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荧光寿命的正弦调制测量法及分析
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摘　要　设计并制作了光强调制度和频率可调的发光二极管驱动电路 , 应用这种激励源激发荧光样品

Eu2L′3·nH2 O (L′= C4 H4 O4 ) , 测量了激发光和 Eu3 +离子的5 D0 —7 F2 发射光的波形。实验得到的数据用按

照相位法测量荧光寿命的原理用非线性最小平方曲线拟合 , 得到 Eu3 +离子激发态 5 D0 的寿命约为 01680

ms。讨论了光源调制中的高次谐波分量对测量结果的影响以及寿命具有一定分布的多指数衰减体系的测量

和处理方式 , 提出应用傅里叶级数展开处理数据的修正方法 , 以扩大相位法测量荧光寿命的适用范围 , 得到

更准确的荧光寿命值。
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引　言

　　荧光寿命是反映物质光物理或光化学过程特性的重要参

数 , 它的测量是一种重要的光谱技术。通常 , 测量瞬态过程

需要用持续时间远小于被测过程特征时间的脉冲激发源 [1 ] ,

根据时间分辨率的不同 , 采用不同测量技术 [224 ] , 设备比较

复杂。虽然这些技术用于发光呈单指数形式衰减的样品已经

很多年了 , 但是比较好的还是相移法 [5 ]。

相移法是利用相位变化测量荧光寿命 , 不同于脉冲法 ,

它要求的仪器相对简单 [4 ]。激发源常采用正弦调制的光源 ,

频率和调制度在一定范围内可调。样品被激发后发出的荧光

也是调制光 , 不过相位和调制度相对于激发光都有了变化。

测量这些变化 , 就可以解析出荧光寿命。由于设备相对简

易 , 现代用于生物技术、物理化学实验等领域的荧光计很多

都是以这种相移法为基础的 [6 , 7 ]。本文设计制作了一个正弦

调制的 L ED光源 , 用这个光源激励样品 , 得出荧光寿命。对

这种测量技术中如何处理光源调制的中高次谐波分量的影响

以及衰减过程的多指数性进行了讨论。

1　原　理

111　单指数衰减

对于单分子发光过程 , 用一个短脉冲光δ( t)激发样品

后 , 发光强度随时间按指数规律衰减

I ( t) = I0 e - t/τ (1)

荧光寿命τ是发光强度衰减到初始值 I 0 的 1/ e时所需的时

间。

一般 , 如果一个线性系统在δ( t) 激发下的响应为 K( t) ,

那么 , 这个系统对任意形式的均匀弱激发 e( t) 的响应 F( t)

可以表示为 [8 ]

F( t) =∫
t

0
e( t′) K( t - t′) d t′= e( t) 3 K( t) (2)

即 F是 e和 K的卷积。这个关系可以用 Laplace变换写为

F̂( s) = ê ( s) K̂ ( s) (3)

　　对于 (1)式描述的体系 ,

K( t) = e - t/τ , K̂ ( s) =
1

s + 1/τ
(4)

112　由调制度的变化 m和相位差Φ得到τ

设激发光是正弦调制的

e( t) = A 1 +
B
A

sin (2πf t) (5)

调制度ξ0 = B/ A。对 e( t) 激发下 (4)式描述的体系 , 由 (2)或

(3)式可以得出在稳定状态下它的发光强度正比于

F( t) =
B/ A

1 + (2πf ) 2τ2
sin[2πf t - arctan (2πfτ) ] =

ξ1 sin (2πf t - Φ) (6)

　　在 e( t) 激发下稳态发光 F( t) 随时间的变化见图 1。

由调制度的变化

m =
ξ1
ξ2

=
1

1 + (2πfτ) 2
(7)
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可以得到荧光寿命

τ=
m - 2 - 1
2πf

(8)

同样 , 由发射光相对于激发光的相位延迟Φ, 也可以得到

τ=
tan (Φ)

2πf
(9)

2　实验

211　仪器设备与实验方法

实验装置主要包括发光激励源、荧光信号探测系统和数

据采集记录系统 (见图 2) 。L ED是发光激励源 ; 光谱仪、光

电倍增管及其电源组成了荧光信号探测系统 ; 示波器和计算

机构成数据采集记录系统。

　　根据移相法的要求 , 我们自行设计制作了 L ED发光激

励源的驱动电路 , 使发光二极管发射具有一定频率和调制度

的正弦光波。电路由以文氏电桥振荡器为基础的可调频率的

正弦波产生电路、电位提升电路、正弦波幅度调节电路以及

发光二极管驱动电路四部份组成。

212　样品

实验中所采用的样品为 Eu2L′3·n H2 O (L′= C4 H4 O4 ) ,

激发光激发 Eu3 + ,测量它的5 D0 —7 F2 发射 ,对应波长为 622

nm。

213　实验过程

紫色发光二极管发出的 408 nm的调制光波照射到荧光

样品上 , 激发样品产生荧光。将光谱仪调节在发射光谱的峰

值位置 , 光电倍增管输出的电信号进入数字示波器 , 显示出

发光波形 , 输入计算机进行数据处理。

激励光源的正弦电流信号作为示波器的触发信号。激励

光的波形也用这个系统测量和处理。

214　数据处理

以合适的拟合函数式 , 利用 Origin软件的非线性最小平

方拟合来处理数据 [9 ] , 可以直接从拟合参数中得到荧光寿

命。

由于触发电平的影响 , 激发光波形在示波器上具有初相

位 2πf t0 , 因此用函数

e( t) = A + B1 sin[2πf ( t - t0 ) ] (10)

拟合。参数 A 表示直流分量 , B1 为调制波的振幅 , f 是调制

波的频率 , 所有参数均可通过拟合确定。拟合得到 A =

016401 1 ±01000 35 , B1 = 01596 89 ±01000 52 , f =

1921568 4 ±01085 2 Hz , t0 = ( - 01 340±01001) ms。

　　发射光的波形用函数

F( t) = k{ A +
B1

1 + (2πfτ) 2

sin[2πf ( t - t0 ) - arctan (2πfτ) ]} (11)

拟合 , 式中 k为比例系数 ,τ就是荧光寿命。参数 A , B1 , f ,

t0 用对激发光波形拟合得到的数值 , 拟合发光波形得到 k =

11254 ±01006 , 样品 Eu2L′3·n H2 O (L′= C4 H4 O4 )中 Eu3 +

离子激发态5 D0 的寿命 (τ= 01680±01 002) ms。

拟合结果见图 3。

Fig13　Fitting result , assuming the excitation

waveform contain only basic frequency
F( t) , ○: exp ; ┅┅: fit ted ; e( t) , ●: exp ; ———: fit ted

3　讨　论

311　激发波形中的高次谐波

正弦调制测量荧光寿命所使用的激励源 , 理想情况下应

当是简谐振荡调制的 , 其输出波形成标准正弦 , 只有频率 f

的基频成分。实际上 , 由于电路中的非线性以及发光二极管

亮度———电压特性的非线性 , 实际的调制信号中 , 除基频 f
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外 , 往往还含有高频 2 f , 3 f 等高次谐波成分。高频成分的出

现 , 将导致调制度 m以及相位差Φ发生变化 , 从而影响结

果。

如果忽略激发中的高频分量而将其而视为只有基波 , 高

频 2 nπf 对“(2 nπf )τ”的贡献转化为只含有唯一频率的

“2πf ( n)τ”。因此 , 如果处理中忽略了激发中含有的高次谐

波分量 , 将使荧光寿命的测量结果比真实值偏大。但并未见

有关这方面的讨论内容被报道。在以下的处理中 , 作者考虑

了激发波形中含高次谐波的情况。

把激发光波形作傅里叶展开 , 得到如图 4所示的频谱。

Fig14　The spectrum of the excitation waveform

　　用具有频率高阶量这样的电路去驱动发光二极管发光

时 , 将会对测量的结果造成影响。一般 , 按照傅里叶级数展

开 , 激发波函数写为

e( t) =
A0

2
+ ∑
∞

n = 1

( A ncos2 nπf t + B n sin2 nπf t) (12)

合并同频率项并简化 (12)式 , 有

e( t) = 1 + ∑
∞

n = 1

an sin (2 nπf t + <n) (13)

傅里叶级数中各量之间有如下关系 : an =
2

A0
A 2

n + B2
n , <n

= arctan
A n

B n
。相应地 , 发射波函数是

F( t) = 1 + ∑
∞

n =1

an m n sin (2 nπf t + <n - Φn) (14)

其中Φnarctan2 nπf t , mn =
1

1 + (2πfτ) 2
, 是第 n阶高频造

成的相位差及调制度变化。最终可观测的波形是各个傅里叶

成分的叠加。为消除高次谐波的影响 , 我们可以对数据作这

样处理 : 用 (13) 式拟合激发波形 , 确定直流分量、基频 2πf

以及直到某个适当的 N 的各阶 ( n = 1 , 2 , ⋯, N) 分量的幅

度 an和相角 <n。用 (14) 式和已经确定的 2πf , an , <n来拟合

发射波形 , 确定唯一的变量τ。从而在高次谐波不可忽略的

情况下得到更准确的荧光寿命值。

对波形实际作傅里叶展开时 , 求和上限只能取到有限值

N。由于测量中存在着噪声的影响 , 过大的 N 并没有实际意

义。而且 , 在这种用相位法测量寿命的方法中 , 要求激发源

有良好的简谐性 , 高次谐波的影响是次要的。我们的实验

中 , 二次以上高次谐波的功率与总功率的比为 ,

∫
1/ f

0
[ e( t) - (1 + ∑

2

n = 1

an sin (2 nπf t + <n) ) ]2 d t

∫
1/ f

0
[ e( t) ]2 d t

= 01323 %

所以 N ≥3的高次谐波引起的误差不会超过 01323 %。我们

取 N = 3。按照 (13)式拟合激发波 , 确定参数项 f , 以及 an和

<n ( n = 0 , 1 , 2 , 3) , 进而利用 (14) 式拟合发光波形确定比例

系数 k和寿命τ。拟合结果如图 5 所示。这样得到的τ =

(01670±01002) ms。正如我们在上面所分析的 ,与把激发波

看作简谐波得到的结果比较 , 得到的τ略有减小。

Fig15　Fitting result , taking high order ( up to 3) harmonics

of the excitation waveform into account

F( t) , ○: exp ; ┅┅: fit ted ; e( t) , ●: exp ; ———: fit ted

　　应用傅里叶级数展开处理数据 , 将使得在高次谐波不可

忽略的情况下得到更准确的荧光寿命值。

312　非指数/多指数衰减的发光体系

荧光样品发光强度比例于激发光源强度 , 并假设发光衰

减呈单指数形式 ,相位延迟Φ和荧光寿命τ的关系才能用 (9)

式描述。当发光多指数形式衰减或具有多个单指数衰减的发

光中心时 , 其处理方法显然不能与前相同。在本文中 , 设荧

光体系中有 N种发光中心 , 每种中心的概率为 Pj , j = 1 , 2 ,

⋯, N , ∑Pj = 1。这 N 种发光中心各自按指数规律衰减 ,

寿命分别为τj 。在均匀弱激发下 , 宏观上观测到的发光为

F( t) = ∑
N

j

P j e - t/τ (15)

式中 Pj ,τj 分别为荧光体系的第 j 个指数分量的幅度以及衰

减时间。用角频率 2πf k 的简谐波调制的激发源激发 , 用第 1

节的方法分析 , 我们得到 , 发光波形与激发源的相位差以及

调制度变化分别为

Φk = arctan
Ik

R k
(16)

mk = R2
k + I2

k (17)

其中

Ik = ∑
N

j

2πf k P jτj

1 + (2πf kτj ) 2 (18)

Rk = ∑
N

j

P j

1 + (2πf kτj ) 2 (19)
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由每个频率 2πf k , 可以得到 (16) 和 (17) 式两个含有 2 N个未

知数的方程。改变频率 2πf k , 进行 M次测量 ( ( k = 1 , 2 , ⋯,

M) ; M > N) , 就可以通过拟合得到 Pj 和τj 。

在实际测量荧光寿命时 , 往往不清楚样品体系的具体情

况。因而需要采用一系列调制频率重复试验 , 得到的数据按

照以上叙述的方法处理。这种方法极大地增加了结果的真实

可靠性 , 尤其是适用于非指数/多指数衰减的发光体系。

4　总　结

　　正弦调制频率及调制度与荧光寿命的关系可以用具体表

达式来描述。非线性最小平方曲线拟合处理实验数据得出荧

光寿命。正弦调制频率在很大的范围连续可调 , 相应地 , 能

够检测的荧光寿命量级就较宽。从讨论中看出 , 激发波形中

的高次谐波分量对测量结果的有一定影响 , 提高简谐度或者

多阶拟合都有助于得到更准确寿命值。多指数衰减在测量中

的宏观表现为单一寿命值 , 改变正弦调制函数的频率多次测

量 , 将能够得出寿命具有一定分布的体系的衰减寿命分布。

解决了高次谐波分量以及多指数衰减体系对测量结果存在影

响的问题 , 提高使用正弦调制的相移法的适用性。
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The Analysis of Sinusoidal Modulated Method Used for Measuring
Fluorescence Lifetime

FEN G Ying , HUAN G Shi2hua 3

Institute of Optoelect ronics and Technology , Beijing Jiaotong University , Key Laboratory of L uminescence and Optical Informa2
tion Minist ry of Education , Beijing　100044 , China

Abstract　 This paper has built a system with a sinusoidal modulated L ED as the excitation source. Such exciter was used upon

the sample Eu2L′3 ·n H2 O (L′= C4 H4 O4 ) . Both the excitation light and the 5 D0 —7 F2 emission of Eu3 + ion were measured. Flu2
orescence lifetime , which approximate to 01680 ms , can then be obtained f rom the measured excitation and fluorescence wave2
forms by non2linear least square curve fitting based on the principle of phase2shif t measurement of fluorescence lifetime. Data

processing methods considering respectively the high order harmonics in the modulation and multi2exponential decay of the fluo2
rescence were discussed. A method of utilizing Fourier series expandedness to amendatory the result was put forward. Accord2
ingly , the applicability for phase2shif t method was expanded as well as a more exact result was acquired.

Keywords　Fluorescence lifetime ; Phase2shif t method ; High2order harmonics ; Multi2exponential decay
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