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估算供体-受体对荧光共振能量传递效率的研究
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摘  要  在有机白光 LED的研究中, 能量传递效率计算方法的研究是一项很有意义的工作。作者在总结前

人工作的基础上, 提出了一种利用有机分子发射谱和激发谱估算有机分子荧光共振能量传递( FRET )效率相

对值的新方法, 这种方法的优点是数据处理过程简单, 对实验仪器设备要求不高, 并且不需要通常计算方法

所需的荧光量子产率等参数, 缺点是只能计算能量传递的相对值。利用这种方法计算了甲萘酚、溴甲酚紫、

萤光素钠盐三种能量受体和能量供体核黄素在不同浓度下能量传递效率的相对值, 计算结果与实验结果基

本符合, 验证了此方法的合理性。
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引  言

  在有机光转换白光 LED 的研究中 , 供体-受体对的能量

传递效率的大小对提高光转换白光 LED 的光效有着至关重

要的影响, 能量供体、受体间的荧光共振能量传递是研究者

关心的一个重要问题[1, 2] , 因此对能量传递效率计算方法的

研究是一项很有意义的工作。Gordon[ 3]提出了使用 3 组不同

的滤光片, 分别测量供体、受体以及供体-受体对在各组滤光

片下的荧光强度来计算能量传递效率的方法。骆清铭[ 4, 6]研

究小组改进了 Gordon 的方法, 提出了利用供体和受体各自

的发射谱拟合供体-受体对发射谱来计算能量传递效率的方

法。这些方法的优点是计算精度高, 可以准确计算能量传递

效率数值, 但是计算过程比较复杂, 对实验仪器设备要求比

较高,还需要受体的荧光量子产率等参数, 这对于一些特殊

物质是比较困难的。在有机光转换白光 LED 的研究经常遇

到这样的情况: 有若干种能量供体或受体分子, 只需要这些

供体- 受体对荧光强度的相对大小, 以对有机光转换白光

LED荧光物质的选择提供参考, 而对其传递效率的具体数值

并不关心。因此, 提出一种简单易行, 不需要太多参量的估

算有机分子荧光共振能量传递效率的方法对光转换白光

LED的研究来讲是必要的。本文提出了一种利用有机分子发

射谱和激发谱估算有机分子荧光能量传递效率的简便方法,

利用这种方法计算了甲萘酚, 溴甲酚紫, 萤光素钠盐三种能

量受体和能量供体核黄素, 在不同浓度下能量传递效率相对

值, 并进行了实验验证。

1  原理和方法

  荧光共振能量转移( FRET )仅当受体与供体间的距离小

于 10 nm 且受体的吸收光谱和供体的发射光谱有重叠时才能

发生, 并且随着光谱重叠的增加, FRET 的效率将增高。

在某一波长下 Ki, 供体发射谱和受体吸收谱对应的相对

强度分别为 Y emi, Y exi , 将受体的吸收谱看作对供体发射谱的

调制函数, 在光谱重叠区域 Ka 到 Kb 之间对其乘积进行积分,

即

S = E
K
b

Ka

Y emi @ Y exi (1)

  积分面积 S 在一定程度上就能够反映供体-受体之间

FRET 的效率, 对不同受体的 S 进行排序, 以确定几种供体-

受体之间的 FRET 的效率高低。实际工作中使用 C 语言编程

计算 S。由于物质的激发谱和吸收谱是相似的, 本文用激发

谱代替吸收谱进行计算。

2  实  验

21 1  方法和装置
本文中能量供体均为 21 0@ 10- 4 g # mL - 1的核黄素乙醇

溶液, 能量受体为萤光素钠盐、甲萘酚和溴甲酚紫, 每一种

受体分别配制了三种不同浓度的溶液。为了与理论计算的结



果对照, 实验中又配制了相同浓度的能量受体与能量供体核

黄素的混和溶液。

各溶液的激发谱和发射谱由 RF-5301PC 紫外-可见荧光

分光光度计测得。

21 2  激发波长的选择

为了避免能量供体和受体的激发光谱串扰, 实验中必须

选择合适的激发波长, 使得供体得到最佳的激发, 而受体不

能被激发, 使受体的荧光全部来自荧光共振能量传递, 即实

现选择性激发。

图 1是实验中所用的 9 种能量受体溶液和能量供体核黄

素的激发谱, 虚线是核黄素的激发谱。从谱线上可以看出,

核黄素的激发峰位于 466 nm 处。考察其他 9 种受体在 466

nm 处均几乎没有吸收。因此选择 466 nm 作为激发波长。

Fig1 1  The excitation spectra of donor and acceptors

( dashed is the donor ribof lavin)

21 3  光谱的测量和计算

利用 RF-5301PC 紫外-可见荧光分光光度计自带的程

序, 将图 1 中各种能量受体的激发谱和能量供体核黄素的发

射谱导出为数据文件, 导入计算程序, 按照 ( 1)式计算乘积

积分面积 S 如下。

Table 1  The integral area of donors with

different concentrations

物质 浓度/ ( g # mL- 1 ) 乘积积分面积 排序

萤光素钠盐 8@ 10- 4 120 497 1

4@ 10- 4 116 258 2

2@ 10- 4 115 294 3

甲萘酚 4@ 10- 5 38 605 1

8@ 10- 6 20 064 3

11 6@ 10- 6 35 180 2

溴甲酚紫 4@ 10- 5 92 432 2

8@ 10- 6 143 570 1

11 6@ 10- 6 76 755 3

  实验中, 萤光素钠盐的实验条件设置为: 狭缝宽度 31 0

nm(带通) , 灵敏度: 低; 甲萘酚和溴甲酚紫的条件设置为:

狭缝宽度 51 0 nm, 灵敏度 : 高。实验条件设置不同是由于选

择相同条件时, 甲萘酚和溴甲酚紫的激发谱非常微弱, 与光

谱仪的噪声难以区分, 所以加大狭缝宽度和使用高灵敏度测

量。

21 4  实验验证

  如果本文提出的方法是可行的, 那么乘积积分面积 S 越

大, 能量传递的效率也就越高, 相应混和溶液的荧光就越

强, 即发射谱的积分面积就越大。实验中采用前述 466 nm

蓝光作为激发光, 使用 RF-5301 紫外可见荧光分光光度计测

量了上述 9种能量受体和核黄素混和溶液的发射谱, 并利用

光度计的积分程序分别计算了各种浓度下能量受体的发射谱

面积。

( a)萤光素钠盐

图 2 中按峰值由高到低, 浓度分别为 8 @ 10- 4 , 4 @
10- 4 , 2@ 10- 4 g # mL- 1的萤光素钠盐溶液的曲线, 表 2 是计

算结果。

Fig1 2 The emission spectra of fluorescein
sodium in the mixture

Table 2 Integral area of fluorescein sodium in the mixture

浓度/ ( g # mL- 1 ) 积分面积 排序

8@ 10- 4 19 811 1

4@ 10- 4 16 405 2

2@ 10- 4 13 177 3

  ( b)甲萘酚

图 3中, 按峰值由高到低, 浓度分别为 4@ 10- 5 , 11 6 @
10- 6 , 8@ 10- 6 g # mL - 1的甲萘酚溶液的曲线, 表 3 是计算

结果。

  ( c)溴甲酚紫

  图 4中, 按 550 nm 处的峰值由高到低, 浓度分别为 8 @
10- 6 , 4@ 10- 5 , 11 6 @ 10- 6 g # mL - 1的溴甲酚紫溶液的曲

线, 表 4 是计算结果。

Fig1 3  The emission spectra of A-naphthol in the mixture
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Table 3 Integral area of A- naphthol in the mixture

浓度/ ( g # mL- 1) 积分面积 排序

4@ 10- 5 34 627 1

8@ 10- 6 54 39 3

11 6@ 10- 6 11 771 2

Fig1 4 The emission spectra of bromocresol

purple in the mixture

Table 4  Integral area of bromocresol purple in the mixture

浓度/ ( g # mL- 1 ) 积分面积 排序

4@ 10- 5 23 166 2

8@ 10- 6 24 211 1

11 6@ 10- 6 8 631 3

3  结  论

  综合上述结果, 对于核黄素与萤光素钠盐、甲萘酚、溴

甲酚紫, 采用本文提出的通过供体发射谱和受体激发谱估算

有机分子之间的共振能量转移效率的方法所得的结果与实验

结果吻合, 充分证明了: 如果乘积积分面积越大, 显然能量

传递的效率也就越高, 那么相应混和溶液的荧光就越强, 即

发射谱积分面积就越大。因而本文提出的方法是可行的。能

量传递在高分子材料(有机化合物和生化材料)的研究中是重

要的课题[ 7]。所以本工作很有实际意义。
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Investigation of Calculating the FRET Efficiency of Donor-Acceptor Pair

WANG Jin, WANG Jing * , SUN Y-i hong , MENG J-i w u

Optics and Opto electronics Laborat ory , Ocean Univ ersity of China, Q ingdao  266071, China

Abstract  The research on the method of calculating FRET eff iciency is impor tant to o rg anic w hite LED research. In the pr esent

article, a new method of calculat ing the FRET efficiency o f dono r- accepto r pair by means of emission and excitation spectr a was

investig ated. This method is easy to use to pr ocess dat a, needs only normal experiment equipments and doesn. t need the par ame-
ter s such as fluo rescence quantum yield. However it can only be used to calculate comparative result. With this met hod, the

FRET efficiency of fluor escein sodium, A-naphtho l, br omocreso l purple and riboflavin w ith differ ent concentr ations was studied,

and the results match t he exper imental r esults completely , so this method has pr oved to be reasonable.

Keywords Emission spectrum of donor ; Excitation spect ra of accepto r; Efficiency of fluorescence r esonance ener gy transfer

( FRET ) ; Assessment method of product integr al
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