溶液（i-PrMgCl）反应 1  h，加入干燥的

N, N-二甲基甲酰胺（DMF），在−10 ℃ 下搅拌 40 min，
然后加入盐酸，在−10 ℃ 下搅拌 30 min，提纯得到

淡黄色固体 3-[1, 3] 二氧六环-2-基喹啉-2-甲醛（4）.
将化合物（4）溶于盐酸与乙醚混合液中于室温（RT）
下搅拌 1 h，提取得到黄色固体 QDA（5）. 具体合成

细节可查看 Chen 等[7] 论文. 

1.4　试验方法

在优化调整检测器结构的过程中，检测器配有

470  nm  LED、激发滤光片 （EX470/30， D12  mm×
6 mm）、发射滤光片（EM525/20，D12 mm×6 mm），

通过测量体积 1 mL，浓度 0 ~200 nmol/L 荧光素钠

的信号值，获取线性拟合方程的斜率和截距对比检

测器优化结果.
水样中铵氮的测定采用 QDA 荧光法[7]. 具体步
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图 1　3D 打印技术制作的荧光检测器

（a）检测器光路示意图，（b）检测器主要部件照片

Fig. 1　Fluorescence detector fabricated using 3D printing technology
(a) diagram of detector optical path, (b) photograph of main parts of detector
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图 2　QDA 试剂的合成路径[7]

Fig. 2　Synthesis route of QDA[7] (PTSA： p-toluenesulfonic acid; DMF： N, N-dimethylformamide;
THF： tetrahydrofuran; RT：room temperature)

(1) 2-chloroquinoline-3-carbaldehyde; (2) 2-iodoquinoline-3-carbaldehyde; (3) 3-[1, 3]dioxolan-2-yl-2-iodoquinoline;
(4) 3-[1, 3]dioxolan-2-yl-quinoline-2-carbaldehyde; (5) QDA: quinoline-2, 3-dicarbaldehyde
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骤：取 75 μL Na2SO3 溶液（1.26 g/L）、600 μL 硼砂溶

液（15  g/L）、 300  μL  QDA 溶液 （0.5  g/L）、 600  μL
CaCl2（2.94 g/L）溶液，与水样在 PCR 管内充分混匀

后，在 50 ℃ 水浴锅中反应 50 min，取出冷却至室温，

使用研制的共聚焦荧光检测器测定.
试验采用基底加标法考察方法回收率. 分别在

水样中加入浓度为 0、1.5、3.0、4.5、6.0 μmol/L 的

铵氮标准溶液，计算基底加标回收率. 

2　结果与讨论
 

2.1　QDA 激发发射光谱

水样中铵氮与 QDA、亚硫酸钠在碱性条件下

反应生成荧光物质，如在反应中加入钙离子，可增

强反应产物的荧光强度[7]. 图 3 显示了 NH4
+-QDA-

SO3
2−-Ca2+反应产物的激发光谱和发射光谱、430 nm

LED 的发射光谱及激发滤光片（EX430/30，D12 mm×
6 mm）和发射滤光片（EM525/20，D12 mm×6 mm）的

透射光谱. 由图可知，水样中荧光反应产物的最大

激发波长 λex 为 429 nm，最大发射波长 λem 为 518 nm.
激发光源波长集中在 430 nm，激发滤光片和发射滤

光片能有效降低来自激发光源的干扰，从而在提升

信噪比的同时获得更宽的线性响应范围.
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图 3    QDA 反应产物激发（黑色实线）和发射（黑色虚线）

光谱，430 nm LED 发射光谱，激发滤光片和
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Fig. 3　Excitation (black solid line) and emission (black
dash line) spectra of QDA reaction product, emission

spectrum of 430 nm LED and transmittance of band-pass
(BP) filters

  

2.2　荧光检测池的选择

试验采用 10 mm 光程的比色皿和 1.5 mL PCR

管作为荧光检测池，分别测定浓度范围 0~200
nmol/L 的荧光素钠，获得拟合曲线. 以 1.5 mL 比色

皿作为样品池，获得的拟合曲线为 F=0.000 639×C +
0.021 1（r2 = 0.99，n = 6）. 而使用 1.5 mL PCR 管作

为样品池，获得的拟合曲线为 F=0.001 22×C + 0.033 0
（r2 = 0.99，n = 6）. 使用 PCR 管作为样品池有更高的

灵敏度. 可能原因是试验采用的是微量比色皿，其

受光面尺寸为 4 mm×8 mm ，而激发光的圆形光斑

直径为 8 mm，大于微量比色皿的受光面尺寸，导致

光的利用率降低. PCR 管受光面尺寸大于光斑，因

此可提供更高的检测灵敏度. 后续研究采用 PCR 管

作为检测池. 

2.3　透镜准直对信号的影响

试验采用 TracePro 光学模拟软件，对光路进行

模拟，发现采用球透镜与平凸透镜的组合能够很好

的对 LED 发射光进行准直. 对软件模拟结果进行试

验验证，采用球透镜和平凸透镜的组合作为准直器，

置于 LED 光路之上，测定浓度范围 0~200 nmol/L
的荧光素钠，获得的拟合曲线为 F=0.006 99×C +
0.118（r2 = 0.99，n = 6）. 未使用透镜的情况下，获得

的拟合曲线为 F=0.002  45×C +  0.055  7（r2 =  0.99，
n = 6）. 对比两条拟合曲线斜率可知，使用透镜的检

测器灵敏度提高了近 3 倍. 

2.4　方法检出限及精密度

试验采用优化后的检测器模块，测试了检测器

的信号漂移. 检测器测定 1 mL 纯水样品时，在 40
min 内信号值变化小于 0.3 mV，表明检测器稳定性

较好. 使用 470 nm LED 测定荧光素钠溶液，得到荧

光素钠的检测限为 0.15 nmol/L（3σ）.  测定浓度为

2 nmol/L的荧光素钠 3 次，得到相对标准偏差（RSD）

为 3.88%. 测定浓度为 50 nmol/L 荧光素钠 3 次，得

到 RSD 为 0.094%. 使用 430 nm LED 光源对铵氮

进行测定，通过计算得到铵氮的检测限为 0.038
μmol/L（3σ），平行测定浓度为 3.0 μmol/L 的铵氮标

准溶液 3 次，得到 RSD 为 2.21%. 说明检测器配合

使用 QDA 方法，能够对水样中较低浓度的铵氮进

行定量检测. 

2.5　水样测定

试验采用 430 nm LED、激发滤光片以及优化

后的检测器模块，以 QDA 为荧光探针，对采集的河

水水样进行基底加标试验. 在河水水样和超纯水水
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样中分别加入浓度为 0、1.5、3.0、4.5 和 6.0 μmol/L
的铵氮标准溶液，对测定信号值进行线性拟合，结

果如表 1 所列. 通过对比超纯水水样和河水水样基

底加标曲线的斜率，计算得到铵氮回收率在

89.8%~93.7% 范围内，检测可得水样中铵氮浓度

为（0.160±0.020） μmol/L.  进 一 步 采 用 岛 津 RF-
5301PC 商用荧光光谱仪重复以上测试，得到的样品

中铵氮浓度为（0.131±0.005） μmol/L. 结果表明，本

文所研制的荧光检测器得到结果与商用仪器结果

相符.
 
 

表 1    共聚焦荧光检测器测定铵氮回收率（n=3） 

Table 1　Recoveries of ammonium nitrogen using confocal fluorescence detector (n=3)

铵氮加标浓度/（μmol/L） 共聚焦荧光检测器/（μmol/L） 台式荧光光谱仪/（μmol/L） 相对标准偏差/% 回收率/%

0 0.160 ± 0.020 0.131 ± 0.005 1.51 91.8

1.5 1.973 ± 0.037 1.730 ± 0.007 3.00 89.8

3.0 3.620 ± 0.029 3.548 ± 0.002 2.33 93.7

4.5 5.168 ± 0.059 5.139 ± 0.012 4.82 91.9

6.0 6.579 ± 0.036 6.419 ± 0.014 2.91 90.7
 
 

3　结论

本研究采用共聚焦光路结构，通过 3D 打印技

术研制了一种低成本荧光检测器，并以 QDA 为荧

光探针用于水样中铵氮的测定. 试验表明，该检测

器基线稳定，线性响应范围宽，灵敏度高. 测定河水

水样中铵氮检测限为 0.038 μmol/L，回收率在 89.8%~
93.7% 之间. 所研制的低成本共聚焦荧光检测器具

有体积小、成本低等优点，可应用于环境、食品等领

域样品的快速检测.
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