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荧光共振能量转移光微流激光偏振特性分析

赵佳奇， 张婷婷， 张天俊， 王文杰*， 刘绍鼎
太原理工大学新型传感器与智能控制教育部重点实验室，山西  太原  030024

摘要  将一对可以产生荧光共振能量转移（FRET）的荧光分子分别作为供体染料和受体染料，以法布里-珀罗（F-P）微腔

作为光学谐振腔，基于 DNA 分子的 G-四链体结构研究 FRET 光微流激光的偏振特性。实验上，研究了 5 种不同 K+浓度

的 DNA（其分子两端分别标记了一对可以产生 FRET 的荧光染料）溶液，用线偏振的泵浦光对其进行激发，将受体在平

行偏振方向（平行于泵浦光偏振方向）的激光阈值曲线斜率和垂直偏振方向（垂直于泵浦光偏振方向）的激光阈值曲线的

斜率的比值作为受体激光偏振度的检测信号。实验结果表明，随着 DNA 溶液中 K+浓度的增加，受体激光的泵浦阈值逐

渐降低，能量转换效率逐渐增加，而受体激光的斜率比逐渐变小，即偏振度逐渐降低。
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Polarization Characterization of Fluorescence Resonance Energy Transfer 
Optofluidic Lasers

Zhao Jiaqi, Zhang Tingting, Zhang Tianjun, Wang Wenjie*, Liu Shaoding
Key Laboratory of Advanced Transducers and Intelligent Control System of Education, Taiyuan University of 

Technology, Taiyuan 030024, Shanxi, China

Abstract A pair of fluorescent molecules capable of producing fluorescence resonance energy transfer (FRET) were used 
as donor and acceptor dyes.  The polarization properties of FRET optical microfluidic lasers were investigated based on the 
G-quadruplex structure of deoxyribonucleic acid (DNA) molecules using a Fabry-Perot (F-P) microcavity as an optical 
resonance cavity.  In the experiment, five solutions of DNA of varying K+ concentrations (whose molecular ends are each 
labeled with a pair of fluorescent dyes that can produce FRET) were studied and excited with linearly polarized pump light, 
and the ratio of the slope of the laser threshold curve of the acceptor in the parallel polarization direction (parallel to the pump 
light polarization direction) and the slope of the laser threshold curve (SER) in the vertical polarization direction (vertical to 
the pump light polarization direction) was used as the detection signal of the laser polarization of the acceptor.  Findings 
indicate that as the K+ content in the DNA solution increases, the pumping threshold of the acceptor laser decreases, energy 
conversion efficiency improves, and the slope ratio of the acceptor laser reduces, leading to decreased polarization.
Key words fluorescence resonance energy transfer; optofluidic laser; Fabry-Perot microcavity; laser polarization

1　引   言

光微流激光作为一种新型的芯片式激光器和传感

器［1］，近年来被广泛应用于 DNA［2-3］、蛋白质［4-5］、细

胞［6-7］、生物组织［8-9］等多种生物样品的高灵敏度检测。

光微流激光采用光学微腔作为激光谐振腔，以置于腔

内的荧光分子或标记有荧光分子的生物材料作为增益

介质，通过光学谐振腔的放大作用，可实现对增益介质

微小变化的放大［10］：当溶液中发生某种生物变化时，溶

液中增益介质的浓度随之改变，从而引起输出激光信

号强度［11］或波长［12］发生改变。除强度和波长外，激光

的偏振特性也可作为检测信号，以实现对生物分子结

构［13］、分子量、极性［14］等的检测，如文献［15］通过研究

光微流激光的偏振特性，实现了对生物小分子的直接

测量，这是传统荧光偏振方法所不能实现的。

光微流激光有两种泵浦方式，即直接泵浦和基于

荧光共振能量转移（FRET）［16］的间接泵浦。当一种分

子（称为供体分子）的荧光光谱与另一种分子（称为受
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体分子）的激发光谱重叠，且两种分子之间的距离满足

一定条件时，通过偶极-偶极相互作用会发生供体分子

与受体分子之间的 FRET 效应，使得供体分子的荧光

强 度 减 弱 ，受 体 分 子 的 荧 光 强 度 增 加［17-18］。 基 于

FRET 的光微流激光（光微流 FRET 激光）采用供体染

料和受体染料分子作为增益介质，在一定条件下可实

现受体分子的激光出射［19］。当两种染料分子确定时，

FRET 能量转移效率与供体分子和受体分子间的距离

密切相关［20］，因此 FRET 效应被广泛应用于分子构

象［21-22］、细胞内分子的相互作用［23-25］等的研究。而相比

于传统的基于荧光信号的 FRET 检测，FRET 光微流

激光检测具有更高的检测灵敏度［26-28］。在 FRET 光微

流激光的产生和检测中，一般采用激光的波长和强度

信号作为研究对象，而对于偏振特性的研究一般在直

接泵浦方式下进行［29-30］。

本文基于 DNA 分子 G-四链体结构［31］，通过实验

研究光微流 FRET 激光的偏振特性。采用法布里 -珀

罗（F-P）微腔作为激光谐振腔，以标记在 DNA 分子两

端的 FAM 荧光基团和 TAMRA 荧光基团分别作为供

体分子和受体分子。实验中，在 DNA 溶液中加入钾离

子（K+）可以诱导单链 DNA 分子形成稳定的 G-四链体

结构［32］，研究不同 K+浓度下受体激光的出射情况，并

着重分析其偏振特性。

2　实验方法
实 验 选 取 单 链 DNA 片 段 5′-GGG TTA GGG 

TTA GGG TTA GGG-3′作为研究材料，并在其 3′和
5′端分别标记 FAM 荧光基团和 TAMRA 荧光基团作

为供体分子和受体分子。FAM 分子和 TAMRA 分子

是两种常用的 DNA 分子标记染料，由于其稳定的分

子 性 能 和 光 谱 特 性（如 FAM 分 子 的 荧 光 光 谱 与

TAMRA 分子的激发光谱在很大程度上重叠），两种

染料常被应用于 FRET 的研究中［33-34］。当 DNA 溶液

中没有诱导离子加入时，单链 DNA 分子呈自然伸展

状态，供体分子和受体分子间的距离即为单链 DNA
分子的链长，如图 1（a）所示；当溶液中加入一定诱导

离子，如 K+时，研究表明 K+可诱导该单链 DNA 片段

逐渐折叠形成 G-四链体结构［32］，如图 1（b）所示。G-

四链体分子两端供体分子和受体分子之间的距离相

对单链 DNA 时变短［35］，而 FRET 的能量转移效率随

供体分子和受体分子之间距离的缩短而增大［20］，因此

在 G-四链体结构状态下，可发生明显的 FRET 效应。

配置 5 种不同 K+浓度的 DNA 溶液，研究不同溶液中

受体分子的激光出射及激光偏振度。其中，配置溶液

的具体参数如表 1 所示，5 种溶液中，DNA 分子浓度

均为 50 μmol/L，缓冲液浓度为 0. 1 mol/L，K+浓度分

别 为 0 μmol/L、5 μmol/L、10 μmol/L、20 μmol/L、

50 μmol/L，为保证溶液中氯离子浓度一致，分别加入

浓 度 为 100 μmol/L、 95 μmol/L、 90 μmol/L、

80 μmol/L、50 μmol/L 的 Li+（研究工作表明，Li+对 G-

四链体的形成没有影响［32，36-37］）。

实验所采用的光学微腔是 F-P 谐振腔，如图 1（c）
所示，其腔长为 30 μm。F-P 微腔由两片平面反射镜构

成，平面反射镜以熔融石英玻璃为基底，其表面镀有高

反射率介质膜：在 500~620 nm 波长处的反射率高于

99. 9%。在其中一片反射镜的表面制备两个小孔，分

别作为溶液的入口和出口，以便于向 F-P 微腔中注入

和更换溶液。

FAM 供体分子的最大激发波长是 494 nm，而

TAMRA 受体分子的最大激发波长是 565 nm［38］，所以

实验选用 488 nm 的泵浦光作为泵浦源，供体分子在此

波长处的吸收较大，而受体分子在此波长处的吸收很

小。实验采用的装置图如图 1（c）所示：488 nm 的线偏

振泵浦光（脉冲宽度为 5 ns）由 OPO 激光器发出，通过

图 1　实验装置和材料。（a）单链 DNA； （b） G-四链体 DNA；（c）实验装置图

Fig. 1　Experimental setup and materials. (a) Single-stranded DNA; (b) G-Quadruplex DNA; (c) diagram of the experimental setup

表 1　配置的 G-四链体溶液具体参数

Table 1　Specific parameters of the configured 
G-quadruplex solution

Ingredient
Tris-HCl buffer

DNA molecule solution
KCl solution
LiCl solution

Concentration
0. 1 mol/L
50 μmol/L

0， 5， 10， 20， 50 μmol/L
100， 95， 90， 80， 50 μmol/L

pH

8. 04
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衰减片衰减，之后经过 5/5 分光棱镜分成两束，一束光

进入功率计，用于测量泵浦光的强度，另外一束光通过

反射镜、分光棱镜，经焦距为 3 cm 的透镜#1 聚焦后进

入充满溶液的 F-P 微腔内，F-P 微腔中的光束直径为

191 μm。在合适的泵浦光强度下，可在 F-P 微腔中产

生激光信号。从 F-P 微腔发射的激光信号经过透镜

#1、5/5 分光棱镜后通过偏振片和焦距为 2 cm 的透镜

#2 聚焦到光纤探头上，随后由光纤将产生的激光信号

传输到光谱仪中。图 1（c）中，x方向为泵浦光进入 F-P
微腔前的传播方向，y方向为泵浦光的偏振方向。当

出射激光的偏振方向与泵浦光偏振方向平行（或垂直）

时，定义此方向为出射激光的平行偏振方向［或垂直偏

振方向（即 z方向）］。通过旋转偏振片，可以在光谱仪

上得到激光信号在平行偏振方向和垂直偏振方向的激

光光谱图。

3　实验结果与讨论

基于上述实验方法，研究 5 种不同 K+浓度的 DNA
溶液中受体分子的激光出射情况，并分析激光的偏振

特性。图 2（a）、（b）分别是 K+浓度为 0 μmol/L 时受体

染料分子在平行偏振方向和垂直偏振方向出射的激

光 光 谱 图 ，其 泵 浦 强 度 分 别 为 366. 65 μJ/mm2、

752. 51 μJ/mm2。图 2（a）中两个激光峰的中心波长分

别为 593. 4 nm 和 597. 3 nm，根据 F-P 微腔中纵模的产

生条件可知，两个中心波长对应的模式数分别约为

136 和 135。图 2（b）中激光峰的中心波长为 596. 7 nm，

对应的模式数约为 135。相比于图 2（a），图 2（b）中激

光峰变为一个，这可能是此时的泵浦能量在阈值附近，

因此造成出射激光模式的不稳定。从图 2 可以看出，

当 K+浓度为 0 μmol/L 时，受体染料也可以产生激光，

但需要非常高的泵浦强度，且产生的受体激光信号很

弱。这是因为当 K+浓度为 0 μmol/L 时，溶液中没有

稳定的 G-四链体结构形成，受体激光的产生主要来自

受体分子对泵浦激光的直接吸收，但由于在 488 nm 泵

浦波长处的吸收很弱，因此需要非常高的泵浦能量才

能产生受体激光，而此时受体激光的偏振度很高，即相

同泵浦能量下平行偏振方向的激光强度远远大于竖直

偏振方向的激光强度。当在 DNA 溶液中加入一定浓

度的 K+时（如 K+的浓度为 10 μmol/L 时），K+会诱导

单链 DNA 分子形成 G-四链体结构，供体分子和受体

分子间可产生明显的 FRET 效应。图 2（c）、（d）分别

是钾离子浓度为 10 μmol/L 时受体染料分子在平行偏

振方向和垂直偏振方向出射的激光光谱图，对应的泵
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图 2　光谱图。（a） K+浓度为 0 μmol/L 时，受体激光在平行偏振方向的光谱图；（b） K+浓度为 0 μmol/L 时，受体激光在垂直偏振方向

的光谱图；（c） K+浓度为 10 μmol/L 时，受体激光在平行偏振方向的光谱图；（d） K+浓度为 10 μmol/L 时，受体激光在垂直偏振

方向的光谱图

Fig. 2　Spectral graphs. (a) Spectral graph of the receptor laser in parallel polarization direction at 0 μmol/L K+; (b) spectral graph of the 
receptor laser in vertical polarization direction at 0 μmol/L K+ ; (c) spectral graph of the receptor laser in parallel polarization 

direction at 10 μmol/L K+; (d) spectral graph of the receptor laser in vertical polarization direction at 10 μmol/L K+
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浦强度均为 177. 04 μJ/mm2。图 2（c）中 3 个激光峰的

中心波长分别为 589. 1 nm、593. 1 nm、597. 3 nm（相邻波

长差分别为 4 nm 和 4. 2 nm），对应的模式数分别约为

136、135、134。图 2（d）中 3 个主激光峰的中心波长分

别为 597. 0 nm、601. 3 nm、605. 5 nm（相邻峰的波长差

分别为 4. 3 nm 和 4. 2 nm），对应的模式数分别约为

140、139、138。相比于图 2（c），图 2（d）中激光峰向长

波段发生了漂移，这可能是由于在较长时间的泵浦光

作用下，溶液的温度略有增加，溶液的折射率变大，因

而造成激光波长向长波段漂移。从图 2（c）、（d）可以

看出，在较低的泵浦强度（177. 04 μJ/mm2）下，可产生

很强的受体激光信号，且在竖直偏振方向也可观测到

明显的受体激光信号。

通过改变泵浦光的强度，可以得到不同泵浦强度

下的受体激光光谱图，对这些光谱图进行积分求和，

可以得到受体激光的出射强度随泵浦光强度的变化

曲线，即激光阈值曲线，如图 3（a）~（e）所示，分别

对 应 K+ 浓 度 为 0 μmol/L、5 μmol/L、10 μmol/L、

20 μmol/L、50 μmol/L 时的情况。其中，方框和圆点

分别代表受体激光在水平偏振方向和垂直偏振方向

的强度，实线和虚线分别对应线性拟合直线。从拟合

曲线可以得到受体激光在水平偏振方向和垂直偏振

方向的泵浦阈值以及能量转换效率（即曲线的斜率），

这些结果被总结在表 2 中。结合图 3 和表 2 可知：1） 当
K+浓度为 0 μmol/L 时，受体激光在水平偏振方向和垂

直偏振方向的泵浦阈值很高，分别为 356. 52 μJ/mm2

和 715. 84 μJ/mm2，而曲线的斜率非常小，特别是在垂

直偏振方向曲线斜率仅为 4. 88。这是因为当 K+浓度

为 0 μmol/L 时，溶液中并没有形成稳定的 G-四链体

结构，供体分子和受体分子间距离较大，不能形成显

著的 FRET 效应。此时受体激光的产生主要来自受

体分子对 488 nm 泵浦光的吸收，但受体分子在此波

长处的吸收很弱，因此产生的激光泵浦阈值很高，能

量转换效率很低。2） 随着 K+浓度的增加，受体激光

在水平偏振方向和垂直偏振方向的激光泵浦阈值逐

渐降低，相应的能量转换效率逐渐增加。这是因为随

着 K+浓度的增加，溶液中逐渐形成了稳定的 G-四链

体结构，供体分子和受体分子间距离变短，二者之间

可形成明显的 FRET 效应。3） 随着 K+浓度的增加，

受体激光在水平偏振方向和垂直偏振方向的激光泵

浦阈值差异以及曲线斜率差异变得越来越小。即随

着 K+浓度的增加，受体激光的偏振度发生了明显的

变化，除在水平偏振方向外，在垂直偏振方向有更多

的激光能量产生。

为了更清晰地表征受体激光偏振度随 K+浓度的

变化情况，采用斜率比（RSER）
［15］作为受体激光偏振度

的参数指标：

RSER = η∥ /η⊥， （1）
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图 3　 DNA 分子浓度 50 μmol/L 时，不同 K+ 浓度下，TAMRA 受体在平行偏振方向和垂直偏振方向的激光泵浦阈值曲线。

（a） 0 μmol/L； （b） 5 μmol/L； （c） 10 μmol/L； （d） 20 μmol/L； （e） 50 μmol/L
Fig. 3　Laser pumping threshold curves of TAMRA receptors in parallel and vertical polarization directions for different K+ 

concentrations at DNA molecule concentration 50 μmol/L. (a) 0 μmol/L; (b) 5 μmol/L; (c) 10 μmol/L; (d) 20 μmol/L;
(e) 50 μmol/L

式中：η∥ 和 η⊥ 分别表示受体激光在平行偏振方向和

垂直偏振方向的阈值曲线斜率。结合式（1）和图 3 可

以看出，当平行和垂直偏振方向的激光阈值相近时，

RSER 值近似等于相同泵浦强度下平行和垂直偏振方

向出射的激光强度之比。采用 RSER 值作为激光偏振

度的指标，主要是为了消除激光能量的不稳定性对测

量结果造成的误差。基于表 2 可以得到受体激光的

偏振度（RSER 值）随 K+浓度的变化曲线，具体如图 4 所

示。可以看出，随着 K+浓度的增加，RSER 值逐渐降低

并趋于平稳。这是因为随着溶液中 K+浓度的增加，

DNA 分子逐渐形成稳定的 G-四链体结构，因此供体

分子和受体分子间可发生明显的 FRET 效应。在泵

浦光的作用下，供体分子首先吸收泵浦激光处于激发

态，而由于受体分子和供体分子间的 FRET 效应，受

体分子吸收来自激发态供体分子的能量而产生激光，

而激发态供体由于分子旋转扩散的影响，其偏振度远

小于泵浦光，所以受体出射激光的偏振度也会进一步

降低。在 DNA 分子溶液中，K+浓度越高，形成的 G-

四链体结构越多，供体和受体之间的 FRET 效率越

高，受体依赖 FRET 间接泵浦的比例越大，受体激光

的偏振度则越小。从图 4 的实验结果可以得出：1）通

过测量受体激光的偏振度，可以实现对溶液中低浓度

K+的测量，K+的浓度测量范围主要依赖于溶液中的

DNA 分子浓度，当需要检测较高浓度范围的 K+时，

溶液中 DNA 分子的浓度也要相应提高；2）当溶液中

有稳定的 G-四链体结构形成时，通过 FRET 效应，在

线偏振光的泵浦下，可以实现不同偏振度的光微流激

光产生，如当溶液中 K+的浓度为 50 μmol/L 时，出射

激光的偏振度为 1. 54，此时出射的激光为椭圆偏振

光。通过优化实验条件，有望实现圆偏振激光的产

生。这些结果为新型激光光源的产生提供了新的

方法。

4　结   论

采用 F-P 微腔作为光学谐振腔、FAM 荧光基团和

TAMRA 荧光基团分别作为供体染料和受体染料，研

究 5 种不同 K+浓度的 DNA 溶液中光微流 FRET 激光

的产生及其偏振特性。实验结果表明，K+可诱导溶液

中的单链 DNA 形成稳定的 G-四链体结构，随着溶液

中 K+浓度的升高，受体激光的泵浦阈值逐渐降低，能

量转换效率逐渐升高，受体激光的偏振度逐渐降低，即

RSER值逐渐减小。实验结果可实现对 K+浓度的测量，

同时也为其他离子（如 Na+ 、Mg2+ 等可以诱导单链

DNA 形成 G-四链体结构的离子［39-40］）的检测提供了一

种新的方法。除在检测方面的应用外，实验结果也为

新型激光光源的产生提供了新的方法。
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Fig.  4　Scatter plot of RSER values of acceptor with potassium 
ion concentration

表 2　不同 K+浓度下受体激光在平行偏振方向和垂直偏振方向的激光阈值及曲线斜率
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量结果造成的误差。基于表 2 可以得到受体激光的
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示。可以看出，随着 K+浓度的增加，RSER 值逐渐降低

并趋于平稳。这是因为随着溶液中 K+浓度的增加，

DNA 分子逐渐形成稳定的 G-四链体结构，因此供体
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线偏振光的泵浦下，可以实现不同偏振度的光微流激

光产生，如当溶液中 K+的浓度为 50 μmol/L 时，出射

激光的偏振度为 1. 54，此时出射的激光为椭圆偏振

光。通过优化实验条件，有望实现圆偏振激光的产

生。这些结果为新型激光光源的产生提供了新的

方法。

4　结   论

采用 F-P 微腔作为光学谐振腔、FAM 荧光基团和

TAMRA 荧光基团分别作为供体染料和受体染料，研

究 5 种不同 K+浓度的 DNA 溶液中光微流 FRET 激光

的产生及其偏振特性。实验结果表明，K+可诱导溶液

中的单链 DNA 形成稳定的 G-四链体结构，随着溶液

中 K+浓度的升高，受体激光的泵浦阈值逐渐降低，能

量转换效率逐渐升高，受体激光的偏振度逐渐降低，即

RSER值逐渐减小。实验结果可实现对 K+浓度的测量，

同时也为其他离子（如 Na+ 、Mg2+ 等可以诱导单链

DNA 形成 G-四链体结构的离子［39-40］）的检测提供了一

种新的方法。除在检测方面的应用外，实验结果也为

新型激光光源的产生提供了新的方法。
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