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研究了激发光增强时其对荧光关联谱（*+,）测量的影响 - 强激发光产生的饱和激发会改变激光诱导荧光的空

间分布函数，从而影响 *+, 的测量结果 - 首先根据饱和吸收的物理模型，推导出强激发光情况下有效探测区域变化

的定量公式，获得了 *+, 测量所得到的粒子数和扩散时间与饱和激发光强和激光光强的函数关系，并用于消除饱

和吸收造成的系统误差 - 采用 ./0123+456/ 模拟方法和实验，对理论分析结果进行了验证 - 这将有助于完善 *+, 分

析方法的理论模型，为高激发光强度下的 *+, 探测提供依据 -
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! E 引 言

荧光关联谱（*+,）技术是一项近几年发展很快

的实验方法 - 它通过分析微小探测区域内少量发光

粒子由于布朗运动产生的荧光涨落信号，得到有关

粒子的微观浓度和扩散系数［!，"］，进而获得粒子的结

构、所处的微观环境以及微观相互作用等信息［)—’］-
由于测量具有很高的灵敏度、测量时不破坏研究体

系的平衡状态以及可以进行实时监测等优点，*+,
技术在生物学领域研究中，特别是对活体中动态过

程的测量显示出广阔的应用前景［7—%］-
现有 *+, 理论中，激光诱导荧光强度与激发光

强度成线性关系（单光子激发）或平方关系（双光子

激发）［%，:］，因此，从激发光空间分布函数可以直接计

算出荧光空间分布函数 - 但实际上，只有在激发光

强度较低、激发没有达到饱和时，激发光与荧光才存

在这样简单的关系 - 特别是在单光子激发 *+, 实验

中，激发光功率一般要控制在微瓦量级 - 另一方面，

当待测分子荧光亮度比较低时，为了提高荧光强度

和信噪比，往往希望提高激发光强度 - 此时，激光诱

导荧光容易出现饱和，从而影响测量结果，因此有必

要对原 *+, 理论进行修正 -
从理论上推导激发光增强情况下荧光出现饱和

时的 *+, 的自关联函数需要求解含有饱和项的复

杂积分方程，该积分方程目前还没有解析解 - 本文

中我们根据物理过程，定性分析了实际体系中所测

得的探测区内粒子数 !$和扩散时间!8在激发光强

度增加时的变化特征，并采用 ./0123+456/ 模拟方法

和实验验证该理论结果 -

" E 理 论

$%&% 荧光激发理论

分子受到激光激发时，所发出的荧光强度有如

下关系［!$］：

" F #·C $， （!）

式中，# 是取决于荧光量子效率的系数，C$ 是被吸收

的光强度 - 由比尔3朗波特定律可以将（!）式表示为

" F #$ ! G 2HI［G "E)"%&( )］， （"）

式中，$ 是入射光强度，"为摩尔吸收系数，% 为样品

厚度，& 是荧光物质浓度 - 当溶液浓度很低时，（"）

式可以简化成

" F "-)#"%&$ - （)）

在用低强度光源照射时，吸收系数"与入射光功率

无关，此时荧光强度与入射光强度的关系如（)）式所
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示，成正比例关系 ! 但是，当入射光强度增加，吸收

系数成为入射光强度的函数，即所谓非线性吸收 !
当光源的发光强度增加到某一限度，共振荧光的低

能级和高能级上的粒子数接近，出现饱和现象 ! 这

时吸收系数与入射光强度的关系为［""，"#］

! $!%
! &

! ’ ! &
! （(）

将（(）式代入（)）式，可得到荧光强度与入射光强度

的关系，

" $ #!)#$!% %!
! &

! ’ ! &

$"·%!
! &

! ’ ! &
， （*）

式中，!%即是在低激发光强度时的吸收系数，是个常

量 ! ! &是使荧光出现饱和时的激发光强度，称作饱

和光强 ! 对不同发光物质或体系，! & 值不同 ! " $
#+)#$!%是与浓度和入射光强度无关的系数 ! 从（*）

式可以看出，当 !! ! &时，（*）式还原为（)）式，此时!
即为!% !

在实际实验体系中，激光器的输出光强分布一

般可以用半轴长分别为 &%，’% 三维高斯分布来描

述，因此（*）式中的 ! 写成如下形式［"］：

!（ (）$ !% , )（ (）

$ !% -./ 0 # *# ’ +( )#

&( )#
%

-./ 0 # ’#

’( )#
%

!（1）

溶液中粒子浓度 % 是位置的函数，即 %（ (，,），因

此，粒子在某一处发出的荧光光强可以表示为

"（ (，,）$"%（ (，,）!（ (）
! &

! ’ ! &
! （2）

"（ (，,）对探测区域全空间积分得到总荧光强度

"（ ,）!

!"!" 强激发光下的荧光关联谱

处于宏观平衡态的溶液体系，微观上由于热力

学效应等而处于动态平衡状态 ! 在一个微小的荧光

激发区域（一般小于 "!3
)）内，由于扩散运动，发光

粒子数将围绕热力学平均值涨落，进而产生荧光光

强的涨落 ! 456 方法是对这个荧光涨落信号作相关

分析，获得自关联函数 -（#），并进一步获得发光粒

子的微观浓度和扩散系数等信息 ! 此时，荧光强度

涨落自相关函数 -（#）的宽度取决于粒子的扩散系

数和激发区域的空间尺寸，而幅度取决于激发区域

内荧光粒子的数目 !
归一化的荧光涨落自相关函数定义为［"］

-（#）$ 7""（ ,）·""（ , ’#）8
7 "（ ,）# 8

， （9）

式中，""（ ,）$ "（ ,）0 7 " 8 ，表示荧光强度相对于

平均值的涨落，7 " 8 为荧光强度平均值 !
将（2）式代入（9）式展开并化简后得到

-（#）$""
)（ (）)（ (:）

（ ! & ’ !% )（ (））（ ! & ’ !% )（ (:））
%（ (）$（ (，(: ，#）;.;.:

" )（ (）
! & ’ !% )（ (）%（ (）;( ). # ， （<）

其中的 %（ (）$ 7 %（ (，,）8 是浓度的稳态分布，

$（ (，(: ，#）是体系中粒子扩散的格林函数 ! 在一个

实际选定的体系中，写出这个体系中浓度变化的微

分方程，$（ (，(: ，#）就是该方程以点源为初始条件

的解 ! 对于溶液中自由扩散粒子，

$（ (，(: ，#）$（(#/#）0)=# -./ （ (: 0 (）#

(/[ ]#
!

（"%）

将（"%）式代入（<）式求相应积分便可以得到任意入

射光强度下的自关联函数的解析形式，但是该积分

目前还没有解析解 !

虽然理论上我们不能得出这个自关联函数，但

是通过实验或 >?@A-B5CDE? 模拟方法可以得到不同

入射光强度下的荧光关联曲线，通过该曲线我们可

以对比理论上的研究 ! 图 " 是通过 >?@A-B5CDE? 模拟

获得的不同入射光强度下的 456 曲线对比，横坐标

为对数坐标，取 "%%% 个时间单位，在 456 实验中可

以得到类似的实验曲线 ! 从图 " 可以看出，-（#）的

值随着入射光强度的增大而减小 !
当 !! ! & 时，即在低激发光强度时，"（ (，,）$

"%（ (，,）!% )（ (），（<）式的积分化简为
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!（!）!
!!"（ #）"（ #"）$（ #） #

（$"%!）% &
’
()* %（ # % #"）’

$%[ ]!
+&+&"

!"（ #）$（ #）+( )& ’ , （##）

从上式可以得到

!（-）! !"’（ #）+&

$-·!"（ #）+( )& ’

! #

$-·!"（ #）+( )& ’

!"’（ #）+&

! #
$-·!

&
’ ’’

- (-

! #
$-·&+(.

! #
)-

， （#’）

式中 &+(.定义为激光焦点形成的探测区的体积，$-

是溶液的宏观浓度 , 因此 )- 表示探测区中的平均

粒子数 , 从（#’）式中可以看出，自关联函数零点值

!（-）的倒数等于探测区中的粒子数 )-，由此可以

计算出粒子浓度 ,

图 # 考虑饱和激发效应之后，利用 /01.(234560 模拟获得的不同

入射光强度下的 738 曲线对比 曲线从上到下 *- 9 *: 的值逐渐

增大，即入射光强度逐渐增强 , !（!）的值随着入射光强度的增

大而减小

上述自关联函数的解析形式为［#&］

!（!）! #
)-

# ; !!( )
<

%#

# ; !+’!( )
<

%#9’

，（#&）

其中，+ ! (- 9’- 是探测区的长度与宽度比；!< !

’’
- 9$%定义为粒子穿越探测区的平均时间，即扩散

时间，% 是粒子的扩散系数 , 因此，由参数 )- 和!<

可以获得宏观体系相应的浓度和扩散等物理过程的

信息 ,
从物理机制出发，可以估算强激发光情况下探

测区的变化 , 根据半轴长定义，’-，(- 分别为横向和

纵向强度值下降到中心强度值 #9(’ 的点与中心点

的距离 , 因此，从（=）式可以推导出对应任意入射光

强度的探测区域半轴长表达式 ,
在（=）式中，任意入射光强度时的荧光强度的最

大值为#$9
#
*-

; #
*( )
:

，强度下降到最大值的 #9(’，有

#$·
* :· *- ()* % ’ (’

([ ]’
-

* : ; *- ()* % ’ (’

([ ]’
-

! (%’·#$ 9
#
*-

; #
*( )
:

,

（#$）

解（#$）式，可求得 (（ *-），即半轴长与入射光强度的

关系式，

( ! (-·
#
’ 61

*-
* :

· (’ %( )# ; (( )" ’ , （#>）

同理可知，’ 具有同样的关系 , 因此根据（#’）式可

定义等效体积 &(?@AB，

&(?@AB !!&9’ ’’ (

!!&9’ ’’
- (-·

#
’ 61

*-
* :

·（(’ % #）; (( )( )’
&9’

! &+(.·
#
’ 61

*-
* :

·（(’ % #）; (( )( )’
&9’

,（#C）

它表示由于荧光强度空间分布变化而导致探测区体

积的变化 , 从而可定义等效粒子数 )(?@AB，

)(?@AB ! $-·&(?@AB

! )-·
#
’ 61

*-
* :

·（(’ % #）; (( )( )’
&9’

，（#=）

式中 )- 即是低激发光强度下探测区中的平均粒子

数 , 考虑这种情况下的扩散动力学过程，同理可获

得等效扩散时间!<2(?@AB，

!<2(?@AB !!<·
#
’ 61

*-
* :

· (’ %( )# ; (( )’ ，（#D）
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式中!!是低激发光强度所对应的粒子扩散时间 "
对于上述理论分析结果，我们采用 #$%&’()*+,$

模拟方法和实验来进行对比验证 "

- . 强激发光条件下 /)0 的 #$%&’()*+,$
模拟

首先可利用 #$%&’()*+,$ 方法对存在饱和激发

时的荧光关联谱进行模拟，所采用的模拟程序在文

献［12］中已有详细介绍，并曾成功用于激光梯度场

中荧光关联谱的模拟［13］，所得结论与激光梯度场中

荧光关联谱的实验相符合［14］" 但原模拟程序中荧光

与激发光强成正比，因此荧光光强的空间分布与激

发光相同，一般取三维高斯形式 " 本工作中荧光与

激发光强的关系采用上述推出的饱和关系式（即（5）

式），激发光空间分布仍然采用三维高斯形式，但激

光诱导荧光空间分布与激发光强有复杂关系 "
为了将理论计算与模拟结果进行对比，首先选

取一组参数，运用 #$%&’()*+,$ 模拟程序计算荧光涨

落谱，进而计算出自关联函数曲线并对其进行拟合 "
由于目前还没有从理论上推导出存在饱和激发时荧

光关联谱的解析表达式，本工作中仍采用弱激发光

下 /)0 理论表达式（即（1-）式）进行拟合 " 因此，拟

合所得到的粒子数和扩散时间等参数实际上为等效

值，包含了强激发光所造成饱和效应的影响 " 图 6
（*）和（7）显示理论计算和对模拟结果进行拟合所得

到的粒子数与扩散时间随入射光强度的关系 " 图 6
的纵轴是相对值，即理论计算和模拟结果在不同的

!8 9 ! : 下所得值与在 !8 9 ! : ; 8.81 得到的结果相比 "
从图 6 可以看出，理论与模拟结果在 8.81 <

!8 9 ! : < 1范围内基本一致，从模拟光谱得到的数据点

与理论值的偏差在 18=以内（在 8.81 < !8 9 ! : < 8.1
范围内偏差在 -=以内）；当 !8 9 ! : > 1 时，理论和模

拟结果定性符合，从模拟光谱得到的数据点与理论

值的偏差达 68= " 偏差增大的原因是：激发光强度

小于饱和光强时，自关联曲线的形状与低激发光情

况下的曲线形状（（1-）式）比较接近；当激发光强度

大于饱和光强时，曲线形状变化较大，拟合误差增

加 " 由图 6 可以看出，理论计算所得到的等效粒子

数和等效扩散时间随 !8 9 ! : 的变化更快一些 " 这可

以解释为：在 !8 9 ! : 较小时，（15）和（1?）式中的 "’@ABC

与!!(’@ABC 近似等于低激发光强度（即 !8 9 ! : 非常小）

下的 "8 与!!；而当 !8 9 ! : 进一步增大时，/)0 的解

图 6 粒子数和扩散时间随入射光强度变化的理论曲线与模拟

结果对比 （*）"( !8 9 !: 关系，（7）!!( !8 9 !: 关系

析式是 "8 与!!的复杂函数，不再是（1-）式所具有

的简单形式，使用（1-）式进行拟合会产生误差；另

外，在强激发光情况下，激光诱导荧光强度分布是半

轴长为 #8，$8的复杂函数 " 在理论推导过程中，我们

假设探测区等效体积可以由（14）式得到，这也会带

来一定误差 " 从图 6（*）和（7）的对比中，我们还可以

看到，粒子数的理论曲线与模拟结果的符合程度要

比扩散时间的较好一些，原因是扩散时间与 !8 9 ! : 的

关系比粒子数与 !8 9 ! : 的关系更加复杂 "

2 . 强激发光条件下 /)0 实验

!"#" 实验装置

/)0 实验装置基于一台 DBE$% FG-88 倒置显微

镜，激发光源选用氩离子激光器（H$% I*:’+ F’JK%$,$LM
公司，3263 型），输出波长为 2??9312 %N 的 O+P 激光

（实验中对荧光小球使用 2?? %N 激发），输出功率在
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! "# 左右 $ 激发光路中加入一个可调的光强衰减

片，用于调节激发光强度，研究 %&’ 参数与激发入

射光强度的关系主要通过该装置实现 $ 激光的聚焦

和荧光的收集选用数值孔径为 ()* 的 +, 倍油镜，以

减小探测区体积并增大荧光的收集效率，提高信噪

比 $ 信号收集端的共焦光阑直径为 +,!"$ 荧光光

子由雪崩二极管单光子计数模块（-./012345"./ 公

司，’-&637893(*%& 型）记录，其暗计数约为 :, ;< ( $
单光子计数模块输出的光子计数信号采用相关卡

（&=//.5>?=/ 公司，%5.@AA93(+, 型）作硬件相关处理 $
实验中使用经过净化处理的自制的玻璃底小

皿 $ 发光样品使用的荧光小球（6=5.BC5>/ -/=D.; 公

司，%5C=’EF./.;，%3GGGG 型）半径为 ((, 2"$ 为防止小

球凝 聚，我 们 在 溶 液 中 加 入 了 分 散 剂（HI..2 G,，

75?>; &F."1B>5; J2KC;?/1.; 公司产品），实验前对溶液

进行超声处理，并利用滤膜滤除聚集产生的大粒子 $

!"#" 实验结果

应用上述装置，我们测量了改变激发光强度时

荧光小球的荧光强度涨落信号 $ 对应每一个激发光

强度由相关卡得到的自相关曲线，仍使用（(L）式进

行拟合，得到不同激发光强度下的粒子数和扩散时

间 $ 运用上述的理论分析与实验拟合得到的结果进

行对比，以验证理论结果的正确性 $
考虑到我们不知道实际体系的饱和光强，所以，

可以通过（(!）和（(G）式对测得的数据点进行拟合，

从而获得该体系的 !, 和!M的值以及 " ; 的值，如图

L 所示 $ 在图 L 中，归一化光强 ", 表示：实验中系

统所允许的激发光强度的最大值设为 (，其他强度

值与最大值相比，得到归一化的强度值 $
从图 L 中可以看出，利用弱激发的 %&’ 解析函

数进行拟合所得出的粒子数与理论推导的结果基本

相符 $ 但是采用（(G）式拟合实验中得到的扩散时间

偏差较大，原因是扩散时间对 %&’ 曲线的形状影响

较大，采用（(L）式拟合所带来的误差也比较大 $

图 L 运用（(!）式对实验得到的数据进行拟合 得到 !, 的值为

()A:，"; 为 ,)A(

: ) 总 结

在 %&’ 实验中，一般假定激光诱导荧光探测区

域与激发光强无关 $ 但当针对弱荧光粒子进行 %&’
探测时，往往需要采用比较强的激发光，以便提高荧

光信号的强度，改善信噪比 $ 随着入射光强度的增

大，由于饱和激发效应，荧光分布函数会随激发光强

改变，探测区域和实际测得的粒子数目与扩散时间

相应发生变化 $ 我们利用饱和激发的物理模型，并

引入等效体积的概念，定量计算出 %&’ 实验中探测

体积随入射光强变化的函数关系，并由此计算出包

含饱和激发影响的粒子数与扩散时间表达式，即

（(!），（(G）式 $ 采用针对三维高斯激发光强分布推

出的 %&’ 拟合公式（(L），对 6=2?.3&>/5= 模拟和实验

结果进行的分析显示，利用（(!），（(G）式可以有效修

正饱和激发对测量结果的影响 $ 上述方法可以提高

在强激发光条件下测量结果的可靠性 $ 另外，针对

不同光强下所获得的 %&’ 曲线进行分析，有利于降

低实验中其他偶然干扰因素对实验结果的影响，同

时获得更多信息，如分子的饱和激发光强 " ; $
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