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前言

时间分辨荧光技术是常用于标记和追踪关键生物分子的重要分析技术。荧光标记技术检

测随时间变化的荧光信号响应，因此安全性显著高于放射性标记技术，而且荧光测量固

有的分子选择性和分析灵敏度都很高，利用此优势，我们可以更深入地理解样品的化学

性质和分子环境。

时间分辨荧光测量的一个重要优势是该技术借助可靠的机制解决了背景荧光（来自细胞

或介质的自体荧光）这个常见问题，这些背景荧光可使这类分析复杂化、干扰常用探针 
 （例如荧光素和罗丹明）的稳态发射，同时也是高背景信号的主要来源（这会削弱测量效

果）。鉴于该技术提升测量能力的巨大潜能，我们不难理解为何（时间分辨荧光技术中所

用的）镧系元素络合物被广泛用于各种生命科学应用，例如免疫分析、受体-配体结合分

析、蛋白质-蛋白质结合分析、细胞因子分析、粘附细胞分析、酶分析、DNA 杂交分析和

细胞毒性分析。
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• 荧光模式：在照射瞬间记录稳态荧光发射信号

• 磷光模式：在采集样品发射的光之前，软件将命令分光光度计

等待用户定义的一段时间，时间长短通常根据灯的衰减时间来

定义。该模式用于时间分辨“延迟”荧光测量，此类测量通

常使用基于镧系元素的探针

使用 Cary Eclipse，我们能够轻松测量这些各不相同、但几乎同

步产生的荧光响应，而且测量过程不需要任何用户干预。如下所

示，所有测量仅通过几个简单的步骤即可编程到软件中，然后自

动运行。

图 1 显示了荧光激发信号强度随时间衰减的典型曲线，以及荧光

和磷光测量之间相对差异的示意图。

长寿命发射测量的概念

时间分辨分析技术测量标记分子与入射光发生相互作用而产生

的短时响应（这与仅记录荧光探针瞬时发射的稳态荧光分析相

反）。Agilent Cary Eclipse 荧光分光光度计的闪烁式氙灯每秒开

关（从完全发光到完全黑暗）80 次，这意味着使用 Cary Eclipse 
进行每次测量时，闪烁式氙灯都将以 75 kW 以上的峰值功率发出

短光脉冲来激发荧光标签，而且它的弧尺寸较小，因此可提供极

亮光束（灯的亮度对于荧光测量而言极为重要，因为来自样品的

信号与作用于样品的光量成正比，即照射到样品上的光越多，样

品发射的光就越多）。Cary Eclipse 闪烁式氙灯的高脉冲频率和

短衰减时间使其能够执行持续时间最短约 0.1 ms、最长可达无限

长的时间分辨测量。使用 Cary Eclipse 检测样品的时间响应时，

我们使用两种不同的采集模式。

图  1.  荧光（绿线）和磷光（紫线）测量的典型响应曲线。瞬时发射是指稳态荧光。长寿命发射是指磷光（或延迟荧

光）响应。延迟时间是指闪烁式氙灯开始发射脉冲与数据采集开始之间间隔的时间长度（您可轻松优化该参数以

去除任何来自短寿命背景荧光的信号和任何散射作用产生的信号）。门限时间是指检测器采集来自发射物的光的

时间长度（门限时间越长，采集到的光就越多，信号强度也就更大）。总衰减时间是指磷光响应的持续时间。一

般而言，实验设置需确保氙灯闪光和新的测量在总衰减时间结束之后开始。时间依赖性分析的主要特性就是该分

析允许用户通过连续累加测量来提高灵敏度（插图）

 (ms)

 (ms)
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Eu3+ 本身的吸光能力非常弱，但与某些有机配体结合之后，可形

成具有极强吸光能力和极高发射性的络合物。特别值得关注的

是，虽然 Eu3+ 络合物的吸光特性主要取决于所连接的有机配体，

但发射却是 Eu3+ 独有的特征。这确保了吸收谱带和发射谱带之间

具有相对较大的差距（约 350 至 600 nm），这一特性能够消除激

发光干扰。下一节将简要介绍获得可测信号的步骤。

获得镧系元素络合物的可测荧光响应

在大多数时间分辨发射分析中，分析人员会将含有 Eu3+ 标记物质

的溶液与目标生物分子（通常只有很弱的荧光或完全没有荧光）

混合。反应一段时间后，去除未反应的 Eu3+，仅保留与生物分子

结合的 Eu3+ 标签。在该阶段，结合了 Eu3+ 的目标分子与其原始

状态相比，荧光特性可能并没有增加多少，我们需要从各种不同

的可用配体溶液中选择一种，将其转换成高发射性且易于检测的

络合物。快速简单的反应步骤之后，络合物即制备完成，接下来

便可采用独有高灵敏度和低背景荧光特性的时间分辨荧光分析技

术进行测量。

Agilent Cary Eclipse 适用于时间分辨测量的

关键属性

• Agilent Cary Eclipse 避免了光降解，并且对任何生物样品而

言都非常安全

• 闪烁式氙灯的高频率 (80 Hz) 优势使其非常适合用于稳态动力

学和时间分辨实验

• 通过单次测量即可一并测量同一样品的瞬时发射（纳秒级时间

范围内的荧光发射）和磷光发射（毫秒级时间范围）信号

• 用户可直接应用磷光模式，无需价格昂贵的其他附件

• 闪烁式氙灯技术可确保氙灯每次发射强脉冲之后都能恢复完全

的黑暗状态。这种极其精准且绝对可重现的定时方案对于实

施准确的时间分辨测量而言至关重要

镧系元素络合物的长寿命发射

生命科学领域的许多时间分辨荧光测量都采用具有独特化学性质

的镧系元素络合物标签。在生命科学应用中尤其受关注的一种镧

系元素是铕 (Eu3+)。Eu3+ 标签的衰减时间相对更长（平均总衰

减时间约为 10–5 – 10–3 秒，而许多传统荧光分子的衰减时间仅为 
10–9 秒），而且其吸收光和发射光之间的波数差距也更大。由于

铕的激发光谱和发射光谱之间存在巨大差别，我们可以通过完美

配置仪器达到极低的检测限，在消除所有背景发射（见下文）干

扰的情况下，还能实现惊人的灵敏度提升。
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应用实例：使用 Agilent Cary Eclipse 采集时间分辨

荧光光谱

在图 1 中，我们以图像形式展示了时间分辨实验的一些主要参

数，并通过示意图展示了如何优化这些参数以最大程度改善测量

效果。在下节中，我们将以一个实例说明如何通过优化参数从样

品分析中获得最多的相关数据。

分子系统的组成是非常复杂的，我们测得的样品响应可能来自不

同的分子。在按照前文所述的实验方案进行准备的时间分辨实验

中，与 Eu3+ 结合的目标分子将与配体溶液进行反应，以确保这些

分子能够被仪器检测到。这种方法常见的副作用是所得光谱中可

能存在多个来源的信号（图 2）。我们可利用这些信号来源的时

间分辨特性，按组分对其进行分离。

延迟时间

延迟时间是指闪烁式氙灯开始发射脉冲与数据采集开始之间间隔

的时间长度（图 1）。前文所述的一个简单实验研究了不同延迟

时间对 Eu3+ 配体溶液的光谱产生的影响，在该实验中，我们采

用固定的门限时间（图 1，将在下文详细说明）以及从 0 µs 递
增至 100 µs 的延迟时间进行了一系列测量（图 3）。延迟时间为 
0 µs 时，由背景荧光引起的大约位于 450 nm 处的强峰非常明显 
 （图 3 中的绿色光谱）。由于该背景荧光发射的时间范围非常短 
 （纳秒级范围），因此随着延迟时间变长，其对光谱的贡献越来越

低。而 Eu3+ 的荧光发射时间远长于此（毫秒级），因此不受延迟

时间变长的影响。通过适当调整延迟时间，仪器进行测量时可以

仅采集这种短寿命背景信号消失之后发射的光，测得的信号将只

对应于特定目标物质 (Eu3+)。

400 500 600 700
 (nm)

图  2.  溶液中的 Eu3+（红色）和空白增强溶液（蓝色）的荧

光光谱。约 450 nm 左右的宽峰来自空白增强溶液的

强背景发射，615 nm 左右峰形尖锐的窄发射峰来自 
Eu3+ 发射
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 (nm)

图  3.  延迟时间对  Eu3+ 配体溶液中采集到的信号的影

响。随着门限时间从 0 µs（绿线）增加到 100 µs 
 （红线），背景荧光峰（约 450 nm 处的谱带）的强

度显著降低
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门限时间

门限时间是指检测器采集来自特定目标发射物的光的时间长度 
 （图 1）。从本质上讲，门限时间越长，采集到的光就越多，信号

强度也就更大。在研究不同门限时间对所得光谱的影响的简单实

验中，我们采集了固定延迟时间（见上文）和不同门限时间条件

下的光谱（图 4）。改变门限时间对瞬时（背景）荧光强度没有

影响，但有助于最大程度增强长寿命（和目标）Eu3+ 发射的强度 
 （图 4）。

目标分子的时间分辨光谱

通过将 Cary Eclipse 设定为磷光模式，延迟时间设为 0 秒，并调

整门限时间以最大程度采集 Eu3+ 发射的信号，可以准确捕获瞬时 
 （荧光）发射（活跃于纳秒级时间范围内）信号和来自 Eu3+ 的目

标发射（活跃于整个毫秒级时间范围内）信号。Cary Eclipse 能
够通过单次测量一并采集来自同一样品的荧光和磷光光谱。在完

全没有用户干预的情况下，仪器可以单独对适当目标分子的信号

进行明确的定量、监测和记录。图 5 显示了以去除所有背景贡献

为目的实验中采集得到的配体溶液中 Eu3+ 的时间分辨光谱。此技

术的另一项优势是用户可定义检测器测量目标信号的时间。这能

确保时间分辨分析具备必要的、特定于分子的定量和定性测量能

力，以及这些关键实验的灵敏度可进行优化，以确保目标样品中

的所有信息都能被提取出来。

图  4.  门限时间对 Eu3+ 配体溶液中采集到的信号的影响。

我们采用固定的延迟时间 (0 µs) 以及从 40 µs（紫

线）增加到 200 µs（红线）的不同门限时间条件采

集了光谱。如文中所述，门限时间增加并未改变瞬

时（背景）荧光的强度，但通过调整门限时间可最

大程度增强长寿命 Eu3+ 发射

400 500 600 700
 (nm)

图  5.  配体溶液中 Eu3+ 的时间分辨发射光谱。采集光谱时

采用了优化的时间分辨采集参数，因此消除了所有

非目标来源的信号

400 500 600 700
 (nm)
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图 6 所示的数据表明，Cary Eclipse 能够以快于 PMMA 嵌段中 
Eu3+ 的衰减的速度，快速有效地采集数据。右图表明，衰减曲线

还未达到与 x 轴平行的点（指示到达平衡状态的点）。这突出了 
Cary Eclipse 能够可靠记录寿命极短和寿命长度无限的样品数据

的能力。另外，值得注意的是，使用 Cary Eclipse 荧光分光光度

计进行这些测量时，无需更换任何硬件组件即可完成所有测量。

应用实例：使用 Agilent Cary Eclipse 测量 
PMMA 嵌段中铕 (Eu3+) 的衰减

铕的荧光响应随时间推移衰减。铕 (Eu3+) 和其他镧系金属独有的

荧光特性在水性溶液和 PMMA 等固体基质中的衰减时间大约为 
0.5–3 ms。Cary Eclipse 荧光分光光度计每 40 µs 即可采集一个

数据点。这意味着 Cary Eclipse 在记录持续约 5 ms 的衰减反应

时将对 100 条衰减曲线进行平均，且每条曲线包含 100 个数据

点，所有这些曲线在不到 1 秒的时间内即可显示在屏幕上。如果

使用低于 40 µs 的门限时间，系统将会阶段性地采集衰减曲线。

图 6 显示了测量 PMMA 嵌段中 Eu3+ 的荧光衰减曲线的两个实验

的结果。我们分别采用 50 µs （左图）和 2 µs 的门限时间（右

图）采集数据，在 2 ms 时间范围内采集 1000 个数据点所得的结

果表明，Cary Eclipse 可采用极短的门限时间获得出色的信噪比 
(S/N)。然后我们使用 50 µs 门限时间实验的数据计算了速率和

寿命，结果列于表 2 中。

0 1 2 3 4 5
 (ms)

0 0.5 1.0 1.5 2.5
 (ms)

图  6.  分别使用  50 µs 门限时间（左图）和 2 µs 门限时间（右图）采集到的  Eu3+ 
时间分辨荧光衰减曲线。该例表明，Agilent Cary Eclipse 荧光分光光度计

可在非常短的门限时间内获得出色的  S/N，它在  2 ms 内可采集 1000 个
数据点

表  2. 使用在  50 µs 门限时间条件下采集的  Eu3+ 时间分辨荧光衰减曲线计算所得的速率和寿命数据

速率计算

公式：强度 = A1 × e(–k1 × 时间) + C
实验 开始 (ms) 结束 (ms) k1 (ms–1) A1 C S.D.

0.00 5.00 2.842 ± 0.0 457.0969 ± 4.6 0.9614 ± 0.4 1.6199
寿命计算

公式：强度 = A1 × e(–时间 × TAU1) + C
实验 开始 (ms) 结束 (ms) TAU1 (ms) A1 C S.D.

0.00 5.00 0.352 ± 0.0 457.0874 ± 4.6 0.9609 ± 0.4 1.6199
使用 WinFLR 中的寿命软件应用执行计算。
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更多信息

这些数据仅代表典型的结果。有关我们的产品与服务的详细信息，

请访问我们的网站 www.agilent.com/chem/cary-eclipse

结论

由于通过磷光寿命测量方法采集的数据完全不受发射物质绝对浓

度和发射光强度的影响，因此所得结果中包含关于该发射物质局

部化学环境的丰富信息。这使得寿命测量成为了一种极具吸引力

的技术，用户可利用该技术：

• 阐释混合物中发射物质的数量（例如检测标记药物所结合的受

体数量）

• 进行镧系元素共振能量传递 (LRET) 研究

• 分析发射物质的尺寸和形状

• 研究分子间和分子内的相互作用以及结合效率

• 获得关于局部环境（粘度、极性和蛋白质构象）的信息

• 检测是否存在某些分析物（例如氧气、二氧化碳、农药或抗 
生素）

在检测时间延迟发射之后，我们可以通过样品的磷光寿命研究获

得更深层次的信息。时间分辨延迟发射测量和磷光寿命检测确实

是理想的互补技术，使用稳定可靠的 Agilent Cary Eclipse 荧光

分光光度计（该仪器已被证明不会使样品发生光降解，可确保从

每个样品中获得的信息都正确无误）进行这些测量，您可以从珍

贵的样品中尽可能多地获取真实的信息。
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