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摘　要　荧光发射强度在荧光显微术科学观测中至关重要。理论分析了三大影响荧光发射强度的重要因素：

分子吸收激发光光子的能力、荧光量子产量及其荧光饱和与荧光猝灭，指出选择具有大光吸收截面和高量

子产量的荧光分子，能有效保证荧光发射强度；确定合理的激发光强度范围，可避免不必要的荧光饱和现

象。进一步实验研究了超高真空和大气环境下的荧光猝灭现象，得出超高真空时荧光分子的荧光猝灭现象

极不明显，而大气环境可造成荧光光强指数递减的结论。
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引　言

　　荧光显微术不仅可以像普通的反射式或透射式光学显微

镜一样来评价样品形貌、探索宏观光学特性，观测集团分子

的运动状况等，更由于分子荧光的特有发射机理，高灵敏度

和高空间分辨率的特点，通过高信噪比图像可研究诸如分子

荧光寿命、荧光各向异性、荧光共振能量转移、荧光相关光

谱分析和分子扩散迁移等［１５］。利用荧光显微术进行相关研

究时，经常遇到实验分子发射荧光逐渐变弱的现象，这会对

荧光图像、荧光光谱数据的后期分析造成不小的困难，甚至

会出现结论上的差错。基于此，深入分析了影响分子荧光发

射强度的诸多内外因素，认为一般情况下，荧光猝灭是造成

分子荧光发射强度逐渐变弱的主要原因，并通过自行搭建的

实验设备，以生长在云母衬底表面的联六苯（ｐａｒａｓｅｘｉｐｈｅ

ｎｙｌ，ｐ６Ｐ）分子为研究对象，实验研究了真空与大气环境下

的荧光猝灭现象。

１　分子荧光发射强度影响因素

　　依据光子发射路径和激发态电子排布的不同，光致发光

可分为荧光和磷光。荧光是分子吸收光能后被激发，从第一

激发单线态的最低振动能级立即返回至基态能级时而出射的

光［６］。影响分子荧光发射强度的因素包含三个重要的方面：

①分子吸收激发光光子的能力；②荧光量子产量；③外部因

素引起的荧光饱和与荧光猝灭现象。

１１　荧光分子吸收激发光光子的能力

要发射一定数量的荧光，其先决条件是分子对激发光光

子的吸收。分子吸收的激发光光子越多，则越有可能发射出

更多的荧光光子。通常用光吸收截面σｃｓ这一指标来衡量分子

吸收激发光光子能力［６］

σｃｓ＝２π（λ／２π）２（γｒ／Γｔｏｔ） （１）

式中，Γｔｏｔ，γｒ和λ分别表示总吸收频率宽、自发辐射荧光率

和激发光波长。σｃｓ是与入射光波长相联系的重要指标，同时

与分子的电偶极方向密切相关。一般而言，不同波长激发光

下分子的荧光发射能力会有所不同。

１２　荧光量子产量

分子的荧光量子产量即荧光发射光子数（犖Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ）与其

所吸收的激发光总光子数（犖Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ）之比。记做Ｆ

Ｆ＝犖Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ／犖Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ （２）

　　进一步地，Ｆ也可用荧光寿命和辐射寿命之比表示，其

取决于辐射和非辐射的跃迁过程（如系间穿越、内转移和振

动弛豫等）的相对速率，见式（３）

Ｆ＝τＦ／τｒａｄ＝犽ｒａｄ／（犽ｒａｄ＋犽ｎｏｎｒａｄ） （３）

式中，τＦ，τｒａｄ，犽ｒａｄ和犽ｎｏｎｒａｄ分别表示分子的荧光寿命、辐射

寿命、荧光辐射速率、非辐射速率。Ｆ值的大小表明荧光转



化效率的强弱，由于在荧光发射过程中，部分吸收光能总会

或多或少地以热能等其他形式释放，所以Ｆ恒小于１。

１３　荧光饱和与荧光猝灭

影响荧光分子发射强度的外部因素主要有：①激发光强

度；②荧光猝灭物质。它们有可能分别会造成荧光饱和与荧

光猝灭现象［６９］。

１．３．１　荧光饱和

一般而言，荧光发射强度与激发光强度成正比。但当激

发光光强犐超过某一临界值犐ｓ后，如持续增加激发光强，不

但不会提高荧光发射强度，反而会使荧光发射强度减弱，这

种现象称之为荧光饱和。这是由于较强的激发光造成分子的

光吸收截面减小，从而降低了分子捕获激发光光子的能力，

即

σ′ｃｓ＝σｃｓ／（１＋犐／犐Ｓ） （４）

式中，σ′ｃｓ表示为分子实际的光吸收截面。当激发光光强持续

增强，则会有部分处于激发态的荧光分子不能快速地返回至

基态，其光吸收能力进一步减弱甚至消退，产生光漂白现

象。

１．３．２　荧光猝灭

荧光猝灭是指荧光分子与某些分子相互作用后引起荧光

强度减弱甚至消退的现象。荧光猝灭分为静态猝灭和动态猝

灭，无论静态还是动态猝灭都需要荧光分子与引起荧光猝灭

的物质，即猝灭剂产生相互作用。静态猝灭又称组成化合物

猝灭，这是由于荧光分子与猝灭剂分子形成了不发荧光的化

合物，因而静态猝灭改变了原荧光分子的化学结构。而动态

猝灭是指当荧光分子处于激发态时，猝灭剂与荧光分子相互

接触，使其不发射荧光光子而直接返回至基态。对于高纯度

的荧光物质而言，光氧化是造成动态荧光猝灭现象的重要原

因，即

犕Ｆ＋犺ν→
１犕Ｆ （５）

１犕Ｆ
犽
→
ｒａｄ

犕Ｆ＋犺ν′ （６）

１犕Ｆ＋犙［Ｏ２］
犽
→
ｑ

犕Ｆ＋犙［Ｏ２］ （７）

式（５）表示某一荧光分子犕Ｆ吸收激发光光子能量犺ν后跃迁

至第一激发单线态１犕Ｆ，原来应发射出能量为犺ν′的荧光光子

后迅速返回至基态［式（６）］，但由于猝灭剂氧气犙［Ｏ２］的存

在，处在激发态的部分分子会与其相互作用，造成荧光猝灭

（犽ｑ为猝灭速率）而不再出射荧光光子［式（７）］。

从实验科学角度出发，选择大σｃｓ和高Ｆ 的荧光分子，

能有效降低荧光采集难度；确定合理的激发光强度范围，就

可以避免不必要的荧光饱和甚至光漂白现象。通常情况下，

对于高纯度的荧光物质，其光氧化荧光猝灭是造成分子荧光

发射强度逐渐变弱的主要原因。下面就超高真空和大气环境

下的荧光猝灭现象进行实验研究。

２　实验部分

　　结合对荧光猝灭的理论分析，以生长在云母衬底表面的

ｐ６Ｐ分子为研究对象，分别在真空和大气环境下，进行长达

５ｈ的荧光激发实验，以此来分析两种环境下的荧光猝灭特

点。图１为实验装置的示意图，系统以ＮＩＫＯＮ９０ｉ荧光显微

镜为主体；当光路开关打开时，从光源发出的光，通过荧光

滤镜组（由激发滤镜、分色滤镜和发射滤镜组成）后出射为一

定波长的激发光，经聚焦后激发置于真空腔内样品台上的荧

光分子样品，其产生的荧光被同一物镜采集，再次经过荧光

滤镜组后被光谱仪ＨＲ４０００接收。真空腔内外的激发光与荧

光的光路耦合由位于腔体上的ＣＦ４０的蓝宝石法兰接口来实

现。另外，实验时保证适中的激发光强，以保证较好的数据

信噪比并防止造成不必要的荧光饱和。

犉犻犵１　犛犮犺犲犿犪狋犻犮犱犻犪犵狉犪犿狅犳犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋犪犾狊犲狋狌狆

　　当腔内真空度达到２×１０
－８Ｐａ时首先进行真空荧光猝

灭实验，为便于数据间的比较，将首次所采集荧光光谱中的

最大光强设置为１，线性缩小其他数值，如图２所示。

犉犻犵２　犆狅狀狋犻狀狌狅狌狊犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲狊狆犲犮狋狉狌犿

狅犳狆６犘犻狀狌犾狋狉犪犺犻犵犺狏犪犮狌狌犿

　　由于在超高真空环境下，氧气的含量可以忽略不计，因

而分子的荧光猝灭现象极不明显，在连续５ｈ的紫外光激发

下，除了因测量系统造成的可忽略不计的误差外，荧光光谱

光强几乎没有发生什么变化。而与此形成鲜明对比的是，大

气环境下（真空腔与外部大气连通）的ｐ６Ｐ分子荧光光谱的

光强却不断减小，发生了较为严重的荧光猝灭，如图３所示。

ｐ６Ｐ分子荧光光谱的三个特征峰值（４２３，４４８和４８０ｎｍ）光
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强分别从最初的１．０００，０．７９３和０．５４１降至０．３３４，０．２９０

和０．１９７，降幅分别达６６．６％，６３．４％和６３．５％。

犉犻犵３　犉犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲狇狌犲狀犮犺犻狀犵狅犳狆６犘犻狀狋犺犲犪狋犿狅狊狆犺犲狉犲

　　为深入分析大气环境下ｐ６Ｐ分子的荧光猝灭现象，图４

给出了三个特征峰光强随激发时间的变化关系。可以看出，

其随激发时间的递减规律，经曲线拟合算法后，进一步发现

其遵从负指数下降曲线，分别为：

４２３ｎｍ

犖≈０．７４０×ｅｘｐ（－狋／１２３．３）＋０．２７１ （８）

４４８ｎｍ

犖＝０．５７４×ｅｘｐ（－狋／１３１．３）＋０．２３０ （８）

４８０ｎｍ

犖＝０．３６１×ｅｘｐ（－狋／１０４．２）＋０．１８０ （１０）

式（１０）—式（１２）中，犖和狋分别表示为光强和激发时间。

　　综上所述，可以得出：（１）对于高纯度的荧光物质，由于

超高真空环境下氧含量极其微小，荧光猝灭现象极不明显；

而在大气环境下，存在较为剧烈的猝灭现象；（２）ｐ６Ｐ分子

荧光光谱在４００～５００ｎｍ范围内存在３个明显的特征峰，分

犉犻犵４　犈狓狆狅狀犲狀狋犻犪犾犱犲犮犾犻狀犲狅犳犾犻犵犺狋犻狀狋犲狀狊犻狋狔犳狅狉狋犺犲狋犺狉犲犲犮犺犪狉

犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狆犲犪犽狊犻狀狆６犘犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲狊狆犲犮狋狉狌犿

别为４２３，４４８和４８０；（３）ｐ６Ｐ分子荧光猝灭直观地表现为

特征峰光强与激发光照射时间成指数递减关系，同时，这可

为相关荧光实验的光强能量补偿提供指导意义。

４　结　论

　　分子吸收激发光光子的能力、荧光量子产量及其荧光饱

和与荧光猝灭现象是影响分子荧光发射强度的重要因素，前

两个因素与荧光分子本身的分子结构、化学成分紧密相关，

为选用适当的实验用荧光物质提供依据；而荧光饱和与荧光

猝灭现象的产生机理可为已选定荧光物质的实验研究提供积

极指导。选择具有大光吸收截面和高荧光量子产量的荧光物

质，能有效保证荧光信息强度；确定适中的激发光强度范

围，可避免不必要的荧光饱和现象；特别是，在超高真空环

境下进行荧光观测具有极大的优势，可以忽略不计的氧气含

量，使得分子的荧光猝灭现象极不明显，而与此相对的大气

环境，则会导致较为严重的荧光猝灭。
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