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摘 　要 　荧光关联谱方法凭借其独特的对溶质浓度及扩散系数的测量能力 , 在对复杂系统的分子物理化学

性质测量方面 , 不断扩大和深化其应用领域。但是从经典上 , 传统的荧光关联谱数据处理方法容易在拟合自

相关曲线的参数时引入一定的误差 , 而且图表上的直观信息不多。针对以上问题 , 在文章中作者尝试用带有

微分的数据处理办法 , 来更直观地估测参数并判断荧光多组分问题。经典自相关曲线处理后的微分曲线 , 有

特异的波谷位置、深度和半深宽度 , 由此可判断特征扩散时间和多荧光成分的组分数目。此改进方法为利用

荧光涨落谱方法测量生物组织体内的复杂环境提供帮助。
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引 　言

　　荧光关联谱 (fluorescence correlation spect roscopy , FCS)

方法是一项近年来发展迅速的实验方法 , 已经在化学、生命

科学等领域逐渐显示出它广阔的应用前景 [1 , 2 ] 。荧光关联谱

技术测量的是粒子位于一个非常小的激光激发区域时所发出

的荧光 , 通过分析荧光光强涨落数据的自相关函数得到粒子

扩散系数、溶液浓度等信息。荧光关联谱测量与传统的测量

方法比较 , 其优点主要在于 : 很高的灵敏度 (可以达到单分

子探测的水平) ; 测量对系统基本无干扰 ; 可以进行实时监

测等。这些优点尤其适用于生物科学的研究 [325 ] 。

但是 , 目前绝大多数 FCS 实验的数据处理办法还是几十

年前的方法。这种在横坐标采用对数坐标的图中拟合自相关

曲线的方法虽然经典 , 但是一些信息不能直观的准确得到 ,

如特征扩散时间τD 和溶液荧光组分个数这些参数。拟合曲

线时 , 实验者需要根据自相关曲线形状估计τD , 再作为拟合

参数的初始值。特征扩散时间对数据曲线形状极敏感 , 数据

质量差会导致特征扩散时间有很大的不确定度 [6 ] 。而 FCS 方

法对复杂体系 , 如生物样品 , 容易产生背景叠加 [7 ] , 强光导

致的三重态和漂白效应 [8 ] 等系统误差 , 导致曲线质量的下

降。另一方面 , FCS 方法对多组分样品的识别率较低。目前

在信噪比很好 [9 ]而且各组分的特征扩散时间相差一个量级以

上的情况下 , 自相关曲线最多可以进行三组分拟合 , 更多组

分的拟合人眼几乎不能识别 , 而且计算机拟合时有很多发散

值 , 无法进行。更重要的是即使计算机可以多组分拟合该曲

线 , 很多时候 , 实验者无法直观从自相关曲线上判断荧光组

分的数目 , 也就无法进行下一步的参数拟合。这是因为不同

荧光组分数目的问题有不同的拟合公式 , 对同一数据用错误

公式拟合的结果完全不确定。所以如何判断样品中组分的个

数是一个很麻烦的问题。而通过本文中对对数坐标图中自相

关曲线求导 , 会比直接观察法便于识别组分的个数。

本文主要针对上述问题 , 从数据处理角度提出一些改进

办法。通过理论计算 , 在处理过的自相关曲线的微分曲线

上 , 挖掘其物理含义和作用。在比较中发现该方法比传统方

法的优势 , 并通过实验实例证实了该改进方法的效果。

1 　理论部分

　　平衡体系的溶液中 , 在激光束照射的聚焦区域内 , 由于

扩散、化学反应等过程变化的发生 , 分子随机地进出该区域

或是从一种分子变成另一种分子时 , 探测到该区域中的被激

发荧光将出现一定的涨落。引起这种涨落的本质由宏观的物

理参数如扩散系数、化学反应常数等决定。相应的变化过程

可通过对应的参数方程表征。如扩散过程将遵循扩散方程 ,

可由扩散系数表征。因此 , 研究分子数的自然涨落能够反映



出变化过程本身的一些信息 , 进而求出相应的物理参数 , 而

研究这种自然涨落的有效方法便是相关分析。

在数学上是用自相关函数来表示信号与它自身相移以后

的相似性。规一化后的定义为 ,

φ(τ) =∫
∞

0
f ( t) f ( t +τ) d t

∫
∞

0
f ( t) 2 d t

(1)

上式的物理概念是 f ( t) 与其相对延迟时间τ的 f ( t +τ) 来比

较 ,

如二者不相关 , 则乘积的积分为 0 ;

如二者完全相关 ; 则相乘积分后自相关函数为常数 1 ;

如二者不完全相关 , 则乘积的积分为 0 , 1 之间某一常

数。

因此 , 自相关函数的大小可用来表征 f ( t) 与自身延迟后

的 f ( t +τ)的相关性 , 故称为自相关函数。

荧光强度涨落的规一化自相关函数为

G(τ) =
〈δF ( t +τ)δF ( t) 〉

F2
(2)

式中δ( F) ( t) = F( t) - �F 为荧光强度涨落函数 , F =〈 F〉为荧

光强度平均值。考虑到激光焦点区域的光强呈三维高斯分

布 , 通过某组分 i 的自由扩散扩散方程 :

5δC i ( �r , t)
5 t

= D i ¨2
i C i ( �r , t)

可以计算得到荧光关联谱在单组分扩散问题中的二维和三维

自相关函数表达式分别是 [10 , 11 ]

G2D (τ) = G0 1 +
τ
τD

- 1

+ 1 (4)

和

G3D (τ) = G0 1 +
τ
τD

- 1

[1 + (ω0 / z0 ) 2 (τ/τD ) ] - 1
2 + 1 (5)

式中τ是自相关函数的自变量 , 即时间间隔 ,τD 为特征扩散

时间。激光焦点的光腰半径和光轴向尺度半径分别表示为ω0

和 z0 , 而 G0 是一个与截距有关的常数。具体推导参见文献

[10 ]。

111 　确定特征扩散时间

对于二维自相关函数式 , 不难从图 1 中发现τ=τD 是自

相关曲线的半高值点 , 但实际实验中所测得曲线的靠 y 轴一

段 , 一般都不能保证水平 , 故不易通过得到准确的轴高值来

估计τD 。经过简单计算还可发现τ=τD 还是对数坐标图中自

相关曲线的形状在线型坐标下的斜率极值点 , 如图 2。由此

启发 , 如果对对数坐标图中自相关曲线的形状求导 (将原对

数横坐标值作一次 10 为底的对数运算 , 使新横坐标为线性

而且曲线形状不变) , 那我们可以很直观而且准确的在谷底

处找到τD 值 , 如图 2。曲线表达式为

-
τD G0

(τD + 10τ3 ) 2 ×10τ3 ln10 (6)

其中 10τ3 =τ。

当实验数据曲线的两个近水平端的质量不佳 , 曲线不平

滑时 , 只要τ=τD 附近的数据曲线质量尚好 , 就可以准确得

到波谷处的特征扩散时间τD = 10τ
3

; 而在一般经典方法里 ,

曲线上任意一小段的质量问题 , 都很可能导致拟合曲线的较

大不确定性和随之产生的τD 误差。

112 　还原自相关曲线

进一步地 , 由式经过一些运算 , 可以得到以下两个结

果 : 设波谷纵坐标为 - a , 那么

G0 = 4 a/ ln10 (7)

图 1 的曲线截距为 1 + G0 。从而由波谷处的一点 , 完全还原

了原图 1 中的标准自相关曲线 , 并得到了目标荧光组分的浓

度和扩散系数 ; 另外 , 图 2 中波谷形状的半深宽为 1153。此

半深宽的意义将在下节文中述及 , 它可以作为多组分荧光关

联谱问题中判断荧光组分数目的辅助标准。

113 　确定荧光组分数目

构造双组分的自相关曲线。如果用直接观察法 , 在两组

分浓度为 1 ∶1 时 , 在对数坐标内判断特征扩散时间相差 50

倍左右的双组分问题比较勉强 ; 而采用新方法 , 可以判断出

特征扩散时间相差 20 倍左右的等浓度双组分问题 , 如图 3 ,

是等浓度的双组分样品自相关曲线的求导曲线。在两个谷值

之间有一个小峰 , 明显是双组分的特征。如果考虑到单组分

问题的波谷半深宽为 1153 , 则即使谷底间的小峰由于谷底间

隔缩短而湮灭 , 也可以判断是否为双荧光组分。这样 , 从理

论上说 , 可以将特征扩散时间的相差倍数减小到 10 以下 (此

时半深宽约 212) 。

　　在两荧光组分浓度为 9 ∶1 时 , 对于理论生成曲线 , 如果

在对数坐标内直接观察 , 可以判断出特征扩散时间相差 300

倍左右的双组分问题 ; 而采用新的求导法 , 可以判断出特征
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扩散时间相差 100 倍左右的双组分问题。图 4a 是两组分浓

度为 9 ∶1 时 , 双组分样品自相关曲线的求导曲线。两组分浓

度为 1 ∶9 时 , 求导曲线完全轴对称 (图 4b) 。

114 　三维扩散问题适用性

需要说明的是在三维自由扩散模型中 , 尽管 (5) 式的形

式比二维模型时式 (4) 复杂很多 , 但经过数值计算发现 , 在

对数坐标图中自相关曲线形状的斜率极值点处 ,τ与τD 的比

值在 0195 与 0198 之间 (ω0 / z0 值一般在 1/ 3 左右 , 计算中取

1/ 3) , 可认为两者基本相等。上述对二维问题的处理方法仍

有效 , 且结论基本相同。

2 　实验部分 [11 ]

　　FCS 实验装置基于一台 Nikon TE2300 倒置显微镜 , 激

发光源选用氩离子激光器 ( Ion Laser Technology , Model

5425)作为探测光源 , 波长分别为 488 和 514 nm。具体实验

中选用波长为 488 nm , 输出功率约为 7 mW。激光的聚焦和

荧光的收集选用数值孔径为 114 的 60 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。数据处理记录

部分 : 荧光信号收集选用雪崩二极管单光子计数模块 ( Per2

kin2Elmer 公司 , SPCM2AQR214FC) , 其暗计数约为 50 cps

(Count s per second) , 信号窗前样品共轭像处放置 25μm 大

小的小孔 , 也叫共焦小孔 [12 ] , 可以滤除焦点外杂散光。采用

相关卡 (Correlator 公司 , Flex99R2160) 作硬件相关处理 (内

置修正 Afterpulsing 效应算法 [13 ] ) 。

实验中使用经过净化处理的自制的玻璃底小皿 , 荧光样

品使用的荧光小球 (Molecular Probes 公司 , FluoSpheres , F2
8888)半径为 44 nm。为防止小球凝聚 , 我们在溶液中加入了

分散剂 Tween80 (Altas Chemicals Indust ries 公司) , 实验前

还对溶液进行超声处理 , 并利用滤膜过滤掉聚集生成的大粒

子。

3 　结果与讨论

　　首先 , 把相关卡输出的相关曲线数据点 , 用经典方法在

Origin 软件内用 (5)式拟合 , 拟合参数为 G0 和τD , ω0 / z0 , 经

标定取 0133。图 5 为自相关数据点和拟合曲线 , 该自相关数

据质量一般 , 数据的左端起始端并不水平 , 另外自τ= 0102

开始以右的数据点不再平滑。这些问题将导致一定的特征扩

散时间误差。

　　该数据在中间下降段也就是τ=τD 附近的数据比较平

滑 , 故适用于理论部分 111 节确定特征扩散时间的方法。由
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于要使微分曲线比较理想 , 需要原自相关数据在τ=τD 附近

的平滑程度较好而且数据点较密集 , 而我们的数据相关卡输

出的相关数据只能基本满足上述条件 , 故图 6 中的微分曲线

在波谷附近也有一些抖动。微分曲线左右两端较大的抖动是

自相关数据左右两端不平滑导致的 , 对判断特征扩散时间和

波谷半深宽没有影响。我们采用相邻 10 点傅立叶过滤法 , 滤

除波谷附近的抖动 , 得到的最终曲线 (图 6) 和理论上的图 2

类似。它的谷底横座标约为 - 218 , 所以τD ≈ 10 - 218 ≈

01001 6 ; 波谷半深宽约 116 , 与单组分理论值 1153 基本相

等 , 故验证该自相关数据属于单荧光组分问题。

遗憾的是 , 由于我们的相关卡及其他一些系统固有条

件 , 数据的信噪比未达到能够运用新方法研究双组分问题的

量级。所以目前只能停留在用新方法研究双组分的理论生产

曲线上 , 对双组分问题真实实验曲线的应用 , 在技术上进一

步提高信噪比才有实际意义。

4 　结 　论

　　本文从理论计算出发 , 提出了一种引入微分曲线的新的

数据曲线处理方法 , 一方面它能够从直观上更有效地估测特

征扩散吮间 , 另一方面它还可以作为判断荧光组分数目的有

效辅助方法。而且 , 实验证实在某些情况下 , 它可以比经典

的拟合曲线法更准确的给出特征扩散时间 , 完全可以作为经

典 FCS 数据处理办法的一个有益补充。
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Improved Data Processing Method of Fluorescence Correlation
Spectroscopy
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Abstract 　By the unique ability of measuring concentration and diffusion coefficient , fluorescence correlation spect roscopy ( FCS)

has kept enlarging and deepening it s application fields which need measuring physicochemical properties in complex mixtures.

However , the classical data processing method in FCS generally induces errors in the fitting parameters , and the intuitionistic in2
formation in the chart is little or confused. Aiming at the above problems , we tried a new data processing method with differenti2
al t reatment to find out whether it has multi2fluorescent2components and estimate the parameters intuitionally in the chart . The

differential curves of t reated autocorrelation curves have various positions , depths and full widths at half depth of the t rough , by

which the characteristic diffusion time and the number of the fluorescent component s are decided. This improved processing

method provides help for the FCS measurement in complex environment of life.

Keywords 　Fluorescence correlation spect roscopy ; Data processing ; Differential curve ; Parameter estimation ;

Multi2fluorescent2component s
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