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对室温下染料单分子进行了偶极取向和偶极再取向动力学的实验研究 )利用共焦扫描显微镜光学系统与荧光
偏振探测分析相结合的方法分别测量了聚合体薄膜中的单分子和无聚合体薄膜的单分子偶极方向变化特性，经采

样统计测量镶嵌于聚合体薄膜中的单分子发生偶极再取向的概率约为 *+—,+，无聚合体薄膜的单分子发生偶极
再取向的概率约为 %$+ )通过测量单分子荧光的偏振度轨迹曲线发现，偶极再取向存在着在多个偏振态之间的量
子化跳跃行为 )

关键词：单分子，偶极取向，再取向，量子化跳跃

!"##：##("-，.%*"

!国家自然科学基金（批准号：("$’."&$）、国家重点基础研究发展计划（批准号：%""$/0,%($"#，%""$/0,%(("%）、国家基础科学人才培养基

金（批准号：1"’#"#(’）、教育部新世纪优秀人才支持计划（批准号：2/-34"$4"%*,）、山西省自然科学基金（批准号：%""’"((""$）和山西省青

年学术带头人基金资助的课题 )

! 通讯联系人 ) -45678：98:; <9=) >?=) @A

( B 引 言

%"世纪 ,"年代以来人们对单分子光学探测及
单分子光谱开展了大量的理论和实验研究，由于单

分子实验消除了系综平均从而能够在纳米尺度上直

接探测单个分子的光物理特性以及分子与周围纳米

环境相互作用的动力学特性［(—#］)通过对单分子的
光学测量，人们能够研究单分子的荧光强度、谱线跳

跃、荧光寿命、三重态寿命及系间跨越率等量子动力

学特性［. C $］)
监控和跟踪分子的偶极取向在生物、化学与物

理上都有着非常重要的意义 )偶极取向与偶极再取
向能够应用于观察和理解蛋白质折叠、蛋白酶、复合

体、通道、肌动蛋白等的宏观分子运动［’，&］) 荧光共
振能量转移的效率依赖于供体与受体荧光团的相对

取向［,］，所以高精度的单分子取向信息能够获得高

效地改善共振能量的转移效率 )另外，对单分子取向
的监控对制备单分子光量子器件［("—(%］具有重要的

意义，也可用于分析分子尺度上的微观运动和聚合

物的位置异构［(#，(.］)

在室温工作状态下，人们利用近场光学显微镜

测量了植于聚乙烯薄膜中的单个若丹明染料分子的

再取向动力学特性，用远场显微镜方法在玻璃转变

温度之上观察了聚合体薄膜中的单分子取向运动现

象［(*，($］，以及通过偏振调制的方法对聚合体薄膜中

的单分子进行了再取向动力学的实验研究［(’］)由于
单分子的热运动效应，单分子的偶极取向和再取向

动力学呈现出转动扩散与随机变化的行为［(&］)
这里，我们利用共焦扫描显微镜系统结合荧光

偏振探测的方法对单个染料分子进行了偶极取向和

再取向动力学的测量，测量了不同厚度的聚合体薄

膜中的单分子发生偶极转动的特性，研究发现单分

子偶极再取向存在量子化跳跃的行为 )

% B 实 验

实验中采用的样品染料分子为 D7D（(，(E4
?7F@:6?>@G84#，#，#E，#E4:>:H65>:IG87A?F?7@6HJF@G6A7A>）
和 KLM8=FH（KLM8=FH $&" NI>AG8，KL4(""(，O33P），它们
的吸收峰为 $." A5，荧光发射峰为 $$" A5)将 *"!Q
约溶有 ("C ("—("C , 5F8 的 D7D 或 KLM8=FH 分子、"B%
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!"的 #$$%（&’() !*+,)( !*+,-./)(-+*）的甲苯溶液滴
在盖玻片（尺寸为 01 !! 2 34 !! 2 1560 !!，玻片经
丙酮、789溶液、超纯水超声清洗）上，以转速分别
为 6:11，3411，;111 /<!=>旋转 01 ?，在玻片上形成厚
度大约分别为 @1，A1，B1 >! 厚度的包含单分子的
#$$%薄膜 C
皮秒脉冲二极管激光器（#DE:1: #=.’FG->+）作

为激发光源，其内触发重复频率为 41$9H，激光波长
为 0;B >!C激发光通过起偏器和!<4波片形成圆偏
振光进入倒置显微镜（I=J’> KLEM#NK OK3111PQ）C利
用放倍率为 611、数值孔径为 65;的油浸显微镜物镜
（I=J’>）用来聚焦激发光到样品分子上并收集来自
样品分子的荧光信号 C荧光信号通过二向色镜、发射
滤光片、陷波器（R/=",+E=>*，N*!/’.J）后聚焦到直径
为 611!!的针孔内进行空间滤波，滤波后的荧光信
号通过偏振分束棱镜进入两个正交的单光子探测器

（N#L$P%FSP6B）分别进行水平（#）偏振荧光探测与
垂直（N）偏振荧光探测 C分子样品放置于一个三维纳
米位移平台（O/=+’/ 311<31 NT）上进行 UP)PH 三维扫
描，利用 E-VWMKX程序来控制三维纳米位移平台的
移动并分析处理单分子荧光信号 C

; 5 结果与讨论

图 6（-）为由 # 偏振探测的单光子探测器
（N#L$6）与 N偏振探测的单光子探测器（N#L$3）同
时采集得到的单分子荧光图像，盖玻片上的 NSY(G’/
分子荧光成像在 6;5B!! 2 6;5B!!区域内，成像像
素为 6B1 2 6B1，每一像素的荧光采样积分时间为 61
!?，三维纳米位移平台的扫描速率为 611 9H，扫描成
像区域所用时间为 33B ?C用脉冲宽度为 B1 &?、重复
频率为 41 $9H、功率密度约为 65B JX<.!3 的脉冲光

激发玻片上的单分子，图中各个明亮点分别来自于

不同 NSY(G’/分子的荧光信号，典型光斑的全宽半高
（ZX9$）约为 15;!!，由于每个分子的偶极取向及
所处局部环境的不同所得到的荧光光斑大小也略有

差别，最大荧光强度约为 31 7<? C图 6（V）为 N#L$6
对 #偏振方向的成像，图 6（.）为 N#L$3对 N偏振方
向的成像，即偶极取向为 #方向的分子成像在图 6
（V）中，偶极取向为 N方向的分子成像在图 6（.）中，
偶极取向在其他位置的分子会同时成像在图 6（V）
和图 6（.）中 C图 6中的各图像是利用 8/="=>E-V软件
对单光子探测器的采集数据进行绘图得到的 C

图 6 盖玻片上的 NSY(G’/分子的荧光成像（6;C B!! 2 6;C B!!）

扫描成像区域所用时间为 33B ? （-）为 #，N正交探测通道同时

探测得到的单分子荧光图像，（V）为 #偏振探测的荧光成像，（.）

为 N偏振探测的荧光成像

单分子偶极取向的改变会直接导致发射的荧光

光子偏振方向的变化，我们通过测量不同偏振方向

上的荧光强度确定单分子的偶极再取向 C实验用脉
冲激光激发单分子同时利用双通道计数程序采集

#，N两个偏振方向上的荧光信号得到如图 3所示的
荧光轨迹曲线，双通道计数程序的采样速率为 611
9HC图 3（-）为 #偏振方向上的荧光计数随时间的变
化曲线，图 3（V）为 N偏振方向上的荧光计数随时间
变化的曲线，我们观察到在 @0 ?时图 3中的两个偏
振方向的光子计数瞬间同时变为背景计数，表明单

分子此刻被光漂白，两个偏振方向的荧光信号同时

熄灭也可确定探测到的两个通道的信号是来自于一

个单分子的荧光，即激发的分子为单个分子 C从图上
我们还可以清楚地观察到在 B0，AB，:0 ?时两个偏振
方向上的信号强度同时发生突变，当一个偏振通道

的计数突然变弱时，另外一个通道的计数值会突然

增强 C这种现象就是由于分子偶极矩的取向发生变
化，即分子偶极矩出现了再取向行为，导致单分子发

射的荧光光子的偏振方向改变使得两个正交探测通

道上的光子计数发生反关联性变化 C
实验测量了不同厚度的 #$$% 薄膜中的 D=D

分子发生明显偶极再取向的概率，在厚度分别约为

@1，A1，B1 >!的 #$$%薄膜中发生明显偶极再取向
的概率分别约为 B[，A[，@[，这些统计分别来自
于对 611个单分子的实验测量数据 C另外，实验还测
量了直接涂于玻片上的 NSY(G’/分子的偶极取向，在
测量的 6;1组数据中出现明显偶极再取向的概率约
为 30[ C
从统计测量的实验数据中可以看出聚合体薄膜

越薄时发生明显偶极再取向的概率越大，这是由于
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图 ! "，#两个偏振探测方向上的荧光强度变化特性 采样速

率为 $%% &’(（)）为 "偏振方向的荧光强度，（*）为 #偏振方向的

荧光强度，在 +,，-+，., /时两支曲线发生关联性变化，在 0,/时

单分子发生光漂白

聚合体薄膜越薄时聚合体分子对染料单分子的热扰

动作用越明显，单分子偶极取向越容易出现转动 (当
完全没有聚合体薄膜时染料单分子仅在一个平面上

与玻璃分子相互作用同时有分子自身的热运动，那

么在这种情况下单分子发生明显偶极再取向的概率

达到了极大值 (室温条件下出现这种分子偶极再取
向行为来自于分子所处的局部环境对单分子的热扰

动或是激光诱导作用，其中热扰动为主要原

因［$0—!!］(

图 1 单分子发生偶极再取向的偏振度值随时间的变化特性

为了定量描述单分子偶极取向的变化，我们引

入了偏振度 (偏振度的值可以根据 "，#两个正交探
测通道的荧光计数获得，我们定义

!（ "）2 #（ "）3 $（ "）
#（ "）4 $（ "）， （$）

其中 !（ "）表示含时的偏振度，取值在［ 3 $，4 $］之

间；$（ "），#（ "）分别为含时的 "，#偏振通道的光子
强度计数值，这样的数据处理方法可以消除激光强

度起伏、三重态跳跃、光谱扩散等对偏振度带来的影

响 (图 1所示的单分子偏振度曲线由图 !曲线的数
据计算得到的，由图中可以看到，在 +,，-+，., /时偏
振度值瞬时分别跳跃到不同的偏振态上其标定了单

分子偶极取向的瞬时转动 (在 0, /之后单分子被光
漂白，此时的偏振度值在［ 3 $，4 $］间出现随机的
无序分布，显示了背景噪声的无规性 (

图 5 （)），（*）和（6）分别为三个不同的单分子发生偶极再取向

其偏振度值随时间变化的特征曲线 图中各虚线标定了偶极取

向到各偏振态上的中心位置 (

由于每一个单分子所处的局部环境及自身的荧

光发射特性等的差别，所以不同的单分子的再取向

量子化跳跃也各不相同 (图 5中的（)），（*）和（6）三
个偏振度曲线分别来自于三个不同的单分子，图中

用虚线标出了分子偶极取向到各偏振态上的中心位

置，它们各自偏振度值随时间的跳跃分布反映了分

子偶极的再取向 (图 5（)）所示的单分子在 +% /的观
察时间内偶极取向主要分布在以 3 %71+ 和 3 %7-+
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（图中两条虚线所对应的位置）为中心的两个偏振态

上，所占时间分别为 !"#$%和 !$#&% ’显示出量子编
码行为 (图 )（*）中单分子的偶极取向主要分布在以
+ ,#%"，+ ,#"%和 - ,#"!（图中三条虚线所对应的位
置）为中心的三个偏振态上 (图 )（.）中单分子的偶
极取向分布在更多的偏振态上显示出快速的量子

跳跃 (

) # 结 论

通过对室温下染料单分子偶极取向的测量及跟

踪测量单分子偶极再取向行为，发现偶极再取向具

有在多个偏振态之间的量子化跳跃特性 (研究表明，
单分子所处的聚合体薄膜的厚度直接影响着单分子

偶极转动，薄膜的厚度越薄则单分子发生偶极再取

向的概率越大，对于无聚合体薄膜的单分子此时发

生偶极再取向的概率达到了极大值 (这里通过测量
两个正交偏振探测通道的荧光光子关联强度所得到

的偏振度值来标定单分子偶极再取向的变化 (实验
结果将用于外场和纳米偶极天线操控分子的研

究［!$—!%］(这种单分子量子化偶极转动的效应也是实
现分子镊和量子逻辑门的重要基础 (
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