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摘要!建立了随机噪音的经验模型!并通过计算机模拟超短寿命的荧光衰减过程!研究了利用取样法测量时间分辨

荧光光谱实验中实验参数的选取对实验结果的影响%结果表明!增大&门宽’可以提高信噪比!从而实现微弱荧光信号的

测量$减小&延时’可以提高时间分辨率!即提高测量精度$选取不同的&门宽’时!测量结果中各个衰减组分初始荧光强度

的比例关系会发生改变!并推导出测量值与实际值的对应关系!可以从测量结果反推 出 实 际 的 比 例%另 外!测 量 了0?@
样品的时间分辨荧光光谱!实验结果验证了所提出的随机噪音经验模型以及提高信噪比与测量 精 度 的 方 法%并 且 利 用

该结论测量了&.A)7样品微弱荧光的时间分辨荧光光谱%
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引!言

时间分辩荧光光谱技术在材料*化学及医学研究

中发挥着越来越重要的作用%在材料研究中!当分子

体系存在能量传递!生成活泼中间体或相互作用等过

程时!其荧光强度将随时间而变化%测量材料的荧光

寿命!可以获得能级结构和激发态弛豫时间等信息$在
化学反应研究中!时间分辨荧光提供了有关分子动态

结构方面的信息!是分子结构研究中极为有用的研究

手段$根据不同组织荧光光谱时间特性的不同!可以进

行人体组织的荧光寿命成像!从而大大提高疾病诊断

的准确率+9!!,%

取样法测量时间分辩荧光光谱实验中!有时会因

为信号微弱而无法测出其荧光光谱%目前普遍的做法

是把采集探测装置的输出经由W3RH?7积分 平 均 微 处

理器接收和处理!通过多次采集平均可将信噪比提高

9#5$倍"9 为重复测量的次数#+;!%,%但这种重复采样

的方法势必造成测量时间成倍增加!因此!如何更有效

地提高信噪比!实现微弱信号的测量是一个亟待解决

的问题%本文中建立了实验中随机噪音的经验模型!
并在其基础上通过计算机模拟来研究实验参数的选取

对实验结果的影响%通过分析得出!&延时’的大小决

定了测量的精度$改变&门宽’对测量精度没有影响!但
可以获得不 同 的 信 噪 比!在 一 定 范 围 内 优 化 选 取&门

宽’既可以提高信噪比又不必使采集时间过长$测量多

指数衰减的时间分辨荧光光谱!可以从测量值反推得

到实际各衰减组分初始荧光强度间的比例关系%最后

通过对0?@样品的测量!验证了模拟分析的结论%并

且还把上述结论用来指导微弱荧光的测量!成功地测



第!"卷!第!期 王!鲲!时间分辨荧光光谱中信噪比与测量精度的提高 !

量出&.A)7样品的时间分辨荧光光谱!

;!取样法原理与噪音模型的建立

取 样 法 是 测 量 时 间 分 辨 荧 光 光 谱 较 有 效 的 方

法"$#=$#工作原理见图9#与光脉冲同步#电脉冲触发或

!!

X8Q59!+FLENLCHFS?63DE?S648GQSLCF3M

按一定程式延时触发探测装置#探测装置按预设的时

间%门宽&’:Q(对荧光信号进行采集!这样以一定的延

时’:M(逐渐改 变 触 发 时 间#可 以 得 到 样 品 被 脉 冲 光 激

发后不同时刻的一系列荧光强度!按时间的先后次序

将取样信号组合在一起#就构成荧光强度的时间衰减

曲线#即时间 分 辨 荧 光 光 谱!由 极 窄 脉 冲’!函 数(激

发#并且考虑最简单的单指数荧光衰减过程#则荧光强

度表达式为)

;’:(<;’#(LR6’=:*"( ’9(
式中#;’:(为:时刻的荧光强度#;’#(为初始时刻的

荧光强度#"是 荧 光 寿 命">$!通 过 取 样 法 测 得 的 时 间

分辨光谱实际上是激发光波形+仪器响应函数和实际

荧光衰减函数三者的卷积!本文中主要研究实验参数

对信噪比以及测量精度的影响#而仪器响应函数对这

方面的影响可以忽略!此外#由于是以飞秒脉冲激光

作为激发光来研究皮秒和纳秒量级的荧光衰减#激发

光波形的影响也可以忽略!因此#在本文中近似认为

取样法中取样值的大小就是对;’:(按时间:Q 积分#则
测量单指数衰减荧光在:时刻的取样值大小近似为)

>’:(<#
:?:Q

:
;’:(M:<

;’#(""9=LR6’=:Q*"($LR6’=:*"( ’!(
大多数有机分子和生物大分子的荧光衰减过程都具有

单指数特性#但有些复杂体系可能会出现多指数的衰

减过程#以双指数衰减为例#其荧光强度以及取样值大

小为)

;’:(<;9’#(LR6’=:*"9(?;!’#(LR6’=:*"!( ’;(

>’:(<#
:?:Q

:
;’:(M:<

;9’#("9"9=LR6’=:Q*"9($LR6’=:*"9(?
;!’#("!"9=LR6’=:Q*"!($LR6’=:*"!( ’%(

式中#;9’:(#;!’:(#"9#"! 分别是各衰减组分的初始荧

光强度以及荧光寿命">$!

上面的’9(式和’;(式是在理想条件下的荧光强度

表达式#但在实验中#随机噪音是不可避免的#因此#实
际取样测量的信号中还包含随机噪音);@’:(Y;’:(Z
#’:(!;@’:(是 实 际 的 信 号 强 度##’:(是 噪 音 强 度!
在取样法实验中产生随机噪音的因素主要有)’9(实验

仪器中电信号产生的噪音,’!(其它光源产生的背景噪

音,’;(信号光散射产生的散斑噪音!前两种噪音与荧

光信号无关#而最后一种噪音则与荧光信号的强度;
’:(有关!在此基础上建立随机噪音的经验模型)#’:(<#@’*ELLM(?1-#@’;’:(( ’$(
这个随机噪音经验模型的建立是借助于计算机编程的

手段来实现的#其 中#[’(是 用 计 算 机 实 现 的 随 机 噪

音产生函数#其参数决定了随机噪音扰动的范围,第9
项#@’*ELLM(与具体的实验环境有关#其中*ELLM的大小

反 映 了 与 信 号 无 关 的 噪 音 随 机 扰 动 的 范 围,后 一 项

1-#@’;’:((则与荧光 信 号 的 强 弱 有 关#其 中1为 常

系数!当荧光开始衰减时#荧光信号比较强#这时噪音

大小主要由第!项决定,而在荧光衰减后期#荧光信号

已经很弱#这时的噪音大小就由第9项决定!因此#实
验中的信号强度表达式修正为)

;@’:(<;’:(?#’:( ’=(
取样值>@’:(则是对;@’:(按时间:Q 进行积分#并且与

>’:(具 有 相 同 的 形 式!在 噪 音 经 验 模 型 中*ELLM与1
需要通过实验数据来确定其大小!首先#测量在没有

荧 光 信 号 的 情 况 下 噪 音 大 小#根 据 实 验 数 据 确 定

*ELLMY#5#<!然后 变 换1产 生 模 拟 数 据#发 现 当1Y
#A9时模拟数据和实验数据最接近#据此确定1Y#59!

<!模拟分析

首先模拟单指 数 衰 减 荧 光#来 说 明:Q 对(.*的

影响!多次模拟取样的结果>’:(平 均 值 记 为 信 号 值

B#模拟取样结 果 中 最 大 值 和 最 小 值 的 差 值 作 为 噪 音

值##信噪比即C(.*YB*#!在’9(式中;’#(和"表征了

荧光材料的荧光特性#设定;’#(Y$?5T5#"Y9$GE来模拟

一种单指数衰减的荧光!在模拟取样时改变:Q 以获得不

同的信噪比(.*#结果见图!#(.*随着:Q 的!!

X8Q5!!+FLE8ST4?C83G(.*?CM8DDL7LGCQ?C8GQC8SLUFLG48DLC8SL"Y9$GE

增加而 增 大#其 关 系 为C(.*YD-:Q#5%$!当:Q 接 近 于

荧光寿命"的9*;时#就可以获得比较高的信噪比,而
当:Q$"后#(.*的增长则趋于平缓!因此#在"*;与

>!9
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"之间优化选 取:Q!既 提 高 了 信 噪 比 又 避 免 了 由 于 增

加CQ 而造成采集时间过长"还模拟不同的荧光寿命"
的情形!当"Y;#GE时!测得(.*与:Q 关系为C(.*Y
D#:Q#5%=!这说明(.*与:Q 的关系对于不同的荧光寿

命"都 是 成 立 的!但"越 大 时!通 过 增 大:Q 来 提 高

(.*的效果就越好"注意到:Q 的指数总是小于#5$!
与此对比!在重复采样方法中信噪比(.*与重复测量

次数9 的关系总是满足C(.*YD#9 #5$!$;!<%"虽然通

过重复采样(.*提高得迅速!但重复测量势必造成测

量时间的增加!而通过优化:Q 来提高(.*可 以 使 测

量一次完成!大大缩短测量时间"

X8Q5;!+FLE8ST4?C83GC8SL7LE34OLME6LHC7?UFLGML4?J8GQC8SL:MY#59GE

然后模拟双指 数 荧 光 衰 减 来 说 明:M 对 精 度 的 影

响"实际上:M 反映了采样点的密集程度!采样点越密

集测量精 度 也 就 越 高"令;9&#’Y$?5T5!;!&#’Y
!?5T5!"9Y9$GE!"!Y>GE!:QY$GE!以不同的(延时):M
来进行模拟采集"当:MY#59GE时拟合出时间分辨荧

光光谱见图;!拟合曲线为*

C<E9#LR6&=:+"9’?E!#LR6&=:+"!’ &>’
式中!C为荧光强度!拟合出的荧光寿命"9Y9$5$9GE!

"!Y>5>=GE!拟合误差分别为#5$=9和#5"#<!而E9!E!
分别为拟合得到的不同衰减组分初始的荧光强度"选

取不同的:M 并且其它参数保持不变!荧光寿命的拟合

误差会 发 生 变 化!见 图%":M 在#59GE"9#GE之 间 取

!!

X8Q5%!+FLD8CL77373DC8SL7LE34OLME6LHC7??CM8DDL7LGCML4?J8GQC8SL

值!其它参数的选取不变!将对应于不同:M 的 荧 光 寿

命拟合误差 绘 制 在 图 中"其 中 曲 线?是 荧 光 寿 命"9
的拟合误差!曲线I是荧光寿命"! 的拟合误差"可见

随着:M 的增大!拟合误差逐渐增大!测量精 度 逐 渐 减

小"
另外!在测量多指数衰减荧光光谱时!选取不同的

(门宽)!会改变拟合结果中各个衰减组分初始荧光强

度的比例大小"对比&>’式和&%’式!可推导出*

;9&#’
;!&#’<

E9#"!$9=LR6&=:Q+"!’%
E!#"9$9=LR6&=:Q+"9’%

&<’

即可以从测量值反推得到实际各衰减组分初始荧光强

度间的比例关系"

=!实验验证

现通过实验来验证模拟分析的结论!实验所用光

源为(6LHC7?@FJE8HE生产的飞秒脉冲光源系统&包括

\?8+?8和(68CD87L’!脉冲宽度小于9;#DE!工作波长为

<##GS!重复频率为9N-]"探测系统为德国&?O8E83G
时间分辨率荧光光 谱 仪!样 品 为0?@和&.A)7!光 路

如图$所示!光脉冲经中性滤波片以及准直光路后聚

集到样品中!然 后 在"#̂方 向 收 集 荧 光"荧 光 经 光 谱

仪入射到0?CLM,,K!电脉冲则相对光脉冲有一定延

时去触发,,K快门!进行信号采集"

X8Q5$!)R6L78SLGCELCT63DSL?ET7LSLGC3DC8SL:7LE34OLMD4T37LEHLGHL
E6LHC7?

X8Q5=!?,CFLD4T37LEHLGHLE6LHC7?3D0?@?CM8DDL7LGCQ?C8GQC8SL!I,

CFLD4T37LEHLGHL(.*3D0?@?CM8DDL7LGCQ?C8GQC8SL

实验中首先 测 量 了0?@样 品 的 时 间 分 辨 荧 光 光

谱!见图=?!峰值的大小为信号值!图中的锯齿反映了

随机噪音的大小!可以看到当:QY#59GE时!荧光峰值

信号很弱!且随机噪音大!荧光信号完全淹没在噪音之

<!9
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中!无 法 提 取"逐 渐 增 大:Q!测 得 信 噪 比(.*与#门

宽$:Q 的 关 系 满 足C(.*YD%:Q#5%>!见 图=I"当:QY
#59GE时!(.*接近于#!而 当:QY9#GE时!(.*则 增

大到995="实验结果与计算机模拟的结果很吻合!验

证了提出的随机噪音的经验模型!并证明了在取样法

实验中优化选取#门宽$可以提高信噪比"
设置实验参数:QY9$GE!:MY$GE!测 得0?@样 品

的时间分辨荧光光谱见图>!拟合得到荧光寿命&"9Y
9>#5!"GE!"!Y;95>9GE!荧 光 寿 命 的 拟 合 误 差 分 别 为

!!

X8Q5>!+FLD4T37LEHLGHLMLH?JHT7OL3D0?@E?S64LUFLG:QY9$GE!:MY$GE

;5<99和%5;$%"选取不同的:M 并且其它参数保持不

变!反复测量样品的时间分辨率荧光光谱!得到荧光寿

命的拟合误差与:M 之间的关系见图<!其中曲线?是

荧光寿命"9 的拟合误差!曲线I是 荧 光 寿 命"! 的 拟

合误差"可见随 着:M 的 增 大!拟 合 误 差 逐 渐 增 大!测

量精度逐渐减小"

X8Q5<!+FLD8CL77373D0?@E?S64L?CM8DDL7LGCML4?J8GQC8SLUFLG:QY$GE

通过对0?@样品的测量!验证了随机噪音的模型

以及模拟分析的结论"但0?@样品的荧光信号相对

较强!为了验证上述结论也能应用到测量微弱荧光的

时间分辨荧光光谱中!作者又测量了&.A)7样品"利

用上述结论来指导实验!在不同:Q 的条件下测得荧光

光谱见图"!可以看到随着:Q 的增大!(.*明显增大"
通过优化参数:QY9$GE!:MY$GE成功地测量了&.A)7
样品的双指数衰减时间分辨荧光光谱!并且拟合得出

左峰衰减指数分别为9=;GE和!=GE!右峰衰减指数分

别为!9"GE和;!GE"

X8Q5"!+FLD4T37LEHLGHLE6LHC7?3D&.A)7?CM8DDL7LGCQ?C8GQC8SL

>!结!论

所建立的随 机 噪 音 经 验 模 型 在 测 量 0?@样 品 的

时间分辨荧光光谱的实验中得到了很好的验证!并且

通过测量&.A)7样品微弱荧光的时间分辨荧光光谱!
最终证明了&’9(取样法实验中增大#门宽$可以提高信

噪比!从而可以测量微弱的荧光信号!与重复采样方法

相比!通过优化选取:Q 不但可以提高信噪 比!而 且 还

大大节省了测量时间)’!(增大#门宽$不会影响到测量

结果的时间 分 辨 率!而 减 小#延 时$!即 增 加 采 样 密 集

度!则可以提高时间分辨率!即保证了测量精度)’;(测
量多指数衰减时间分辨荧光光谱!选取不同的#门宽$!
则测量结果中各个衰减组分初始荧光强度的比例关系

会发生改变!推导出测量值与实际值的对应关系!可以

从测量结果反推出实际的比例大小"
本文中得出的结论有着实际的应用价值!运用所

提出的这种提高信噪比与测量精度的方法来指导取样

法测量时间分辨荧光光谱的实验!可以有效地提高测

量精度以及对微弱荧光地测量能力与效率"
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