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用解卷积方法测量亚毫微秒荧光寿命养

陈文驹 林美荣 姜宏丽
〈南开大学现代光学研究所〉

提要

本女报道了用光电倍增管及取样示被器测量 Rh6G和不同浓度的 KI混合水槽液的荧光衰变曲

线。系统的响应时间是毫微秒量级的，测量得到的衰变曲线是溶液的真实衰变曲线与仪器响应函数卷积

的结果。应用桶平面怯与选代卷积法相结合来进行解卷积处理，求得溶液的真实荧光寿命，其结果可获得

最小时间分辨为 180萨，达到仪器的响应函数半宽度的 8%.

一、引

分子荧光寿命的测量对于研究分子激发态的衰变过程，分子间的相互作用F 分子内和分

子间的能量转移等分子体系微观动力学过程具有十分重要的意义，近年来已发表了不少关

于精确测量荧光寿命方法的报道b330

荧光寿命的测量通常利用短脉冲光激发待测样品，用光电器件和相应的显示仪器来检

测荧光的衰变曲线。如果激发光脉冲宽度、检测器件及显示仪器的响应时间远小于样品的

荧光寿命，则所观测到的表观荧光衰变曲线就可看作是真实的荧光衰变曲线。一般的检测

系统的响应时间是毫微秒量级，用这种直接检测方法可测得的荧光寿命只能远大于毫微秒，

利用条纹像机可直接观测微微秒光信号凶，但这种仪器的价格昂贵，非一般实验室所能装

备。因此如何利用毫微秒响应时间的检测仪器来测量毫微秒乃至亚毫微秒的荧光寿命，就

成为一个很有实用意义的课题。

本文报道在解卷积的处理过程中，应用相平面法和迭代卷积法相结合的方法，使得结呆

精确度高，方法简便，比采用单一种解卷积的方法要优越得多。

二、原理

荧光样品在脉冲光激励下，分子从基态跃迁至激发态》随后以辐射及无辐射方式将能量

释放而跃迁至基态。这里我们只考虑荧光衰变过程。分子未受其它扰动情况下，它的荧光

衰变为一级过程，可用关系式

G(t) =Aexp(一τ/t) (1) 

来描述。 τ 为待测分子的荧光寿命。

当检测仪器的响应时间接近或大于待测样品的荧光寿命时，观测到的表观荧光衰变曲
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线，不再是样品的真实衰变曲线 G(吵，而是 G(t) 与检测系统脉冲响应(仪器函数) F(ø)的

卷积，即

D川削0ω) = J: F( 功训G(t←川-→岱仇 σ 
式中 ， D(t)为观测到的表现荧光衰变曲线。

将一个短激光脉冲激励待测样品所产生的荧光由光电倍增管接收，并在取样示波器上

显示，就可获得 D(t)。将激发脉冲直接输入到检测仪器系统，所得到的脉冲响应函数，即为

仪器函数 F(功，它是激发脉冲函数与仪器时间响应函数的卷积。根据(2) 式，通过解卷积运

算即可求得真实荧光衰变曲线 G(t)。虽然有许多种解卷积方法口-SJ 但因示披器的信噪比

较低，使一些解卷积方法不能应用。在此情况下选代卷积法是唯一能得到满意结果的方法。

迭代卷积法的基本原理是，首先假设样品的荧光寿命 τ=吨，将猜测值吨代入 (1) 中作

卷积运算。当检测仪器的取样时间间隔远小于实验得到的荧光衰变曲线的宽度时， (2)式的

卷积积分可用分立值求和来代替旧，即

D(t.) =~ F(t~-tJ)G(tJ) (3) 

然后将计算所得 flO(t)与实验观测 D(t)进行比较，用参数 E 评价 DO(t) 逼近 D(t) 的程度。

E 被定义为
N 

H.... (1/N)~ [DC(t,) -D(t,)J 2
o (4) 

根据 E 的计算结果对吨进行修正，使其E 为最小，此时的 GII(t) 即为真实的荧光衰变曲线

G(吵，它所对应的 τ 即为样品的真实荧光寿命。

当对样品没有任何了解的情况下，设置初始巧就存在着一定的困难。而相平面法则可

由实验观测的荧光衰变曲线迅速、直观地给出样品的粗略 τ 值。

相平面法的原理是根据相平面方程[f.lJ

W(t) = - (1/τ)z(t) +K (5) 
求得真实荧光寿命，式中

z(t) = J: D(ø)dø /f: F(必)dø， 阶

W (t) =D(t) / J: F仰 (7)
D(ø)与 F(ø) 同前定义。从实验中获得 D(吟) F(吟，根据传)、 (7)两式可求得 W(t) 、笃。〉。

根据 (5) 式拟合 W(t)与 z(功的直线，其斜率即为一1/τ3 从而求得7:0

相平面法虽然具有计算简单p 结果直观的优点，其缺点是精确度差。因此我们的工作

是先通过相平面法得到样品的粗略荧光寿命 7:，再用 τ 值作为迭代卷积法的初始尝试值

吨，进行卷积运算。这样就克服了迭代卷积法在设置 G(7:g) 的困难3 使卷积运算迅速得到收

敛，最后获得样品的荧光寿命 τ。两种方法的结合使运算简化，并达到较高的拟合精度。全

部运算可由微型计算机完成。

三、实验

用氧离子锁模激光器 1 的光脉冲作为激发光，波长为 51451，脉冲宽度约 200ps，脉冲
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重复率为 96MHzo 激光器可连续稳定工作 4 小时以上o 用 ROA-931A 型光电倍增管 6 接

收荧光，倍增管的上升时间为 2ns。倍增管的信号输出直接输入到 SQ-12 型取样示波器 7，
t 

' /} 从荧光屏上显示出荧光衰变曲线 D(t) 及仪器响应函

数 F(t)o 示波器时标取 200psjdiv。其实验装置如图

1所示。图中 2一销模驱动源I 8一样品池J 4一会聚

透镜。利用这套装置对 5 种若丹明 60 与腆化何不同

配比的水路液的荧光寿命进行了测量。

图 1 荧光寿命测量实验装置

Fíg. 1 Experimental setup for 

皿easuring 母uroscence lifetim帽

若丹明 60 是天津染料研究所提纯的激光染料，

腆化拥为分析纯试剂，溶剂为去离子水。

测量仪器的响应函数时，在图 1 中的 3 处换为右

英板，将激光脉冲反射到光电倍增管阴极上，在示披器

表 1

Table 1 

Rh6G(1 x 10 -6M) 

寿命 τ(ns)

文献 't {tï[7J 

r 

0.5 

<D 2 

图 2

若丹明 6G 与不同}在度确化锦混合水溶液样品荧光寿命计算值

Calculated values of fìuorescence lifetime for Rh6G(1 x 10-6M) 

with dilÏerent concentrations of KI in water. 

0.075M 

1.24 

1.12 

4 6 
{α〉

加 人

0.15M 

0.690 

0.69 

8 16 t(ns) 

KI 放 度

0.3M O.6M 

0.370 0.270 

0.362 0.210 

H(XIO-') 

1.8 

1.7 

(的若丹明 6G(lxl0-6N)水溶液加入腆化饵(O.15M)样品的

观测和计算的荧光衰变曲线

Fig.2 (α) Observed and ealculated fìuroscence decay curves for 

Rh 6G(1 x 10-6M) wìth O.15M K工 in wate]' 

F (t) instruD1Elntal response function 
D (t) oooerved fi回回cence decay curve 
Dc(t) calcul日.ted 纽uroscence decay curve for τ国0.690 ns, the best 丑t value 

(的A plot ofH g'∞dn础-of-.fit VS. ~IJ 

1.2M 
部

0.130 

0.128 



10 期 用解卷积方法测量亚毫微秒荧光寿命 907 

荧光屏上显示出 F(t)o 测量荧光衰变曲线时，在 3 处放样品池，用石英透镜 4 将荧光会聚

在倍增管阴极上，在倍增管前放置滤光片 5，其 λIDax=5900λ，示波器荧光屏上显示的为
D(t) 0 

由实验测得 D(t)及 F(t) 曲线，以步长 .dt =200 ps 取分立数据点，用 Apple II 台式微型

计算机计算。

表 1 给出若丹明 6G 与五种不同浓度的腆化押混合水溶液的荧光寿命计算结果。图

2"，4 给出三种不同浓度溶液的观测和计算得到的荧光衰变曲线以及所对应的 E 与吨的关

系曲线。其中图(b)的 E 最小值所对应的巧是 τ分布区域中最佳拟合，该刊值即为样品

的荧光寿命。

四、讨论

1. 所拟合的荧光衰变曲线有时出现，曲线尾部计算值低于观测值的现象，如图 3(功和

图 4(α〉所示。这是由于当样品的荧光寿命长到使得荧光衰变曲线宽度超过激发周期时，

前一周期的荧光衰变后沿的尾部与后一周期衰变曲线的前沿相重迭，从而造成观测曲

线的偏差。荧光寿命越长，这种偏差就越大。图 3(的和图 4(功的寿命分别为 O.690ns 和

o .270ns，尾部偏差就较明显。而图町的的寿命较短， τ 为 O.124ns，它的衰变曲线未超过

激发脉冲周期，所以计算值与实验值符合很好。不过曲线尾部的这种偏差对寿命的测量结

呆影响不大，可以忽略。

。

. . 

2 4 6 
(a) 

H(xl0-'" 

4.5 

τρ(PS) 

8 10 
4.01 

230 2:70 

囡 3 (α)若丹明 6Q(1 x 10-6M)水海漉加入映化饵(O.6M)样品的

观测和计算的荧光衰变曲线

Fig.3 (的 Observed and calculatedfiuroscende deca.y curv暗 for Rh6G 

(1 xlO• M) with 0.6 M KI in water 

…\F (t) instru:mental resp:>nOO function 
D (t) observed :fl.urc喝啤nce d回ay curve 
D' (t) calcul时，ed :fl.uroscence decay curve for τ....O.270ns， the bωt :fl.t value 

(b) A plot of H g'oodu部s-of-直t vs.τe 
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(b) 

曹i(PIO

图 4 (α〉若丹明 6G (1 x 10-6M)水潜液加入腆化钢 (1. 2M)样品的

观测和计算的荧光衰变曲线。

Fig.4 (α) Obser \7ed and calcula.ted fluroscence decay curves for Rh6G 

(lxl0-6M) with 102M KI in water 

....- F(t) 坦s也ru皿ental r甜lponse function 
一- D (t) observed flu如回:ence decay curve 

IJc (t) 饵lculated 坦uroscence d出ay cu:rve for τ-=O.130ns， the b倒t fit va1ue 
(b) A plo古 ofHg'创nElif部-of-fit vs.τ， 

2. 测量值的标准偏差 σ定义为

σ=瞌(叫一圣泸州-lf气
其中 !lit 为测量值，屋为多次测量平均值。系统的不确起度为

.:1 =0 0 σ， 

c 称为置信系数，一般取 8~2830

表 2 给出一种溶液的荧光寿命三次测量的计算结果的不确定度，

表 2 用选代卷积法与相平面法计算荧光寿命的不确定度

Table 2 Comparison of the uncertainty of calculated 丑uorescence lifetime by 

血也ns of iterative co且volution method and phase plane method, r，锦pec也ively

Rh6G(lXI0-6M) 

加入 O.075MKI

相平面法

1.02土O.30ns

可见迭代卷积法获得结果的不确定度比相平面法要好。

选代卷积怯

1.24土O.04ns

s 卷

(8) 

(9) 

3. 本工作检测系统的时间响应半宽度为 4.8nso 用本文方法对测试数据进行解卷积可
获得最小时间分辨为 130ps 左右，达到仪器响应半宽度的 3%0 其不确定度为土3%。由于

示波器水平轴的漂移及光电倍增管对不同披长光的时间响应不同，将给测量带来误差。虽

然在本工作中这种影响可忽略不计，但在更精确的测量中应对这些误差作选一步校正L930

郑波、陈冬青作毕业论文期间参加部分工作.
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Meaaurement of aubnanoaecond fIuoreacence 
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CHEN WENJU Lm MlllIRONG AND JmNG HONGLI 
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但eceived 28 Deωmì:地'r 1984; revised 23 April1985) 

Abstract 

Fluorescenoe de饵y cnrves 01 Rh6G wi也h different oonoentra也ions of KI in water 

werem铺sured by using a pho协皿ul也ipler tube and a sampling ωoillosoope. The 

respon曲也ime of the system was in 古he order of nanoseoonds. The 0 bserved fiuoresoonoo 

decay ourveS were oonvolutional results of the real deoay curves and the in的rumen也a1

response onrve. A oombination of the phase plane method and iterative convolu世on

method was used in making deconvolution to obtain the real fluorescence life也imes.

The mini皿um time resolu tion waS found to be 130 piooseconds, tha也坦， 3% of 也he

~、WHM ofthe 恒的rumental respo~阳也i皿e.




