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微腔中单分子对荧光共振能量转移光谱学的理论研究
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摘要　生物大分子动态的结构变化能够使用单分子对荧光共振能量转移谱技术来研究。主要研究了微腔在单分

子对共振能量转移实验中有效提高相应单分子对的荧光发射信号的作用，从而提高该技术的时间分辨率。研究发

现，由于受体 微腔的强耦合相互作用，光学微腔使得受体分子变成了一个类似于单原子激光的激光体。此外，随

着距离的增加，受体的光子数会很快下降。微腔使受体的发射光对单分子对间的距离有更大的依赖性，在腔体中

进行单分子对共振能量转移实验可以得到更高的时间分辨率。研究结果为单分子对荧光共振能量转移技术提供

了实验方法和理论指导。
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１　引　　言

近年来，为了研究蛋白质等生物大分子的细胞定

位、相互作用及其动态变化，单分子对荧光共振能量

转移（ｓｐＦＲＥＴ）实验广泛用于对生物大分子、超分子

之间的距离进行定性、定量检测，该单分子光谱学方

法引起了国内外多个学科研究者的广泛兴趣，其研

究内容涉及物理、光学、化学、材料等学科，已成为一

门新兴的交叉学科［１～１８］。特别是 Ｗｅｉｓｓ，Ｍｏｒｎｅｒ的

研究小组在利用单分子对荧光共振能量转移在生物

大分子的动态结构变化的研究中取得了突破性进展。

传统的系综层次上的ＦＲＥＴ测量依赖于许多个分子

的信号的系综平均，不能反映分子上供体和受体之间

的相对运动。单分子ＦＲＥＴ试验可以使我们能研究

依赖于时间变化的动力学现象，例如蛋白质折叠构象
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变化和生物蛋白马达的构象变化。单分子对荧光共

振能量转移特殊的性质使得它在生物化学，分子生

物学、结构生物学、蛋白质组学、生物大分子相互作用

等研究中有极大的应用前景［１～１８］。

荧光共振能量转移（ＦＲＥＴ）是从初始激发的供体

（Ｄ）到受体（Ａ）的激发态能量的转移。能量转移的速

率取决于供体的发射谱与受体的吸收谱之间的谱宽

重叠、供体的量子产率、供体与受体跃迁偶极的相对

取向，以及供体分子与受体分子之间的距离。关于一

个相隔特定距离的供体－受体（ＤＡ）对的荧光共振

能量转移技术的详细介绍，可以参考文献［７］。ＦＲＥＴ

最广泛的用处是测量高分子的两个基团之间的距离。

典型例子就是一个蛋白质通过共价键被一个供体分

子和一个受体分子来标记。荧光能量转移的一个重

要性质是它发生在一个可与生物大分子尺度相比拟

的距离上。从供体到受体的能量转移速率（ΓＦ）与单

分子对间距狉的六次方成反比。这个特性可以用作

纳米尺子，用来推断出被观测的生物大分子的动态距

离变化并进而揭示出构象变化。

任何影响单分子对间距狉的现象就会影响共振

能量的转移速率，这使得分子结构的变化可以定量

化揭示。能量转移的效率是被供体所吸收的光子被

转移到受体分子上的分数比。总之，根据ＦＲＥＴ技

术的能量转移的原理，每一分子对由于其特殊的距

离和方位以及光谱特征而表现出其能量转移特性，

这便可以揭示分子的结构、空间构象变化和反应的

动力学过程。能量转移是一个时间依赖的动态过

程，单分子对荧光共振能量转移技术的时间分辨率

可以是皮秒到毫秒数量级。

单分子对荧光共振能量转移试验适合于研究分

子的构象变化（供体Ｄ和受体Ａ连接在同一个生物

大分子的不同基团上）和分子间的相互作用（供体Ｄ

连接在一个生物大分子上，而受体Ａ连接在另外一

个生物大分子上）。本质上说来，单分子对荧光共振

能量转移试验正逐渐成为研究诸如蛋白质折叠动力

学等快速生物化学动力学过程的强大工具。在单分

子对荧光共振能量转移谱实验中，研究人员会在一

个固定的测量时间窗犜 来测量在生物大分子上的

供体和受体发射的光子数目，那么单分子对荧光共

振能量转移谱将会反应生物大分子的折叠动力学与

结构动态变化的信息［１，２，５，７，８，１１］。然而，单分子对荧

光共振能量转移实验的瓶颈是从一个单个分子发光

体发出的光子数太低［１，３，５～９］。在时间分辨的单分子

对荧光共振能量转移试验中，从单个ＦＲＥＴ对所发

出的光子数被分成一个个观测时间窗口。时间分辨

率正是受限于分子辐射发光较弱且有一个上限这个

属性，这一特性导致了一个最小的观测窗口的极限。

目前单分子对荧光共振能量转移试验中所能达

到的时间分辨率要比蛋白质折叠中的一些细节上的

动力学过程的时间尺度大１～３个数量级
［１，３，５～９，１１］。

作者最近的研究结果表明了当实验中的时间分辨率

较长时，实验仅能反映有限的动力学过程信息，而且

甚至可能是虚假的、不正确的［２］。只有足够的时间

分辨率时蛋白质折叠的真实能量景观关系才能被揭

示［２］。总之，对于单分子对荧光共振能量转移试验，

提高时间分辨率（犜）是非常必要的，这要求我们提

高实验中的ＦＲＥＴ对的荧光信号强度。受近十多

年来单原子激光器和单量子点激光器的研究工作的

启发，本文研究在光学微腔中单个ＦＲＥＴ对的荧光

发射光子数目问题。在一个单分子对荧光共振能量

转移实验中，单分子对发射的光子数是用来研究对

应的动力学过程的唯一信息来源。本文提出并计算

模拟了单个ＦＲＥＴ对在一个光学微腔中的荧光信

号放大特性。

２　模型与计算模拟

受近年来单量子体激光器研究工作的启发，本

工作主要讨论使用光学微腔来增强单个ＦＲＥＴ对

的发射光子数目问题。在微腔中单发光体的发光特

性可以发生很大的改变。当发光分子与腔体的电磁

模式存在很强的共振耦合作用时，光子发射便得到

极大的提升；反之，当两者没有共振耦合作用时，发

光特性便会被抑制。本文的工作是基于目前高品质

光学微腔的微纳米加工工艺的可行性［１２，１３，１９～２４］。

为了适合生物学上的实际应用，研究工作的参数均

参考取自在常温下液体中进行的一系列实验工

作［１，８，１１～１７］。同时，这里要强调两点：首先，单ＦＲＥＴ

对的受体Ａ必须与光学微腔的电磁场模式存在足

够强的共振耦合相互作用；此外，单个ＦＲＥＴ对的

距离狉必须设定在 ＦＲＥＴ 机制起明显适用范围

（０．１～１ｎｍ）。

对工作机制建立一个合适的物理模型，并模拟

验证此微腔的信号放大机制的效果。由于一个分子

的振动弛豫时间通常比其激发态寿命短很多，所以

单个ＦＲＥＴ对能够被近似地对待为一对两能级系

统。假设单个ＦＲＥＴ对和光学微腔之间的相互作

用来自于腔的电磁模式与受体 Ａ的能级跃迁之间

的共振相互作用（如图１所示）。犈和犳犈 （犳１）为

０５０１
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供体Ｄ和受体Ａ的激光激发速率。γａ和γｄ为受体

和供体的自发辐射速率。ΓＦ 为从供体Ｄ到受体Ａ

的共振能量转移的速率。犵为受体分子 Ａ能级和

微腔的电磁模式共振耦合系数。κ为微腔的衰减速

率，ω０ 为受体分子Ａ的能级跃迁频率。使用全量子

化方法可以得到一个Ｌｉｎｄｂｌａｄ形式的密度矩阵运

动方程来描述分子 腔体相互作用系统。

图１ 微腔内单分子ＦＲＥＴ对的能级示意图

Ｆｉｇ．１ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｅｎｅｒｇｙｄｉａｇｒａｍｓｆｏｒａ

ｓｉｎｇｌｅｐａｉｒｏｆＦＲＥＴｄｙｅｍｏｌｅｃｕｌｅｓｉｎａｃａｖｉｔｙ

在偶极 偶极相互作用和旋转波近似的条件下，分

子与腔体的共振模式的相互作用哈密尔顿量为［２０～２２］

＾
犎犐 ＝ｉ珔犺犵（犪

＋
σ－犪σ

＋）， （１）

式中犪＋ 和犪分别为光学微腔中的电磁场模式对应

的光子产生算符和湮灭算符。分子对应的能级上升

算符和下降算符分别为

σ
＋
＝ 犃〉〈犅 ，　σ＝ 犅〉〈犃 ， （２）

从而，在相互作用的图像下，受体分子 Ａ对应的哈

密尔顿量为［２０～２２］

＾
犎 ＝（ω０－ωＬ）σ＋σ－＋（ωｃ－ωＬ）犪

＋犪＋

ｉ犵（犪
＋
σ－－σ＋犪）＋犳犈（犪

＋
＋犪）， （３）

式中ωｃ为光学微腔的电磁场模式的频率，ωＬ 为激

发激光的频率，犳（犳１）大约为０．０５。

弛豫项和激发项为［２０～２２］

犔ｒｅｌａｘρ＝－
γ犪
２
（σ＋σρ＋ρσ

＋
σ－２σρσ

＋）－

κ（犪＋犪ρ＋ρ犪
＋犪－２犪ρ犪

＋）， （４）

犔ｐｕｍｐρ＝－
ΓＦ
２
（σσ＋ρ＋ρσσ

＋
－２σ

＋

ρσ）， （５）

因此，对应受体分子Ａ的密度矩阵的运动方程为

犔ρ＝－ｉ［^犎，ρ］＋

∑
３

犽＝１

犆犽ρ犆
＋
犽 －

１

２
犆＋犽犆犽ρ－

１

２ρ
犆＋
犽犆（ ）犽 ，（６）

式中犆１ ＝ ２槡κ犪，犆２ ＝ γ槡ａσ－ 和犆３ ＝ Γ槡 Ｆσ＋。

同理，对应供体分子Ｄ的密度矩阵的运动方程

为

犔ρ＝－ｉ［^犎，ρ］＋

∑
３

犽＝１

犆犽ρ犆
＋
犽 －

１

２
犆＋犽犆犽ρ－

１

２ρ
犆＋
犽犆（ ）犽 ，（７）

这里，在相互作用的图像下，供体分子Ｄ对应的哈

密尔顿量为［２０～２２］

＾
犎 ＝（ω０－ωＬ）σ＋σ－＋（ωｃ－ωＬ）犪

＋犪＋

犈（犪＋＋犪）， （８）

式中犆１＝ ２槡κ犪，犆２＝ γ槡ｄσ－和犆３＝ Γ槡 Ｆσ－。犈为

对于供体Ｄ分子的激光激发能速率。（６）式和（７）式

是一组完整的描述单分子对系统的方程组。使用量

子轨迹算法［３，２０～２３］来求解密度矩阵方程（６）和（７）。

作为一个具体的例子，考虑一个长度犾０为

８μｍ，半径狉０为１．６μｍ的光学微腔。腔体的容量

犞 为４５μｍ
３，这足够大从而不至于影响蛋白质等生

物大分子的生物化学构象过程。具有如上参数的光

学微腔是实验上可以利用微纳米加工技术实现

的［１２，１３，１９］。考虑到受体分子的发射跃迁能级与腔体

的电磁模式场存在共振，激光的频率和受体Ａ的能

级跃迁频率设定为ω０＝ωＬ≈５×１０
１４ｓ－１。假设此情

况下的介电常数ε＝１０，腔体为高斯环形状的光学

微腔，且衰减速率κ为０．０５ｎｓ
－１，从而可以估测耦

合常数犵为（２～６）×１０
２。同时，激光的激发能速率

设定为犈＝５ｎｓ－１，Ｆｒｓｔｅｒ距离犚０ 为３ｎｍ。

３　结果与讨论

图２ 受体Ａ发出的荧光信号犐Ａ（狉）

Ｆｉｇ．２ Ｓｔｅａｄｙｓｔａｔｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｆｒｏｍｔｈｅ

ａｃｃｅｐｔｏｒ犐Ａ（狉）

为了揭示光学微腔的作用，进行了两个独立的

计算：一是在微腔中的单ＦＲＥＴ对的发光情形；二

是没有采用微腔时的单ＦＲＥＴ对的发光情形。正

如图２所示，受体的荧光光子发射数目可以被放大。

没有微腔时，仅能量转移机制并不可能得到比受体

的自发辐射更多的光子。这样的一个瓶颈被光学微

腔的光信号放大机制所打破。对于小的狉（狉＜犚０），

由于分子 腔体的共振耦合作用，受体的光子发射强

度远大于其自发辐射强度。可见，微腔使得受体分

子变成了一个类似于单原子激光的激光体［２０］。此

１５０１
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外，随着距离狉（狉＞犚０）的增加，受体分子得到的激

发能量会变小，激发光子数下降很快，比自发辐射要

快很多。如图２所示，微腔导致了受体的发射光对

单分子间的距离狉有更大的依赖性。最近的研究结

果表明当单分子对共振能量转移实验的时间观测分

辨窗口较大时，荧光信号仅能反映有限的动力学过

程信息，而且甚至可能是虚假的。在单分子对共振

能量转移实验中，供体分子Ｄ被一束很强的激光激

发，但受体分子 Ａ的自发辐射衰减太慢时，受体分

子Ａ的光学信号较弱，较大的时间观测分辨窗口

（较低的时间分辨率）便被采用，以便可以在足够宽

的时间观测分辨窗口内采集足够大的荧光光子数

目。因而，使用微腔放大光信号机制便可以将单分

子对共振能量转移实验的时间分辨率提高到合适范

围，此时蛋白质折叠的真实能量景观才能被有效地

揭示。总之，在单分子对荧光共振能量转移试验中，

用微腔放大光信号的机制来提高其时间分辨率是非

常必需且有效的。图３表明了由于腔体与供体Ｄ

分子并不存在很强共振耦合作用，因此，光学微腔只

能使得供体Ｄ发出比自发辐射多出的光子数并不

明显。研究结果表明了在腔体中进行单分子对共振

能量转移实验可以得到更高的时间分辨率。

图３ 供体Ｄ发出的荧光信号犐Ｄ（狉）

Ｆｉｇ．３ Ｓｔｅａｄｙｓｔａｔｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｆｒｏｍｔｈｅ

ｄｏｎｏｒ犐Ｄ（狉）

４　结　　论

在单分子对荧光共振能量转移实验中，首先激光

激发单分子对，然后激发能量以依赖于单分子对间距

离狉的方式从供体分子Ｄ传到受体分子Ａ，最终单分

子对发出的荧光光子信号会反映出单分子对两者间

距离的变化，从而反映出相应的生物大分子的构象变

化动力学过程。当供体分子Ｄ被一束很强的激光激

发，但受体分子Ａ的自发辐射衰减太慢时，光学微腔

机制可以用来放大单分子对的荧光信号。研究结果

表明受体分子Ａ腔体的共振耦合作用使得受体的光

子发射强度远大于其自发辐射强度。此外，随着距离

狉（狉＞犚０）的增加，激发光子数下降很快。因此，微腔

导致了受体的发射光信号对距离狉有更大的依赖性。

从而可以推断在腔体中进行单分子对共振能量转移

实验可以提高相应的分子荧光信号，得到更高的时间

分辨率。本文的研究结果为单分子对荧光共振能量

转移实验提供了较好的实验指导。
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