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利用条纹相机研究皮秒时间

分 辨 荧 光 光 谱

刘国军 贾欣志 荆宝全

摘要
�

本文介绍以皮秒条纹相机为主要观测仪器
,

以主动锁模母�
� 十 激光为激发源

,

测量物质时间分辨荧光光谱的方法
。

讨论了实验中信号的有效收集等问题
,

分析了各实

验环节的测量误差来源及误差大小
,

最后给出实验结果
,

并同已往发表的典型结果比较
,

证明这种方法是准确
、

可行的
。

引 言

荧光是指分子从受激态通过自发辐射跃迁到较低能级的过程
。

分子被激发到高能态后以

各种弛豫途径返回较低能级
,

如自发辐射
、

受激辐射
、

内转换
、

系间交叉等过程
,

高能级粒

子数的变化取决于这些过程速率的大小
。

因此测量荧光衰变的时间过程有助于了解和分析各

种弛豫机制
。

由于很多物理学
、

化学
、

生物学及医学方面的发光过程发生在纳秒
、

亚纳秒 甚 至 皮 秒

时间内
〔” ,

因此准确地测量这些超快过程的时间行为能得到有关这些过程机制的极其丰富的

信息
,

对推动物理学和化学的发展
,

对了解生命过程
,

对生物工程学的发展等具 有 重 要 意

义
。

荧光时间分辨光谱测 量方面的文章很多
,

随着探测技术的发展
,

所能研究的对象日益增

加
,

能测寿命短至几��
,

能研究各种状态的样品
,

也可研究微量物质的样品
。

因此这方面工

作早已成为超快时间领域的重要工作
。

时间分辨荧光光谱测量的基本原理大多是基于所谓激发—探测技术
,

但具体的激发和

探测的方式是多种多样的
,

最主要的区别是探测技术和数据处理方法的不同
。

早期 �
�

�
�

� � � � ��� 等人用闪光氢灯和加快门的光电倍增管及示波器测量了一些荧光物

质的时间分辨荧光光谱
,

精度为 ��� ��
〔� ’�

文献
〔‘’
报导了用窄激光脉冲和 较 慢 响 应 的仪器

�上升时间为�
� �
的倍增管 � 测量纳秒或亚纳秒量级的寿命

,

所获得的时间分辨率为� �  ��
。

在皮秒时间范围内
,

荧光衰变测量可采用以下几种方法
� �

�

时间相关单光子计数法
,

�
�

光学选通法
, �

�

条纹相机法
。

这三种测量方法的特点汇于表 � 以便比较并选用合适的

方法
。

山表看出
,

条纹相机是 目前时间分辨率最高的实时测量仪器
,

它可给出所测 脉 冲 的 形

状
。

与其它方法相比
,

其优点在于
� �

�

时间分辨率高
,

目前可买到的商品条纹相机的最高

时间分辨率为 ��
� � �

�

可使实验装置集成化
,

探测和处理同时进行
,

调节方便
,

准确度 高 ,

�
�

可同时测量空间
、

时间及强度三维信息
。

其主要缺点是总灵敏度不高
,

且价格昂贵
。
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衰 �。
’� 皮秒时间衰变荧光漪皿法比较

特 性 参 数 � 条纹照相法 时间相关单光子计数法 光学选通法

徽发光源

被侧荧光波长

徽光波长范围

工作方式

时间分辨率
�单一指数衰变时�

侧� 的持续时间

侧� 强度范困

总灵旅度

被侧样品� 子效率小,

锁模固体激光

紫外� 可见
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,

可见
单谱线

单脉冲激发

� ���

� �� �

� �� � �

低

� �
�

�

锁模倒空离子激光

紫外� 可见

分立紫外
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� � ��  �

� � � � �

高

� ��
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同步抽运染料激光
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紫外� 可见

重复脉冲激发

� � � ��

�拼�

� �� � �

高

� � �
一‘

同步抽运染料激光

� � � � � ��

可见光宽带

重复脉冲激发

� � ��

�� �

�� � � �

高

� ��
一 �

其 它 】 � �

已有许多人把条纹相机用于测量物质的荧光寿命
。

�沁�� ��
�

�
�

�
�

� � � � 。
�
等测量 �

� , ��� � � � �”� 的荧光寿命为 � � � � �溶于水中� 和� � ��
� �溶于� �

�� � �〔
”’, �

�

了
’ �

� � � 寿。等

报导测量了短至 ��  ! 的荧光寿命
� � ’, 文献

〔”也报 导 了 �� � ��� �� �’� 染料 �溶于水中 � 的荧光

寿命为 �� �� , 〔”报导 了 对 �� �� 砂� �� �� � 的测量
,

激发光脉宽为 ��
� ,

测得了当粘 度 为

� � � � � � �� 时
, � �� �

�自 的规律
。

以上实验所用激发源皆为锁模 � �
�
� � � 或其倍频光

,

激

发强度非常高
,

样品容易受热分解
,

荧光强度碎灭
,

还能产生受激辐射及其它非线性效应
,

影响荧光衰变的测量
。

比如文献
〔”中所用激发 源 为 锁 模 � �

�
� � � 激光

,

脉宽为� ��
� ,

每

脉冲激发光子数高达 � �
‘�
个, 文献

「”报导了 以 锁 模 � � � 染料激光经放大至 � �� � � �� �� 为

激发源
,

相当� � � �
’�
光子� 脉冲

,

实验中峰值光功率密度为 。
�

�� � �� � 气 相当于工
�

� � � � “
。

光

子�� �
名 ·

�
。

据
〔�� 可知

,
� �� 染 料 荧 光光强在激发光子数密度超过 � � � ��

。

光子 �� �
“ · � �对

� �
� , � �� � 时发生拌灭现象

,

所以以上激发源的光子数密度均接近了荧光物质的拌灭 极 限
。

由于高强度激发时存在各种问题
,

因此本项研究的注意力在于用低强度激发和高效率的

光学收集系统
,

并用超快型条纹相机
,

最大限度地发挥它的功能 �用直流背景消除及信号累

加功能�
。

我们还具备主动锁模� �� 激光器
,

脉宽约� �� �� �标准值�
,

平均功率 � �� � � � � �
,

它有特定的� � �
� � 和 �� �

�

� � � 两条强谱线
,

且其锁模也较易实现
。

尽管其脉宽较宽
,

但对测

量寿命为�� 量级的荧光衰变曲线时
,

影响不大
。

本文就是探索这一低强度激发和用非同步条

纹相机接收时间分辨荧光光谱的研究方法
。

有关该方法的可行性
,

可以通过计算所能接收的光子数并与所用条纹相机的探测极限���

比较
。

对我们的激发系统
,

锁模�
� 干

激光平均功率为 �� � � �
,

脉宽约为 ���  � ,

周期为 � �
� � ,

由此可计算出每个脉冲的激发光子数为�
�

� � � �。‘“光子�脉冲 �对� �  
�

�� � 线�
,

根据我们的信

号收集系统的空间接收立体角和典型物质的荧光发射截面
,

求得对 � � � �
一 ‘

�八的叮咤橙
,

可

接收的荧光光子数约为 � �� 量级
。

而非同步型条纹相机的最小探测光子数为� �� 光子 �脉冲 �或

� �� 光子 �脉冲�
,

且采用信号累加技术可得到信噪比足够大的荧光时间分辫光谱
。



二
、

实验原理
、

装置及设计

采用条纹相机法测量时间分辨光谱就是采用脉冲激发加实时观测的方法
,

因此必须有脉

冲激发源和实时接收系统
,

此外还要有分光仪器
、

监视设备及一些附加设备
,

装置如图

图 � 实验装置总图 图 � 扁状样品池

�
�

激发源部分
�

锁模� �� 激光器系统及监视器 ��� � 十示波器 �

�
�

荧光发射系统
�

聚焦透镜� �
,

� �及样品
叼

池�

�
�

色散部分
�

光栅双单色仪�

�
�

接收和处理部分
�
� � �了。一 �� 条纹相机及它的驱动信号所用的同步放大及延迟电路

为了实时监视锁模脉冲波形
,

用一光电接收器�� � �� 和 �� ���
�
示波器来显示

,

并用

这一装置来精确调节锁模波形
。

一

首先对样品池做了研究
,

比较了三种不同形式的样品池
� �

�

进口的长方形 石 英 样 品

盒
,

实验发现用它时所能收集到的荧光太弱 , �
�

用两薄玻璃片
,

中间 夹 一 圆 环 �直径约 ‘

一
’ ‘ 、

一�
一�

� ‘

�
�

’

“”
’

一 � �
‘ ”” 切

�
� � � 一

’

一 ”
‘ � ‘ 刁

� �
� �

� ” ”, � �
一

’ 、

一
’

一 � 沪
�
�

�� � �
,

共同粘在一起的扁状样品池
,

高度约�� �
,

发现如图 � 那样倾置效果较好
。
�

�

受扁

状样品池的启发
,

吹制薄壁玻璃管
,

其底部封闭成半球形
,

管内放样品
,

如图 �
,

实验发现用

�� � �� �两种方式都能收到较强的荧光信号
,

且斜置方式 ��� 较易调节
,

所以实验上采 用 这

种放置方式

。 众 口
才,

叭 牙汽

粉严
止

黔掣
。

图 � 管状样品池 图 � 荧光信号收集装置

用单色仪可容易地验证这时所收集的信号既不是瑞利散射
,

也不是样品或玻瑞的喇受散

射光
,

而确是样品所发的荧光信号
。

信号的收集系统
,

如图 �
,

用会聚透镜 �或透镜组合 � 把荧光发射中心成像于单色仪入

缝
,

还要使荧光充满单色仪内的准直球面反射镜 � �
,

这就要求会聚透镜 �或透镜组中最靠

近单色仪的一个 � 的孔径
、

狭缝和� �的孔径匹配
。

根据这两点有两关系式
�
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、�
矛、�少咭土,曰、了‘、了� � �

, � � � � � � �

�一了
一一

�一�
�

工�,

再考虑到使收集立体角增大
,

必须缩小物距
,

使其小于象距
,

即

�, � � �� �

由于狭缝和� �宽度都有一定限度
,

因此放大率不能太大
,

一般至少要求 �, � �,�
、

于 � �
,

否

则像趋于发散
。

另外
,

为使成象质量好
,

不能使透镜太厚
,

因此焦距不能太短
,

表 � 汇集
一

�

所考虑的几种镜子的计算结果
�

裹� 几种会琅旅各� 橄比较

编 号 】 口径 �� � � � 焦距 �� � �
最佳像距
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���  �

最佳物距
� �� �� �
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,

球状球面反射镜刀

特大口径会聚透镜尸

‘。

…
100
130 {}

外径170 内径701

竿积分球

195

140

通过分析和实验验证证明A
,

D
,

P
,

C 效果较好
。

此外
,

还可计算得理论上最大接收立体角 。m <
声

续导(半)4 、
J

,

实验所用的分光仪是本所研制的光栅双单色仪
,

分辨率为 。
.
02
n m

,

由于本实验所测物

质的荧光讲带一般均在可见光
,

且单色仪杂散辐射小
,

配有数字波长显示仪
,

因此用该单色

仪比较理想
。

当光脉冲信号经光栅单色仪时
,

脉冲会有加宽效应
「, ’

J[l
” 。

衍射光栅时间展宽 量 刀
:
山下

式给出
:

月 久
乙J T = 一一二, 一 .

C

k 牙
d

( 4 )

对我们所用的光栅双单色仪计算得(对几二 6 o o n m )单光栅加宽量为18oPs
,

双光栅时为255Ps
,

加宽量的实验验证见以下部分
。

为提高微弱重复信号测量时的信噪比
,

可用条纹相机的信号累加和直流背景校正功能
。

信号累加就是对条纹图作加法运算
,

作长时间信号测量
,

对事件累加的次数为 1~ 4096次
;

还可对荧光屏上的残像作加法运算 (多次读电荷)
,

次数亦为1~ 4096
。

当用条纹相机测量超短光脉冲时
,

可在荧光屏
_
L观察到条纹图的抖动

。

因此用条纹相机

的信号累加功能测量微弱重复信号时会严重影响时间分辨率
。

设触发抖动函数 为 高 斯 型
,

F
W H M 值为T

‘,

条纹相机本身的时间分辨率为 T
.,
单个脉冲宽度为T

, ,

则所观测到总的条

纹宽度为
:
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我们对本实验系统做一些重复实验
,

考查了做多次信号累加时的加宽情况 (详见实验部

分)

三
、

实 验 研 究

1. 激发源调节

要想得到比较可靠的实验曲线
,

要求激发源锁模A
r十
脉冲既窄而又稳定

,

值能图 5 和图

6分别表示较好和不好的锁模脉冲列以及用它们激发所测荧光衰变曲线
。

口

f 门厂
:‘,

厂\ 火

【一

厂丫了一
‘

。

户\
图 5 图 6

图 6 这种衰变曲线
,

很难确定荧光衰度形式和寿命值
。

因此应随时监视示波器上的锁模

脉冲列
,

使之保持如图 5 的形式
。

2

.

同步信号的取得

得到抖动较小的同步信号
,

对保证时间分辨光谱测量的精度关系很大
,

因此至少要求由

同步信号的抖动造成的时间加宽远小于荧光衰变寿命
。

如图 1
,

在我们的实验中
,

同步信号

取 自锁模光脉冲 (光同步)
,

用分束器B S Z取出一光信号
,

用光电接收器尸D 2( 响应时间I
ns)

转换成电信
一

号
,

采用激光器腔倒空器上的分频装置进行分频
,

得到抖动较小的同步电脉冲信

号
,

分频信号经放大后分成两路
,

两信号相对延迟大约20 0
ns。

要求门触发信号2~ 10 V
,

条

表3 橄光脉冲宽度实脸橄姆

序 号 } 事件迭加数
命实
“ {

相
淤咨黔架

度

455P ,

6 9 8 P s

6 6 3 P s

6 6 3 P s

6 8 9 P s

6 2 4 P s

6 6 3 P ,

~ 3 8 台P ,

~ 4 8 2 P ,

~ 4 8 2 P ,

~ 5 1 7 P ,

~ 4 2 7 P s

~ 4 8 2 P s
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n
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一 20 一

纹触发值号5~ 40 V
,
我们的放大及延迟电路提供的两信号约为7

.sv 和11v
。

对我们的分颇

器及放大延迟电路
,

用比较稳定的A r+ 脉冲进行实验
,

分别测量单个脉冲宽度和多次迭加后

的宽度以验证各种抖动因素
,

结果汇于表4
、

表 5 及图 7
。

裹4 滋光脉冲宽度实脸橄据

序 号 } 事件迭加数 { 增 益 档 宽度实验值
相对单次的抖动
几 = 了于,

刁
,

产

l

20

20

35lPs

364Ps

390Ps

442Ps

403Ps

403Ps

416Ps

429Ps

442Ps

~ 96Ps

~ 170Ps

39自了工,人n‘几O

5 O

5 0

~
2 6 9 P

s

~
1 9 8 P

s

~
1 9 8 P

s

通��匕

~ 2 2 3 P s

~ 2 4 7 P s

~ 2 6 9 P s

J.人111.上

n”n
甘八Un

一
b
.111�fl�n
�

111.1d.l

丹07

OU
g

, 事、a l\
。

,
‘

几
。

图 7 不同累加次数下的氢离子脉冲波形

A : 累加效i000 B : 累加数Z000 C : 累加数Z000 D : 累加数 I E : 累加数 1

增益档 2 增益档 1 增益档 2 增益 1 增益档 1

尸
:
累加数 r G : 累加数100 H

:
累加数100 1 : 累加数150 ) : 累加数150

增益档 4 增益档4 增益档3 增益档 2 增益档 3

K : 累加数25o L : 累加数吐00

增益档 4 增益档 3

注
:
侧前三条曲线时把氢离子激光脉冲衰减许多倍

。

由以上图表看出
,

当迭加次数增加时
,

抖动量最大约 51 7Ps
,

这 时 测 得氢离子宽度为

689 Ps
,

这样的抖动量对测量寿命值为
ns
量级的荧光寿命来说是允许的

。

一方面
,

可以按所谓
“
勾股定理

”
关系粗略去掉这些加宽 , 另一方面

,

可以用解卷积方法严格地消除这种时间加宽
。

3

.

荧光系统的调节

为了提高信噪比
,

必须首先调节好光路
,

由于荧光较弱
,

因此首先用连续波激光 经 80 0
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周/秒调制来激发荧光
,

再用光电倍增管加示波器组合系统调节光路
,

这种调节方法比 较 灵

敏
、

快速
。

用该系统作了几种物质的荧光频谱实验
,

结果汇于表 5
。

表5 荧光绷带实脸结果

种类
{
R 6G /乙二醇{叮咤

红/ 叮咤红/
乙二醉

2
.5 x 10一 a

叮咤橙/
乙二醇

未知x l

叮咤橙/
2.7 x 10一‘

m g
/
m l

乙二醉
6 .3 x 10一名

乙共醉
K Z = x l/50

卜

一二六六一no7
J工勺g一口3一.L�洲r妇
.
一口月r卜笙戒n一

魂
b以

‘

,匕QU一n
甘产

口州
才.
一目bg曰

峰值波长

带 宽

570n瓜 5 76 n 也 56 4n 也

54 0 ~ 73 0n m } 54 0~ 6 6n m 512 ~ 6 30
n m

56 8n m

52 2 ~ 63 6n m

{

47

:贯…
._
{30{贾

V一”b u n 口
{

‘, 。一。”‘n m

在理论介绍部分曾谈到
,

我们的激发光脉冲功率远低于荧光强度拌灭极 限
。

对 此 进 行

了实验
,

测得了荧光幅度与激光功率的关系曲线如图 8

一一一一�扫工工

应卜V‘

‘。

匕一一
.

一图 8 荧光幅度随激光功率变化

尽管幅度趋于稳定
,

但用激光作相同的实验也得相同的曲线
,

由此可证明荧光强度并未摔灭
。

4

.

光栅单色仪的时间加宽实验

前面谈到光栅单色仪可使光脉冲变宽
。

我们的光栅单色仪对600
nm 的光脉冲的理论加宽

量为
:

刀:1 二 i s o p s (单光栅) ( 7 )

了: := 侧百万
::士 2 5 5 p s (双光栅) ( 8 )

我们用slo
nm 的砷化稼激光和单光栅单色仪验证时间加宽量约为125P

s。
由于所用光脉冲为红

外光
,

因此很难确定是否充满光栅
。

按理论计算
,

当红外光 只二 8 0
1n

m 充满光栅时的时间加宽

扇
J:‘、 : 4。p 、 (单光栅)

,

因此我们估计激光照射光栅的部 分 占弊
二 52 %

。

一“
’

- 一
‘ 、 ’ ‘“ “’“

‘ ’

一一
’

一
” ‘ ’

一
r ’

~

‘
~

’
”

’

“
‘“

’

~
” ‘ ’

一 “ ~ 2 4 0 一
‘ ’ -

5

.

时间分辨荧光光谱测量

有了以上的考虑和准备
,

就可以进行时间分辨光谱测量了
。

鉴于前面所述的条纹相机探测灵敏度的限制
,

我们选择了一些量子效率较高的物质
,

采用条

纹相机的信号累加功能
,

在大多数情况下都得到了比较满意的信噪比
。

当用快扫描元件时
,

适合测量寿命在4ns 以下的样品
,

这时在荧光屏 上 可显示衰变曲线

的大半部分或全貌
,

完全能确定衰变规律及寿命值
。

根据已有的荧光样品
,

主要选择了叮咤

红 (才, ‘一dl’肋
:ed ) 溶液作为测量对象

。

对盯吮红研究的人并不多
,

只见
「”报导了其寿命

的大致值为2
.
4ns

,

未给出任何实验条件 (如溶剂
、

波度
、

激发强度等)
。
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在我们的实验中取甲醇
,

乙醇
,

正丁醇
,

乙二醇
,

丙三醇和水等作溶剂
,

分别在不同浓

度下
,

不同偏振方向时不同发射波长处的时间分辨荧光光谱
,

实验结果汇于总表及相应的实

衰6 荧光寿命翻l 位总衰 溶液浓度, m g / m !

禅品/溶荆 寿命
浓度

、

波长 (n s)
一

臀
笋

1

1·

州
翠 …
1一
…

(蒸节 1

。一

1

罩 …
。一

…
“

黔
笋

…
2·
川

“

薰
笋

…
1一
…

罩扣4lf
骂吞州

二

” ……

叮咤红/乙醉

2.5 x 10一名

5 8 8
n 皿

叮吮红/乙醉

2 .s x lo一名
叮咤红/乙醇

2
.
5 x 10一么

5 9 4 0
n
m 6 1 2 0

o
m

一OJ一,工一1立一,曰一,,五一,J一一一一月q一O牙一几口一.廿一R甘一no一一一 一11一n
�一n
��Q白一1孟一,上一一一

盯咤红/乙醇

1
.
25 x 10一 I

5 8 8
n
m

叮健红/乙醇

1.25 x l0一 l

5 9 4
n
m

叮咤红/乙醇

1.25 x 10 一 1

6 1 2
n
m

0

。

9 6

一�勺一
9

一11一n
甘

叮咤红/乙醉

3
·

1 2 5
x

1 0

一 l

5 9 4
n
m

叮咤红/乙醇

3
·

1
2 5

x
1 0

一 i

6 1 2
n
m

0

.

9 6

1一1一一1一6一n
l一8一9一9

�勺一n口一一11一1一丹了一7一O甘一O甘11一n
甘一一,曰一1上�11一,自一,1一1二

叮吮红/正丁醇

X 1

570nm

叮吮红/正丁醇

X 1

588nrn

叮吮红/正丁醉
X l

606nnl

叮吮红/丙三醇

2
.
5 x 10一 i

5 7 6
n 也

叮咤红/丙三醇

2
.
5 X 10一 l

5 8 8
n

m

叮咤红/丙三醉
2 .51 x 10一 1

6 0 6
n

m

叮吮红/正丁醇

7 .7 x 10一‘

5 9 4
n
m

叮吮红/正丁醇

70
.
38

594llm

叮咤红/正丁醇

3
.
s x lo一念

5 7 0
n
m

叮咤红/正丁醇

3。

8
x

1 0

一 a

5 9 4
n

m

叮吮红/正丁醇

叮咤红/正丁醉

3 .8 x 10 一:

5 8 2
n

m

尸
11厂�
leel3.8x10一吕

5 9 4
刀皿

叮咤红/正丁醉

3
.
s x lo 一z

5 9 4
n

m

uY 咤红/正丁醇

0 。

3 8

5 9 4
n 也

叮咤红/正丁醇

3 ·

s
x

l
o

一名

6 0 6
n
m

验曲线
。

二 实验规体总结

¹ 实验曲线的信嗓比直接与荧光波长有关
。

由于荧光谱带中心处比较强
,

故测其时间分辨光谱较容易
,

不必迭加非常多次
。

但由于

荧光照射
、

接收系统及光源本身都会有一定的变化
,

因此强度有涨落
,

所以曲线中个别数据

有反常现象 (信噪比)
。

º 与前面所述的频谱实验一样
,

当浓度增大时
,

谱带区域和峰值位置都向长波方向移动
。
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图 9 荧光衰变曲线随浓度变化规律

A

样品
:
叮吮红

溶剂
:
乙二醇

浓度
: 1 .5 , x l o

一“
m g

/
。1

荧光波长
; 6。。n m

寿命测量值
: 2.olns

B

样品
:
叮吮红

溶剂
:
乙二醉

浓度
: 1.5, x l o

一 :
m g

/
m l

荧光波长
: 600nm

寿命测量值
: 1 .2In s

C

样品
:
叮咤红

溶剂
:
乙二醉

浓度
: 7
.
, s x l o

一 Z
m g

/
m l

荧光波长
: 6。。n m

寿命测量值
: 1
.
4Ins

I)

样品
:
叮吮红

溶剂
:
乙二醇

浓度
: 2 .s7 x lo一‘m g

/
m l

荧光波长
: 600ntn

寿命测且值
: 。

.
9 7ns

图10 荧光时间衰变随浓度变化规律

A

样品
:
叮咤红

溶剂
:
乙醉

荧光波长
: 576n m

浓度
: 2 .5 x 10一Z m g

/
m l

寿命测量值
; 1

·

35 ns

B

样品
:
叮咤红

溶剂
:
乙醇

荧光波长
: 576nm

浓度
: 1 .25 x lo一‘m g

/
m l

寿命测量值
: 1
.
ol ns

C

样品
:
叮咤红

溶剂
:
乙醉

荧光波长
: 576n m

浓度
: 3
.
13 x 10一 ‘m g

/
m l

寿命测盆值
: 。·

9 6
ns

D

样品
:
叮喧红

溶剂
:
乙醇

荧光波长
: 576n m

浓度
: 6
.25 又 2 0

一‘
m g

/
m l

寿命测t 值
: 0 ·

9 6
ns
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图11 荧光时间衰变曲线随波长变化规律

A B

祥品
:
叮咤红 样品

.
叮喧红

溶荆
:
乙醇 溶剂

:
乙醇

浓度
: 2
.
5 x 10一l m g

/
m l 浓度

: 2
.
5 x lo一 : m g

/
m l

炙光波长
: 558n m 荧光波长

: 576nm

寿命侧t 值
: 1
.
51 ns 寿命测量值

: 1
.
35ns

C D

样品
:
叮吮红

’

样品
:
叮咤红

溶荆
:
乙醇 溶剂

:
乙醇

浓度
: 2
.
s x lo一Z m g

/
m l 浓度

: 2
.s x lo一 么m g

/
m l

荧光波长
: 594 nm 荧光波长

: 61 2n m

寿命侧t 值
: 1
.
49ns 寿命测是值

: 1.n ns

图12 荧光衰变曲线随波长的变化规律

才 B

样品
:
叮晚红 样品

:
叮咤红

溶剂
:
乙醇 溶剂

:
乙醉

浓度
: 1
.
25 x 10一 ,

m g
/

m l 浓度
: 1
.
25 x 10 一,

m g
/

m l

荧光波长
: 612血m 荧光波长

: 594n m

寿命测t 值
: 。

.
9 6n s 寿命测量值

: o
.
91n s

C D

样品
:
叮咤红 样品

:
叮吮红

溶荆
:
乙醇 溶荆

:
乙醇

浓度
: 1
.
25 x lo一‘m g

/
m l 浓度

: 1.25 x lo一‘m g
/
m l

荧光波长
: 576nm 荧光波长

: 558二m

寿命测t 值
: 1
.
01。 寿命测量值

: 。
.
9 1n s

» 时间分辨谱随浓度变化有一定规律
。

以叮咤红/乙二醇为例
,

固定荧光波长 (如60O
nm ) ,

随

着浓度增加
,

寿命实验值的变化为
: 2.01 ~ 1

.
21 , 1

.
41 ~ 0.

97 n s ,

其中
: = l.Zlns 属反常现

象
,

总的趋势是随浓度增加
,

寿命变短
。

如图9
,

1 。
。

最有说服力的一组曲线是对叮咤红/正丁醇系统
,

当浓度由7
.7 x l0’ ‘m g

/
m l变为 > 0

.
38

m 叮m l时
,

寿命实验值变化为
: l

,

70 , 2
.
78 , 1

.
99 , 1 .

99 , l . 33 n s
即取一最佳浓度时寿命址
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长
。

只有文献
仁”中谈到过寿命随浓度的变 化 关 系

。

但文中所引用的数据都是在稀溶液下的

测量值
,

如叶绿素
a
溶于95 % 的乙醇

,

当浓度为3 大 l 。“ 7
M , 4 x l o“ .

M 时
,

寿 命 为 5
.
sns ,

6 .
s ns

,

这和我们所测的结果恰恰符合
,

只是他们所取的浓度范围较小
,

不能说明在 各 种 浓

度下的变化规律
。 〔’3 1

所示结论亦与
〔”相同

。

文献
〔, 5〕
所测的数据如表 7

浓 度 (M )

寿 命 (ns)

表7

10一么

镇 0
.
6

R 6G /乙醉荧光庵命随浓度变化衰「, 5 ,

2

一 …
2
一 】
2
一 …
1
一 …
4
一

价r二 1
.
0

该文献恰好说明了寿命随浓度变化规律的全貌 (由极稀至极浓)
,

也说明了寿命变化短‘长‘

短的规律
,

与我们的结论一致
。

文献
〔’‘,
中的图示也间接地说明了该结论

。

文献
〔”曾对以上变化规律做过简短的解释

,

作者所选样 品 较稀 1。
“ 7

M ~ 1 0 二M
,

因此

寿命随浓度的增加而变长
,

把这种现象解释为自吸收现象
,

认为测量的表观寿命是几次发射

寿命的加权平均值
。

本文认为当浓度非常大时
,

分子密度过大
,

周围分子的作用加强
,

使上

能级粒子数弛豫加快
,

因此寿命缩短
。

¼ 我们测量了其它条件固定时不同波长处的时间分辨谱
。

一般说寿命值与荧光波长间无确定

的规律性
,

这是与物质荧光能级的复杂性有关的
。

但表 7 中最后一组实验数据却有一定规律

性
。

对浓度为 3
.8 又 1 0

一 “
m g

/ m l 的盯咤红/正丁醇
,

当波长之,变化为 570 * 582 , 5 94 , 6o6 n m

时
,

其寿命值单调上升
, : 了

为z
.57ns, z . 64 n s

‘z
.
99ns”2

.
57ns

。

如图11
、

1 2

。

½ 荧光寿命与温度有一定关系

文献
〔, ‘,
介绍了这方面的理论和实验

。

一般在低温范围内关系曲线如图13

¾ 对某些物质
,

荧光还与偏振方向有关
。

我们对其中一种样品叮咤红/乙醇进行了验证
,

结果

两垂直方向偏振的荧光寿命无显著差别
,

结果如图14

才C,c 少

图13 荧光寿命随温度变化

图14 荧光寿命偏振效应实验曲线

其中
:
偏 1 的偏振方向乎行于激发光偏很方向

,

偏 2 的偏振方向垂直于激发光偏振方向
,

总
:
代表不加偏振片时所侧曲线

。

三曲线寿命值皆近似为
: 2 .6~ 2

.7ns

¿ 以上总结了同一样品在同一种溶剂中荧光衰变的实验规律
。

同一样品在不同溶剂中的衰变

是有区别的
,

如图15 示出了叮咤红在丙三醇
、

乙二醇
、

乙醇及正丁醇之中荧光时 间 衰 变 曲

线
。
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图15 同一样品在几种不同溶剂中荧光衰变曲线比较

A : 叮吮红/丙三醇 B : 叮咤红/乙二醇

浓度
: 2.s x lo一 l m g

/
m l 浓度

: 2 .s7 x lo一‘二g / m l

荧光波长
: 600 o m 荧光波长

: 6oon m

寿命实验值
: 1.4I n , 寿命实验值

: o .97n。

C
t

叮吮红/乙醉 刀: 叮吮红/正丁醉

浓度
: 5
.23 x 10一‘: n g

/
m l 浓度

: 3
.
s x lo一 : m g

/
m l

荧光波长
: 594om 荧光波长

: 6o6o m

衰命实验值
: 。

.
9 1那 寿命实验值

: 2 .37ns

四
、

实验结论数据处理及精度分析

评价时间分辨荧光光谱测量的好坏就要看所测得的曲线形状
。
信噪比

,

寿命准确性及重

复炸
。

,

1

.

由于本实验只验证用条纹相机这种方法
,

而并不是针对某一种特定的物 质 迸 行 测

量
,

,
.

因此才未取最大御
。数

,

其实信噪比还有很大的提高潜力
。

2

.

在洲中说 明 了 激发光脉冲的形状及宽度会影响荧光实验曲线的形状和测量值
。

如

果用具有一定宽度的脉冲来激发
,

则荧光实验曲线为激发脉冲波形与荧光本身衰变函数的卷

积
。

且证明
,

对单一
e
指数荧光

,

卷积结果仍 近 似 为 单一
e
指数型 (对高斯激 发 脉 冲 函

数)
,

且寿命值近似满足
“勾股定理

” 关系
:
即所测曲线的李峰值处寿命位

r
与激发脉冲宽度

r. 和荧光真实寿命
: ,
间有近似关系

:

尹侣 r
, , + r

产 ( 9 )

3
.
寿命淮确性

前面详细地分析了荧光衰变测量中一系列加宽因素
,

如激发脉冲本身的宽度及抖动
,

电

触发信号的抖动
,
单色仪等的时间加宽以及条纹相机的时间分辨率等

。

为消除以上加觉因素 (系统误差) 以求得荧光衰变真实形状和寿命
,

这里 介 绍两 种 方

法
“ , , :

¹ 粗略估计法

用与侧量荧光时间谱相同的系统侧得激发 光脉宽为
r.,

则测量荧光寿命的实验 宽 度
:实

近似为
:

二
犊嗽:产+ 二 , 2

( 1 0 )

尤其当:, 》r
.
时该公式较淮确

,

所以由
一

.

介‘了
,

续 一
T.
‘

(ll
)

º 精确法一解卷积方法

所谓解卷积就是先假设荧光衰变形状
,

以寿命为寻优变量
,

与激发函数相卷积
,

再与实



一 好 一

测波 形相比较
,

即所谓卷积
+ 符合 (co nv ol

o fe 。n
J !,’t) 法

。

通过对寿命变量寻 优
,

最 佳

吻合时的寿命值即为真正寿命
。

对叮l定红/正丁醇 (浓度未知
,

波长
,

5
8 8

n

m
) 的一组实验曲线进行了解卷积处理

,

本来实

验寿命值为2
.17ns ,

而激发光脉宽约0
.
7ns ,

则解卷的积得
:

了 。澎 1
.
8 8 5 士0

。

0 1 3 (

n s

)

[ ”1

其中0
.o13ns是所用扫描档 (或速度) 所决定的

。
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