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摘要　提出一种利用高斯函数来表征基于扫描相机的时域荧光测量系统脉冲响应的方法，建立了数学模型，用以

描述系统所采集到的时域荧光衰减曲线。用高斯函数对所建立的时域荧光寿命测量系统的脉冲响应函数进行拟

合处理，拟合优度达到０．９９５以上；利用所建立的数学模型对标准荧光染料玫瑰红的测量数据进行拟合处理，拟合

优度均值达到０．９９６以上，荧光寿命标准差仅有１．７ｐｓ。实验表明，利用所建立的数学模型处理基于扫描相机的

时域荧光寿命测量数据，具有良好的稳定性和准确性。这种方法提高了系统测量的精度，简化了解卷积运算，只要

用多个高斯函数描述脉冲响应函数就可以用于其他时域荧光寿命分析及荧光寿命成像技术中。
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１　引　　言

荧光寿命成像（ＦＬＩＭ）是近年来发展起来的一

种新型生物医学成像技术。荧光寿命是荧光分子在

激发态的平均滞留的时间，它是处于特定环境条件

下的荧光分子所有的固有特性，其测量不受激发光

强度、荧光分子的浓度和光漂白等因素的影响，而只

与荧光分子所处的微环境有关［１，２］，因此荧光寿命

的测量和成像可用于对细胞内微环境中的许多生物

物理、生物化学参数如 ｐＨ 值
［３，４］、离子浓度（如

Ｃａ２＋、Ｋ＋等）
［５，６］、氧压［６，７］、溶液疏水性及猝灭剂［８］

ｓ１０８００１１



中　　　国　　　激　　　光

（如碘化物、丙烯酰胺）等的分布进行定量测量。

荧光寿命的测量方法有两种，即时域法和频域

法。由于频域法在测量多组分荧光寿命时具有一定

的局限性，近年来，随着超快激光技术和探测手段的

不断发展，目前使用较多的是时域法。常见的时域

法有时间相关单光子计数技术（ＴＣＳＰＣ）
［９］和扫描

相机测量法［１０］。其中，扫描相机测量法具有皮秒级

的时间分辨率，而且灵敏度高、采集速度快。目前，

基于扫描相机的荧光寿命成像技术已成为研究活细

胞内蛋白质分子之间相互作用以及细胞微环境变化

的重要工具［１０～１２］。

利用扫描相机所采集到的信号是荧光强度随时

间变化的，但是这个结果并不能真实地反映荧光强

度的衰减规律，也就无法通过数据拟合求出真正的

荧光寿命。假设测量系统和荧光发射均为线性系

统，实际测量得到的曲线则是激发光脉冲、系统响应

函数与实际的荧光衰减曲线三者卷积的结果。所

以，通常情况下，为了还原出真实的荧光衰减曲线，

需要对信号进行解卷积处理。同时，由于某些样品

对入射激光有散射作用，也会影响到最终的测量结

果，对此也需要用一定的方法进行处理。

常见的解卷积方法包括：最小二乘法、调制函数

法、傅里叶变换法、Ｌａｐｌａｃｅ法和矩量法等。其中最

小二乘法预先设定系统的脉冲响应函数，与理论的

衰减函数卷积后，再对数据进行拟合。根据文献报

道［１３］，最小二乘法和调制函数法在双组分拟合中表

现较好，而最小二乘法在信号畸变严重的情况下得

到的结果最为满意。此外，在实验中发现，基于扫描

相机测量系统的脉冲响应函数非常稳定，因而可以

预设一个固定的脉冲响应函数。这样，在利用最小

二乘法解卷积并拟合时，并不会增加拟合变量。因

此，选择最小二乘法解卷积能够提供较高的精度，并

且可以简化解卷积的运算。

在对所建立的基于扫描相机的荧光寿命测量系

统研究的基础上［１０］，本文提出了用于描述该系统脉

冲响应函数的数学表达式，并将该表达式与散射效

应结合，推导出适用于该系统的荧光寿命分析的拟

合表达式。对实际测量到的荧光衰减数据进行处

理，验证了算法的精度。

２　公式推导

对于单组分样品，其荧光强度的衰减在理论上

可用单指数函数表示为

犐（狋）＝犐０ｅｘｐ（－狋／τ）， （１）

式中犐（狋）是样品在受到光脉冲激发后狋时刻的荧光

强度，犐０是狋＝０时的荧光强度，τ为荧光分子的荧光

寿命，也就是荧光强度衰减到初始值犐０ 的１／ｅ时所

需要的时间。如果样品是多组分的，则其荧光强度

一般可用单指数函数的和表示为

犐（狋）＝∑
狀

犻＝１

犪犻ｅｘｐ（－狋／τ犻）， （２）

式中狀是样品的组分数，τ犻 为第犻种组分的荧光

寿命。

利用扫描相机测量荧光寿命时，要用皮秒或飞

秒激光脉冲作为光源激发样品。由于系统响应时间

的影响，所采集到的信号是系统的脉冲响应函数与

实际的荧光强度曲线的卷积［１４］，即

犉（狋）＝犌（狋）犐（狋）， （３）

式中犌（狋）是系统的脉冲响应函数。在实际测量时，

脉冲响应函数是由系统的响应速度与激光脉冲形状

共同决定的，可以通过实验测量。通过对所建立的

基于扫描相机的荧光寿命测量系统［１０］的实际观测

和研究，发现其脉冲响应函数可以近似用高斯函数

表达为

犌（狋）＝犃ｅｘｐ
狋－犫（ ）犮

２

， （４）

式中的犃、犫和犮是系统脉冲响应函数犌（狋）中的参

量，犫表示的是系统响应的初始时刻。

如果样品对激发光有散射，那么最终得到的信

号还需要加上散射的影响。由于样品发生散射的时

间相对于荧光寿命来说非常短，可以忽略不计，因

此，散射也可以看作是系统对光脉冲的响应。所以

在加入散射效应后，荧光衰减曲线的公式变为［１５］

犉（狋）＝犌（狋）犐（狋）＋犆犌（狋）， （５）

式中犆是散射系数，它表示样品中散射光和激发光

强度之比。

（５）式整理后可得：

犉（狋）＝∑
狀

犻＝１

犪犻犃犮ｅｘｐ －
４τ犻狋－犮

２
－４犫τ犻

４τ
２（ ）
犻

·

槡π
２
＋
槡π
２
ｅｒｆ
２τ犻－犮

２
－２τ犻犫

２τ犻（ ）［ ］犮
＋

犆犃ｅｘｐ
狋－犫（ ）犮

２

， （６）

式中，考虑到背景噪声的影响，还需要增加一个参量

犳ｏｆｆｓｅｔ作为修正，修正之后的公式变为

犉（狋）＝∑
狀

犻＝１

犪犻犃犮ｅｘｐ －
４τ犻狋－犮

２
－４犫τ犻

４τ
２（ ）
犻

·

槡π
２
＋
槡π
２
ｅｒｆ
２τ犻－犮

２
－２τ犻犫

２τ犻（ ）［ ］犮
＋
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王　岩等：　基于扫描相机的时域荧光寿命测量及分析

犆犃ｅｘｐ
狋－犫（ ）犮

２

＋犳ｏｆｆｓｅｔ， （７）

式中犉（狋）是系统所记录到的荧光强度随时间的变

化函数，犪犻，τ犻，犫，犆和犳ｏｆｆｓｅｔ等是待定的系数，犪犻是第犻

种组分的初始荧光强度，犳ｏｆｆｓｅｔ 系统的背景噪声强

度。对于参量犃而言，如果令：

犳ｏｆｆｓｅｔ＝犃犳′ｏｆｆｓｅｔ， （８）

那么（７）式变为

犉（狋）＝犃 ∑
狀

犻＝１

犪犻犮ｅｘｐ －
４τ犻狋－犮

２
－４犫τ犻

４τ
２（ ）
犻

｛ ·

槡π
２
＋
槡π
２
ｅｒｆ
２τ犻－犮

２
－２τ犻犫

２τ犻（ ）［ ］犮
＋

犆ｅｘｐ
狋－犫（ ）犮

２

＋犳′ ｝ｏｆｆｓｅｔ ． （９）

从（９）式可以看到，犃 值不同只会使犪犻 的值成比例

变化，并不影响其他任何参数，而最终关心的值是各

组分强度占总强度的比例，即

犐犽 ＝ 犪犽 ∑
狀

犻＝１

犪（ ）犻 ×１００％． （１０）

　　因而犪犻成比例放大或缩小不会影响最终的处

理结果，所以（９）式可简化为

犉（狋）＝∑
狀

犻＝１

犪犻犮ｅｘｐ －
４τ犻狋－犮

２
－４犫τ犻

４τ
２（ ）
犻

·

槡π
２
＋
槡π
２
ｅｒｆ
２τ犻－犮

２
－２τ犻犫

２τ犻（ ）［ ］犮
＋

犆ｅｘｐ
狋－犫（ ）犮

２

＋犳′ｏｆｆｓｅｔ． （１１）

　　值得注意的是，当把脉冲响应函数犌（狋）中的犃

消除之后，犮就变成了拟合公式中唯一的一个与脉

冲响应函数相关的参量，这个参量可以通过实验

测得。

３　实　　验

３．１　系统脉冲响应函数的测量

３．１．１　实验系统

用于测量系统脉冲响应函数的实验系统如图１

所示。钛宝石锁模飞秒激光器的输出波长为８００ｎｍ，

激光脉冲经过３０／７０分束镜后，一部分送入光电探测

器（ＰＩＮ），用于触发扫描电路，另一部分进入到标准

具，产生脉冲序列。标准具的腔长为２０ｍｍ，前反射

面对８００ｎｍ光的反射率为５０％，后反射面为全反射，

即反射率为１００％，前、后反射面平行。这样，进入标

准具的激光脉冲在标准具的前后面之间多次反射后，

输出一个强度依次递减５０％的激光脉冲序列，经过

５０／５０分束镜后送入扫描相机，并成像到扫描相机的

光电阴极上。调节扫描相机的电路延迟，当触发脉冲

和标准具输出的激光脉冲同步时，就可以在扫描相机

的荧光屏上得到强度逐次衰减的光脉冲的扫描图像，

进而得到系统的脉冲响应函数。

图１ 用于测量系统脉冲响应函数的实验系统

Ｆｉｇ．１ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｅｔｕｐｆｏｒｍｅａｓｕｒｉｎｇｔｈｅｓｙｓｔｅｍ

ｉｍｐｕｌｓｅｒｅｓｐｏｎｓｅｆｕｎｃｔｉｏｎ

３．１．２　实验结果

实验中采集了７组数据，分３次提取脉冲响应

函数。分别用（４）式对所测量到的脉冲响应函数进

行拟合，并对比拟合优度。所得到的实验结果如

表１所示。

表１ 脉冲响应函数的拟合

Ｔａｂｌｅ１ Ｆｉｔｔｉｎｇｏｆｉｍｐｕｌｓｅｒｅｓｐｏｎｓｅｆｕｎｃｔｉｏｎｆｉｔｔｉｎｇ

Ｔｉｍｅ １ ２ ３ ４ ５ ６ ７

Ｆｉｒｓｔ ０．９９７５ ０．９９７５ ０．９９８７ ０．９９８５ ０．９９６９ ０．９９６１ ０．９９７５

Ｓｅｃｏｎｄ ０．９９７９ ０．９９８０ ０．９９８０ ０．９９８０ ０．９９８１ ０．９９７０ ０．９９７７

Ｔｈｉｒｄ ０．９９７４ ０．９９７２ ０．９９７８ ０．９９７１ ０．９９７５ ０．９９６１ ０．９９７０

　　从表１可以看出，所有的拟合优度都大于

０．９９５，每组测量结果的最大偏差小于０．００３，所有

测量结果的最大偏差小于０．００３４，从而证明了利用

高斯函数描述所建立的基于扫描相机的荧光寿命测

量系统的脉冲响应函数，具有很高的精度和稳定性。

３．２　荧光寿命测量数据处理

３．２．１　样品制备

将比色皿放入王水溶液中浸泡３～５ｍｉｎ，经去

离子水冲洗后使用风机风干。用经去离子水清洗风

干的样品勺，取少量玫瑰红染料放入比色皿中，加适

量去离子水振荡混合均匀，用封口膜密封后放置在

５℃冰箱中避光保存。

３．２．２　实验系统

所建立的基于扫描相机的荧光寿命测量系统如

图２所示。该系统采用钛宝石激光器作为激发光

源，其所输出的８００ｎｍ的激光脉冲，经过３０／７０分

束镜后被分为触发光束和激发光束，触发光束送入

ＰＩＮ用以触发扫描相机的扫描电路，激发光束经双

ｓ１０８００１３
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色镜反射后，被物镜聚焦到样品上，也就是用比色皿

盛放的染料中，用于实现对样品的双光子激发。样

品所发出的荧光，经物镜收集，透过双色镜成像到扫

描相机的狭缝上。调节扫描相机系统的电路延迟，

当荧光信号和扫描信号同步时，可在扫描相机的荧

光屏上得到荧光信号的扫描图像，沿扫描方向所画

出的曲线，就是利用系统所测得的荧光强度衰减曲

线，它是实际的荧光信号与系统响应函数的卷积，另

外还包括散射和背景信号。

３．２．３　实验结果

利用图２所示的系统，对染料溶液进行了１０次

图２ 基于扫描相机的荧光寿命测量系统

Ｆｉｇ．２ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｌｉｆｅｔｉｍｅｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓｙｓｔｅｍ

ｂａｓｅｄｏｎａｓｔｒｅａｋｃａｍｅｒａ

测量，然后用（１１）式，对所测量得到的荧光衰减曲线

进行最小二乘法拟合，结果如表２所示。

表２ 玫瑰红溶液的荧光衰减曲线拟合结果

Ｔａｂｌｅ２ ＦｉｔｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｏｆＲｏｓｅＢｅｎｇａｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｄｅｃａｙｃｕｒｖｅ

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ ＭｅａｎｖａｌｕｅＳｔｄｅｒｒ

τ／ｐｓ ５３３ ５３４ ５３４ ５３６．４７ ５３６ ５３４ ５３４ ５３１ ５３１ ５３３ ５３４ １．７

Ｇｏｏｄｎｅｓｓ
ｏｆｆｉｔｔｉｎｇ

０．９９６３０．９９６２ ０．９９５４ ０．９９６７ ０．９９６７ ０．９９６７ ０．９９５３ ０．９９６２ ０．９９６２ ０．９９６０ ０．９９６２ ０．０００５

　　从表２可以看出，每次测量的拟合优度（可决系

数）都接近于１，大于０．９９５，平均值达到０．９９６，拟

合效果非常好。同时可以看出，１０次测量结果的标

准差只有１．７ｐｓ，不仅证明系统具有很高的稳定性，

同时也证明利用所推导出的（１１）式描述系统所测量

到的荧光衰减曲线具有较高的准确性。

４　结　　论

建立了基于扫描相机的荧光寿命测量系统，在

对该系统进行实验研究的基础上，提出一种利用高

斯函数来描述系统的脉冲响应方法。考虑到实验中

散射以及背景光对测量以及拟合结果的影响，推导

并简化了用以对测量数据拟合的数学模型。测量了

系统的脉冲响应函数，以及标准染料玫瑰红溶液的

荧光寿命，利用所建立的数学模型对实验数据进行

了处理和分析。实验结果证明，本文所提出的数学

模型可以很好地描述影响系统实验结果的各个因

素。利用该模型对实验数据进行处理具有较高的稳

定性和准确度。该方法简化了解卷积运算，可用于

时域荧光寿命的测量及分析。同时，运用几个高斯

函数的和与差就可以描述复杂的脉冲响应函数，这

也使得该方法可以拓展到其他时域荧光寿命分析及

成像技术中。
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