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摘要　通过测量单分子荧光亮态、暗态持续时间的概率密度统计特性,研究了氧气含量对单分子电子转移动力学

特性的影响.在富氧环境下,单分子荧光闪烁由离子态的电子布居引起,呈现幂律分布;在贫氧环境下,单分子荧

光闪烁主要源于三重态的电子布居,呈现指数截止型幂律分布;在特定氧气环境下,两种电子转移过程呈现明显的

竞争效应,部分单分子荧光闪烁服从幂律分布,其余单分子荧光闪烁服从指数截止型幂律分布.
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１　引　　言
分子的电子转移特性[１]已被广泛应用于太阳能、生物医药、分子传感及存储器件等领域[２Ｇ６].关于单分

子电子转移动力学特性操控的研究对单分子量子态的制备与操控及分子量子器件的设计具有重要意义[７Ｇ９],
基于电子转移引起的单分子荧光闪烁可被应用于单分子的超分辨成像技术中[１０].单分子的电子转移容易
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受到分子周围环境的影响,从而使得单分子荧光量子产率及光稳定性等特性发生明显变化[９Ｇ１１].通过对单

分子与周围环境之间电子转移的操控可调制单分子的荧光强度[１２];单分子电子转移能够诱导单分子荧光迟

滞效应[１３];利用电场对单分子内部电子转移的操控可以实现单分子荧光开关[１４].
最近研究发现,单分子所处环境中氧气含量的不同会引起单分子荧光特性的变化[１５Ｇ１７].Renn等[１８]发

现在富氧环境下氧气会淬灭单分子三重态,使得单分子辐射出的光子数目显著增多.Steinhauer等[１９]在磷

酸盐缓冲液里加入抗坏血酸来增加氧气的含量,从而控制单分子荧光暗态的持续时间.Zheng等[２０]在分子

溶液中通过添加耗氧基团、溶液添加剂或共轭保护剂,实现了贫氧环境中单分子暗态的抑制,从而提高了单

分子荧光的稳定性.
上述研究大多通过观察单分子荧光强度与荧光闪烁特性间的变化关系,定性地研究氧气诱导的单分子

三重态或离子态引起的电子转移过程.本文提出利用单分子荧光闪烁中亮态及暗态持续时间的概率密度分

布定量地分析氧气含量对单分子电子转移的影响,测量了表征单分子电子转移的动力学参数.

２　实验系统
实验中所用的单分子为方酸衍生轮烷(SR,１００１,MolecularTargetingTechnologiesInc．,美国)分子,

SR分子具有较高的荧光量子产率和光稳定性.将SR分子溶解到超纯水中,稀释至１０－１０~１０－９mol/L,取

５０μL的稀释液,以３０００r/min的转速旋涂到清洗干净的玻璃基片上.将单分子样品放置到恒温腔中,通过控

制恒温腔内的大气压强(气压)来改变SR分子周围的氧气含量,观察SR分子荧光特性的变化.
单分子荧光光谱通过激光扫描共聚焦显微成像系统[２１Ｇ２３]进行测量.利用中心波长为６３５nm的亚皮秒

脉冲激光器(FemtoFiberPro,Toptica公司,德国)作为光源激发单分子样品,激发光经显微镜物镜

(LUCPLFLN６０×,Olympus公司,日本)聚焦到样品表面,样品激发功率密度约为５kW/cm２.通过驱动扫

描镜改变入射光角度,实现对样品的逐点、逐帧扫描激发.单分子发出的荧光被同一物镜收集,经过发射滤

波片(ET６５５lp,Chroma公司,美国)和陷波片(ZET６３５nf,Chroma公司,美国)滤除残余激发光后,经由

１００μm的针孔滤去非共焦点产生的杂散光,由单光子探测器(τ－SPADＧ５０,PicoQuant公司,德国)进行探

测,积分时间为１０ms.实验中所用到的物镜带有可变校正环,用以校正恒温腔０．５mm厚的熔融石英窗口

引入的球差.

３　实验结果
图１表示大气气压为９５．０６kPa的富氧环境和大气气压为０．０８kPa的贫氧环境下SR单分子的典型荧

光轨迹.在富氧环境下,约有７０％(原子数分数)的SR单分子在光漂白之前发出稳定的荧光,如图１(a)所
示.SR单分子荧光强度普遍大于１０４s－１,但存活时间较短,在１０s左右发生不可逆转的荧光漂白.其余

３０％的SR单分子会出现荧光闪烁行为,如图１(b)所示,荧光暗态的持续时间长达数秒.在贫氧环境下,如
图１(c)、(d)所示,SR分子的荧光强度变小(约为６×１０３s－１),但是分子存活时间增长(大于２０s),这时所有

的SR分子均呈现频繁的荧光闪烁,暗态的持续时间变短(约为１０ms).为了排除空气中氮气的影响,对恒

温腔抽真空后,在腔内充入高纯氮气至气压为８４．７９kPa,发现SR单分子表现出与图１(c)、(d)所示贫氧环

境下的单分子相同的荧光特性,这表明单分子荧光特性的变化是由氧气含量的变化引起的.
在图１中,处于不同含氧环境下的SR单分子呈现出明显不同的荧光闪烁行为.这里通过分析荧光亮

态及暗态持续时间的概率密度分布来研究荧光闪烁特性.为了区分单分子荧光闪烁行为中的荧光亮态和暗

态,令阈值荧光强度Ith＝Iav＋３σ,其中Iav是背景强度的平均值,σ是背景起伏的标准差.强度高于阈值的

荧光是荧光亮态,强度低于阈值的荧光是荧光暗态.单分子荧光的亮态和暗态持续时间的概率密度为

P(t)＝ N(t)/NTotal[ ] × １/Δtav( ) ,其中N(t)是持续时间为t的荧光亮态(或暗态)出现的次数,NTotal是总

亮态(或暗态)的出现次数,Δtav是平均积分时间,实验中用到的积分时间是１０ms.
图２(a)~(d)分别是在大气气压９５．０６,０．８０,０．０８kPa的空气环境及８４．７９kPa的氮气环境下,典型的SR单

分子荧光亮态和暗态持续时间的概率密度分布,图中实线是对应的拟合结果.在大气气压为９５．０６kPa的环境
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图１ 处于不同含氧环境下的SR单分子荧光强度轨迹图.(a)富氧环境:稳定的荧光辐射,没有荧光闪烁现象;
(b)富氧环境:有荧光闪烁出现,且暗态持续时间长;(c)贫氧环境:频繁的荧光闪烁行为,长期处于亮态;

(d)贫氧环境:频繁的荧光闪烁行为,长期处于暗态

Fig敭１ FluorescenceintensitytrajectoriesofSRsinglemoleculesunderdifferentoxygenenvironment敭

 a InoxygenＧrichenvironment stablefluorescenceradiationwithoutfluorescenceblinking  b inoxygenＧrichenvironment 
fluorescenceblinkingwithlongoffＧstatedurationtime  c inoxygenＧpoorenvironment frequentfluorescenceblinking

behaviorwithsinglemoleculesinlongＧtermonＧstate  d inoxygenＧpoorenvironment frequentfluorescence
blinkingbehaviorwithsinglemoleculesinlongＧtermoffＧstate

下,SR单分子荧光的亮态及暗态持续时间都比较长(０．０１~１s),其概率密度服从幂律分布[２４]:

P(τ)＝P０τ－α, (１)
式中α是幂指数,τ为持续时间,P０ 为归一化系数.αoff和αon分别为暗态和亮态概率密度分布的幂指数,如
图２(a)所示,SR单分子荧光闪烁的αoff＞αon,意味着SR分子长期处在荧光亮态,即持续辐射出荧光,荧光

轨迹如图１(a)、(b)所示.在大气气压为０．８０kPa的环境下,部分SR单分子荧光的亮态及暗态持续时间概

率密度分布如２(b)所示,明显偏离幂律分布,引入指数修正项对其进行拟合[２５]:

P(τ)＝P０τ－αexp(－τ/t), (２)
式中t是指数截止时间,表示从幂律分布向指数分布转变的时间.toff和ton分别是暗态和亮态概率密度分布

的截止时间,在大气气压为０．０８kPa的环境下,SR单分子荧光亮态和暗态持续时间仅覆盖一个量级的时间

尺度(０．０１~０．１s),如图２(c)所示,拟合得到αoff＜αon、toff＞ton,表明SR分子长期处在荧光暗态,荧光轨迹

如图１(c)、(d)所示.在大气气压为８４．７９kPa的氮气环境下,SR单分子荧光闪烁特性和０．０８kPa贫氧环

境下SR分子荧光闪烁特性呈现相似的截止型幂律分布,如图２(d)所示.
实验测试了包括氮气环境的十种不同的含氧环境,每种环境下进行了不少于１００个单分子荧光闪烁特

性的测量.表１为在不同氧气含量下,SR单分子荧光亮态及暗态持续时间概率密度分布的拟合结果.对比

发现,当大气气压高于０．８０kPa时,亮态及暗态持续时间的概率密度服从幂律分布,幂指数变化较小,且

αoff＞αon,SR单分子趋于长期处在荧光亮态,持续辐射发出荧光.在大气气压为０．８０kPa的环境下,５７％的

SR单分子荧光闪烁行为依然服从幂律分布,但是其余４３％的单分子服从指数截止型的幂律分布,表征单分

子荧光动力学特性的幂指数αoff和αon均变小.随着氧气含量的继续减小,SR单分子荧光亮态及暗态持续时

间的概率密度都服从指数截止型的幂律分布,幂指数αoff和αon逐渐变小,截止时间toff和ton也明显变小.在

大气气压为０．０８kPa和氮气环境下,SR单分子荧光的αoff＜αon、toff＞ton,与富氧环境下的结果相反,表明单

分子趋向于处于荧光暗态.
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图２ 单分子荧光亮态和暗态持续时间的归一化概率密度分布.(a)大气气压为９５．０６kPa的环境(αoff＝１．５８,αon＝１．１０);
(b)大气气压为０．８０kPa的环境(αoff＝１．２６,toff＝１７ms,αon＝１．１０,ton＝２９０ms);(c)大气气压为０．０８kPa的环境

(αoff＝０．２９,toff＝２８ms,αon＝０．３１,ton＝１４ms);(d)大气气压为８４．７９kPa的氮气环境

(αoff＝０．５４,toff＝３６ms,αon＝０．６２,ton＝１６ms)

Fig敭２ NormalizedprobabilitydensitydistributionofdurationtimeofsinglemoleculesatonＧandoffＧstates敭 a Airatmosphere
withpressureof９５敭０６kPa αoff＝１敭５８ αon＝１敭１０   b airatmospherewithpressureof０敭８０kPa αoff＝１敭２６ 
toff＝１７ms αon＝１敭１０ ton＝２９０ms   c airatmospherewithpressureof０敭０８kPa αoff＝０敭２９ toff＝２８ms 

αon＝０敭３１ ton＝１４ms   d nitrogenatmospherewithatmospherepressureof８４敭７９kPa αoff＝０敭５４ 
toff＝３６ms αon＝０敭６２ ton＝１６ms 

表１　不同氧气含量下SR单分子荧光亮态及暗态持续时间概率密度分布的拟合参数统计

Table１　StatisticfittingparametersforprobabilitydensitydistributionoftimedurationsofSRsinglemoleculesfluorescence

atonＧandoffＧstatesunderdifferentoxygenconcentrations

Oxygenpressure/kPa αoff toff/ms αon ton/ms
９５．０６ １．４６±０．７４ １．００±０．５６
６３．６０ １．３８±０．５６ １．１５±０．６６
４０．２６ １．４６±０．８０ ０．９２±０．４１
１９．０６ １．５４±０．４５ ０．９６±０．６１
２．４０ １．６５±０．７４ ０．８４±０．５８

０．８０(５７％) １．５１±０．６０ ０．８１±０．７０
０．８０(４３％) ０．９７±０．４４ ９８．１±８５．９ ０．７３±０．３８ ８２７．５±７５７．４
０．４０ ０．８１±０．２１ ２１．８±１５．５ ０．６６±０．１２ １２１．６±１０５．８
０．１６ ０．４１±０．１６ ２０．３±７．９ ０．３０±０．２５ ２３．３±１６．２
０．０８ ０．３４±０．１７ ２４．４±１０．３ ０．３５±０．２０ ２０．４±１０．７
N２ ０．３７±０．１９ ２５．９±１０．８ ０．４４±０．２３ ２２．７±１０．２

４　分析与讨论
如图３所示,处于激发态S１ 的电子,除了通过向下跃迁回到基态S０ 并辐射发出荧光外,还可以通过系

间跨越的方式跃迁到三重态T１,其中红色箭头表示的是特定环境下占主导的电子转移过程,黄色表示的是

相应的暗态.通常情况下,三重态的寿命约为几百微秒[２６],当荧光探测的积分时间设定在１ms以下时,可

０５３００４Ｇ４



５４,０５３００４(２０１７) 激光与光电子学进展 www．opticsjournal．net

以观测到三重态引起的快速荧光闪烁行为,单分子的荧光亮态和暗态持续时间的概率密度呈现单指数分

布[２７].此外,对于SR染料分子,三重态的电子还会转移到氧分子,染料分子变为带正电的阳离子R＋,这个

离子态的存在已经在电子自旋共振实验中得到了证实[２８],其能态的电子布居是引起荧光闪烁幂律分布的主

要原因之一[２９],这个离子态通常被认为有较长的寿命,会引起长达数分钟的暗态持续时间[３０].

图３ 不同环境下单分子电子转移过程.(a)富氧环境;(b)特定的氧气环境;(c)贫氧环境

Fig敭３ Electrontransferprocessesofsinglemoleculesindifferentenvironments敭 a OxygenＧrichenvironment 

 b oxygenＧspecificenvironment  c oxygenＧpoorenvironment

如图３(a)所示,在大气气压高于０．８０kPa的富氧环境下,SR单分子三重态的寿命[３１]约为０．１ms,远小

于实验测量的积分时间１０ms,三重态所引起的荧光闪烁特性因时间平均效应而不会被探测到.另一方面,
氧气的作用使得三重态的电子有一定的几率转移到离子态[３２],此时会引起实验所观测到的长持续时间的荧

光暗态,其概率密度服从幂律分布.但是,电子在离子态的布居几率较小,故SR单分子趋于持续辐射出荧

光,荧光闪烁不频繁.
三重态寿命会随着氧气含量的减少而逐渐增大[３３],当大气气压为０．８０kPa时,三重态寿命与实验测量

积分时间可比拟,三重态引起的荧光闪烁行为可被观测到.如图３(b)所示,由于三重态的寿命小于离子态

的寿命,三重态引起的荧光暗态持续时间较短,４３％的SR单分子荧光的亮态和暗态持续时间的概率密度分

布需要引入指数修正项,服从指数截止型的幂律分布.而电子布居到三重态的几率相对于离子态的布居几

率更大,因此荧光闪烁更加频繁.T１ 和R＋两个暗态通道在这个氧气条件下存在竞争关系,导致SR单分子

的荧光闪烁呈现出不同的统计特性.
在图３(c)所示的大气气压低于０．８０kPa的贫氧环境下,由于氧气的缺失,离子态的电子布居受到抑制,

因此SR单分子都呈现出指数截止型的幂律分布,且幂指数αoff和αon逐渐减小.在大气气压为０．０８kPa和

氮气气压为８４．７９kPa的环境下,三重态的电子布居几率较高,SR单分子趋向于长期处在暗态.实验中,没
有观测到SR单分子荧光亮态和暗态持续时间的概率密度服从单指数分布(α＝０),这是由于实验中离子态

的电子布居不能被完全消除.

５　结　　论
通过测量不同氧气环境下单分子荧光亮态及暗态持续时间的概率密度的变化,研究了氧气含量对单分

子电子转移动力学特性的影响.在富氧环境下,SR单分子的荧光强度较强,荧光闪烁较少,离子态引起的暗

态持续时间较长,荧光亮态及暗态持续时间的概率密度均服从幂律分布,分子趋于持续发光.当氧气含量减

少时,SR单分子的荧光强度变弱,存活时间变长,频繁出现荧光闪烁,与离子态相比,三重态引起的暗态持续

时间变短,亮态及暗态持续时间的概率密度服从指数截止型的幂律分布,分子趋向于长期处在荧光暗态.在

０．８０kPa空气环境下,SR分子的荧光闪烁行为体现了两种电子转移过程间的竞争关系.通过改变氧气含量

可有效地操控单分子电子转移动力学过程,这对于分子传感器和分子开关的研究及应用具有重要意义.
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