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基于麦克斯韦的电磁场理论，研究了在全内反射荧光显微术中不同偏振态的入射光所产生的不同偏振的隐失

场以及对不同取向的荧光分子荧光发射的影响 (理论分析结果表明，)偏振的入射场将产生椭圆偏振的隐失场，*
偏振的入射场将产生 *偏振的隐失场 (随着荧光分子三维取向的不同，这两种隐失场的激发荧光效率也将不同，由
此引起荧光发射强度的各向异性分布 (据此特性，可以实现对膜表面分子三维取向的成像 (
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# 5 引 言

细胞膜内存在与细胞生命活动密切相关的细胞

输运 (长期以来，生物学家们都希望能对膜表面区域
的这些输运活动进行观察，而不受来自细胞内部深

层区域信号的干扰 (为了实现这个目的，一种新型的
基于全内反射原理的荧光显微技术发展起来，它特

别适合于细胞—基底接触区域光学薄层的观察 (这
种全内反射荧光显微（678/9）技术也称隐失波显微
术，它利用光波在两种折射率不同介质分界面上的

全反射产生隐失场，来激发低折射率介质中的荧光 (
由于隐失场的独特特性，使荧光激发的区域非常靠

近分界面（小于 #"" :;）(这样不会激发距分界面更
远区域的荧光，从而可实现背景噪声极小的荧光成

像，而且对低折射率介质中其他区域的光照射可减

至最少 (
将全反射理论与生物细胞的荧光成像技术相结

合的 678/9技术是一种全新的突破 (虽然它的具体
应用还不到 #"年的时间，但是它在单分子探测中已
显示出强大的生命力 ( #<<’年，=>:>?@A>小组用 678B
/9技术首次在液体溶液中得到了荧光标记的单个
蛋白质分子的成像［#］( #<<% 年，9CDE:DE小组又用这

项技术实现了限制在丙烯酰胺凝胶体的纳米孔中的

单分子的三维成像［!］( #<<+年，,@DEFD等［&］利用全内
反射荧光显微方法，成功地追踪到绿色荧光蛋白

（2/,）运动分子沿着微管的实时运动 (他们开创性
的工作使得这项显微技术迅速并广泛应用于膜表面

动力学以及膜表面生物化学运动的研究中，成为 !#
世纪最有前途的单分子探测的光学显微术之一［-，’］(
在利用 678/9技术进行成像时，主要是利用隐

失场不同于传播场的强度分布特性 (同时，生物物理
学家们也认识到利用 678/9 技术中隐失场不同于
一般传播场的偏振特性，将可以实现对单个分子三

维取向的直接探测，这对于揭示单个分子与周围环

境之间以及分子与分子之间的相互作用有着重要的

意义［%，+］(在本文中，我们对隐失场的偏振性质进行
了具体推导，并模拟计算了偏振的隐失场中不同取

向的荧光分子的激发，得到了不同偏振光入射下荧

光发射各向异性的定量分布，由此可以实现利用偏

振光对膜表面分子三维取向的探测 (

! 5 全内反射的基本原理

我们知道，当光波从光密介质入射到光疏介质

中时会发生折射 (如果光波入射的角度大于临界角，
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则会发生全反射 !入射角和透射角之间满足关系式
（在全反射时，认为透射角为虚数）

!" #$%!$ & !’ #$%!(， （"）
这里，!" 是光密介质的折射率，在全内反射显微术

中一般为玻璃衬底；!’ 是光疏介质的折射率，为生

物细胞样品 !
图 "为全内反射示意图 !当发生全发射时，没有

能量流过界面 !但这并不意味着第二介质中没有场
的存在，其中仍存在着一种特殊形式的透射波电场，

其表达式为［)］（振幅取为单位振幅）

*+,（- $"(）& *+, - $# " - ##$%!
!$( )[ ]

’

. *+, - #$’
#$%’!$

!’ -!( )" ·[ ]% ，（’）
式中 $’ 是第二介质中的光速，! & !’ /!" !（’）式表
明，发生全反射时透射波为一个非均匀波，它沿着入

射面上的介质边界（即 # 方向）传播，而振幅随离界
面的距离 % 作指数衰减 !可以看出，透射电磁场的振
幅随进入样品的深度 % 减小得非常快，这种电磁场
只存在于界面附近一薄层内，因此，我们称此非均匀

场为隐失场 !其在第二介质中的有效进入深度约为

& &
$’

#
#$%’!$

!’ -!( )" -"

& $0

’!!’

#$%’!$

!’ -!( )" -"

， （1）

即大约是一个波长 !

图 " 全内反射示意图

12 偏振态的影响

一般文献中均没有具体讨论入射场偏振态的不

同对隐失场的影响 !在本文中，我们就从麦克斯韦方
程出发，详细考虑不同偏振的单色光入射产生隐失

场的偏振态情况（图 ’）!讨论中我们取 #3 % 平面为入
射面，#3’ 平面为两种介质的分界面所在的平面 !

图 ’ 不同偏振态的单色光入射示意图 （4）,偏

振的情形，（5）#偏振的情形

!"# $ !"入射面（即 %偏振）的情况

设 ( $
"为入射场电矢量的振幅，上标 $，6和 (分

别表示入射场、反射场和透射场，) 为波传播方向上
的单位矢量 !入射场的各分量为

( $
# & - ( $
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( $
% & ( $

" #$%!$，

( $
’ & 0，
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# & )#$%!$，

) $
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’ & 0! （9）

同时，全反射时 ,偏振的反射分量为［)］

( 6
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!’ 78#!$ - $ #$%’!$ - !! ’

!’ 78#!$ : $ #$%’!$ - !! ’
( $
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利用磁矢量与电矢量的关系式

;"01"’期 王 琛等：入射光的偏振特性对全内反射荧光显微术中荧光激发的影响



! ! !!" " #，
可得到

! #
" ! $，

! #
# ! $，

! #
$ ! % !! & % #

"； （’）

! (
" ! $，

! (
# ! $，

! (
$ ! % !! & % (

" ) （*）
根据边界连续条件

% #
" + % (

" ! % ,
"，

% #
$ + % (

$ ! % ,
$，

! #
$ + ! (

$ ! ! ,
$，

我们可以直接得到透射电场的 "，$ 分量
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同时，再次利用磁矢量与电矢量的关系式

# ! &
!!

" " !，

可得到透射场电矢量的 # 分量
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由以上的讨论我们可看出，当入射光波为 4偏振的
线偏光时，全内反射时形成的隐失场只有平行分量，

即 "，# 分量 )而且，" 分量和 # 分量之间相差一个虚

数单位 #，这表明两者在相位上相差!0，所以合成的

偏振光将是一个正椭圆偏振光，其偏振矢在 "5 # 平
面即入射面内旋转 )

!"# $ ##入射面（即 %偏振）的情况

设 % #
#为入射场电矢量的振幅，根据菲涅耳透

射率公式，透射场的电矢量为［2］

% ,
$ !

0&& -./"#

&& -./"# + &0 -./",
% #
# （&$）

其中发生全反射时 -./",（", 为透射角）的表达式为

/#1", !
/#1"#

& ，

-./", ! #
/#10"#

&0 %! & ) （&&）

将（&&）式代入（&$）式，可得到透射分量为

% ,
$ !

0-./"#

-./"# + # /#10"# % &! 0
% #
# ) （&0）

当入射光波为 /偏振的线偏光时，全内反射形成的
隐失场只有垂直分量，即 $ 分量 )

6 7 偏振的隐失场中荧光的发射

下面我们在简化的模型下，具体地分析偏振的

隐失场中的荧光发射 )
我们采用文献［3］提出的荧光发射模型，并在此

基础上进行修正 )假设入射光在低折射率介质中的
透射成分（即隐失场）局域在 # ! $和 # ! (899（"#）之

间，则在这段距离内激发的荧光强度为［3］

) !
* #

-./"#$
(899

$
#（+）·$（ #）·,（+）· - ,（+，"#）:+，

（&;）
- ,（+，"#）! - ,（$，"#）8<4［% + =(899（"#）］， （&6）
式中，#（+）为荧光团的量子产率，$（+）为荧光团的
摩尔消光比，,（+）是荧光团的浓度，- ,（+，"#）为距

分界面 + 处的隐失场强度，* # 为入射光的横截面

积，
* #

-./"#
为入射光在界面处的照明面积 )如果荧光

团的量子产率和消光比近似与全内反射的界面性质

及空间取向无关，即#（+）·$（+）!#·$，同时 $与
(899（"#）之间的荧光团分布可看成是均匀的，即

,（+）! ,，（&;）式可简写成

) ! .$
(899

$
-’（+，"#）:+，

. !
* #

-./"#
#·$·, ) （&>）

但是在这个模型中没有考虑荧光跃迁偶极子（吸收

或发射偶极子）的取向问题 )假设在我们观察的时间

"’ 内，吸收偶极子和发射偶极子近似地认为是平行
的［&$］，那么我们只需要考虑吸收偶极子的取向 )
以（"?，#）来标记荧光团吸收偶极子的取向（图

;），则任意取向的吸收偶极子%
/0可表示为［&&］

%
/0（"?，#）!%"$ +%$% +%#&

!%（/#1"? -./#$ + /#1"? /#1#% + -./"? &）)
同时将透射电场的各分量写成

% ,
" !$"% ,，
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图 ! 偶极子取向示意图

! "
" #!"! "，

! "
# #!#! " $

则偶极子在电场 ! " 中被激发的可能性（即效率）为

" # %#
$%·! % & # %#&·!& ’#"·!" ’##·!# % & $

（()）
所有取向的偶极子总的荧光发射强度

’ # (!"· ) "（*，$*）+*+%，

+% # ,*-$+$+&$ （(.）
取向为（$/，&）的偶极子发射的荧光强度为

’（$/，&）# (!
+011

2 "
· ) "（*，$*）+* $ （(3）

对于 4偏振的隐失场激发效率

" # %#
$%·! % & # %#&·!& ’##·!# % &

#（#&!&）
& ’（##!#）

& $
由于 !& 和 !# 相差一个虚数单位 *，导致系数!& 和

!# 之间也相差一个虚数单位 *，所以乘积中没有交叉
项 $这样，我们观察到的取向为（$/，&）的偶极子发
射的荧光强度为

’4（$/，&）# (!［（#&!&）
& ’（##!#）

&］

5 )（2，$*）·064 7 #
+( )

011
+* $（(8）

同理，对于 ,偏振的隐失场激发效率

" # %#
$%·!, % & #（#"!"）

&，

其取向为（$/，&）的偶极子发射的荧光强度为

’ ,（$/，&）# (!（#"!"）
&· )（2，$*）·064 7 #

+( )
011

+* $

（&2）
图 9和图 :均是在入射角$* # .2;，相对折射率

, # ,& <,( # 2=3)，入射波长’ # :!& ->的典型参数
条件下进行模拟计算得到的隐失场激发荧光的强度

分布 $

从图 9可看出，4偏振的入射光照明时，所产生
的隐失场在取向$# 2和$#!上激发的荧光强度
最强，即隐失场对这两个取向的偶极子激发效率最

高，这个方向正是 # 向 $在取向为$#!<&上（即平行
于 &?" 的平面）激发的荧光强度为最小 $同时，在这
个方向上&的变化引起荧光强度小的波动，这种波

动在&# 2，!时达到极大值，在&# !&，
!!
& 时达到极

小值 $这是因为 4偏振入射的情形下隐失场的偏振
主要在 # 向上，在 & 方向只有很小的分量 $

图 9 4偏振的入射光产生的隐失场激发荧光的强度分布图

（@）为发射荧光强度与偶极子取向关系的三维立体图，（A）为发

射荧光强度与偶极子取向关系的平面投影图

从图 :可看出，,偏振的入射光照明时，所产生

的隐失场在取向为$#!&，&#!&和$#!&，&# !!
&上

激发的荧光强度最强 $即隐失场对这两个取向的偶
极子激发效率最高，而这两个方向正是 " 轴所在的
方向，与隐失场的偏振方向一致 $随着偶极子的取向
逐渐偏离隐失场的偏振方向，激发效率下降，激发的

荧光强度逐渐减弱 $

.(2!(&期 王 琛等：入射光的偏振特性对全内反射荧光显微术中荧光激发的影响



图 ! "偏振的入射光产生的隐失场激发荧光的强度分布图 （#）为发射荧光强度与偶极子取向关系的三维立体图，（$）为发射荧光强度与

偶极子取向关系的平面投影图

!% 结 论

我们分析计算的结果表明，在 &’()* 技术中，
入射光的偏振特性将会对荧光发射产生很大的影

响，导致荧光发射的各向异性 + ,偏振的入射光产生
的是椭圆偏振的隐失场，且电场的主要分量为 ! 方
向 +这个隐失场将优先激发 ! 轴取向的偶极子，而对
平行于两种介质分界面（即 "-# 平面）取向的偶极子
激发效率最低 +相反，"偏振的入射光产生的是 "偏
振的隐失场，这个隐失场则优先激发平行于 # 轴取

向的偶极子，而对取向平行于入射面的偶极子激发

效率最低 +
生物学的研究表明，一些重要的生命活动过程

例如细胞内吞作用（包吞）、胞外分泌（包吐）和细胞

表面的输运均与膜取向的变化相关，又如细胞内的

能量传递密切依赖着供体和受体之间的相对取向 +
利用 &’()*技术中独特的偏振特性，这些取向在一
定尺寸范围内有序排列的变化将引起荧光发射强度

的空间变化，从而被探测到 +所以，这一特性可以用
来对活细胞表面取向的亚显微结构进行成像，进一

步提高系统的分辨率 +
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