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两种新的时间分辨光谱技术

锁志勇 魏先文 徐 正 刘德军 余 智 张 的 李重德

南京大学配位化学研究所
,

配位化学国家重点 实验室
,

南京

时间分辨光谱
,

是研究物质光物理
、

光化学性质的基本手段
。

本文简要介

绍 了这 一领域中较 新的两种光谱技术 相调 制法测定荧光寿命
 一  , 。

一 〔, ,
和利用步进扫描

一

技术 测量瞬态红外吸收光谱
。

关键词

分类号

时间分辨光谱

 

相调制法 步进扫描

引 言

时间分辨光谱是指样品受到激发 以后
,

一段时间内在某一频域上光谱随时间的变化
。

对于

瞬态物种 激发单重态
、

激发三重态
、

过渡态
、

自由基
、

电荷分离态等 的检测及其动力学过程 的

跟踪
,

一般需要借助时间分辨光谱
。

在新型光电转换材料开发
、

光催化 光合成机理揭

示
、

光动力学治疗新药研究以及物质基本光物理
、

光化学性质表征等诸多领域
,

 都是一个

非常有力的研究工具
。

按检测光的来源可 以分为时间分辨发射光谱和时间分辨吸收光谱
,

前者包括  荧

光光谱 川 和  喇曼光谱
‘’〕,

检测样品被激发后的 自身辐射 后者一般指
一 ‘, 和

一

光谱
’,

检测光由仪器光源提供
。

近年来时间分辨的  技术也有一定发展〔 】。

时间分辨光谱仪的配置形式很多
,

但大多数都由脉冲激发源和检测器两部分构成
,

激发源

可以有光激发
、

电子束激发  
、

电脉冲激发  和化学激发 叩  技术  等形式
,

其中较为

常见的是用光脉冲和辐射脉冲激发样品
,

然后观测样品荧光或吸光度随时间的变化
,

从而捕捉

瞬态物种或解析其动力学过程
,

即闪光光解技术
【’和脉冲辐解技术

『 。

检测器依据系统时间分

辨率的不同而有所区别
,

对于时间分辨率在 级或 林 级的仪器
,

一般可 以采用快响应的光电

倍增管 并且用电子线路实现激发源与检测器的同步 而对于 级 的仪器
,

多采用 电荷

偶合装置
、

条纹相机
 或双重二级管阵列 作检测器

,

利

用光学方法实现激发源与检测信号的同步
〔’”’ 现代的时间分辨光谱技术已较为成熟

,

已经有

级的时间分辨光谱仪 川
。

相对于上述仪器配置
,

还有一种较特殊的时间分辨荧光光谱系统 相调制荧光光谱系统
,

其最大特点是采用连续光作为激发源来检测物质的荧光寿命
,

特别适用于多荧光发色团复杂
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体系的解析
汇’ ’。 另外 由于 中红外 区谱图自身具有复杂精细结构的特点

,

要求测定仪器有

较高的频率分辨率
,

因而长期 以来难于实现在  区的时间分辨测量
,

近年来发展的步进扫

描系统可 以较好的解决这一问题
’ 。

南京大学化学化工学院近年建立 了这两种瞬态光谱系

统
,

本文将对这两种系统的原理及仪器配置做一简要介绍
。

相调制法测定荧光寿命

相 调 制 法
 一

 是相对于脉冲法
 !

‘ 的一种测定荧光发色团寿命的方法
,

其基 言
本概念最早 出现在本世纪二十年代

【’ ,

六十年 兰

代末由 和 加以改进 〔’ ,

奠定 了这

种方法的基础
,

到八十年代已逐渐成熟
,

出现了

商品化 的测量系统
,

成为测定复杂体系荧光寿

命的一个重要手段
。

与脉冲法不 同
,

相调制法测定荧光寿命时 图

使用连续光来激发样品
,

但激发光事先经过调
·

制
,

这样
,

样品发出的荧光也是调制光
,

依据调

制强度和相位 的变化就可以解析荧光寿命
。

已

相调制法原理

 一  ! ∀

 

,  一

在实验中
,

需要测定相移
 一 和解调因子 两个参量

,

若将调制

其相频率为 。 的激发光描述为
二

叭
,

样品荧光可描述为 。卜 司
,

甲 为相移并定义 m 二
B
a / A b 为解调因子 (图 1)

,

相移 甲和解调因子 m 与调制频率 。

,

m 随 。 增大而减小
,

甲 随 。 增大而增大
。

考虑一个单一荧光发射过程
,

它遵守指数衰减规
,

可以表达为 I( t)
二
10 ‘

I/ ,
; 对它作 Fou ri

er变换
,

关中律

R 二

I
二

其 中 , 二 a r C
ta
n

责
,

可以解出
丁, = 田 一

{了

!了

I(t)Cosotdt二

I (
t
)
s in o td t

=

有

{厂
Ioe一 “、。S“‘d ‘

{了
10一 “’·‘n “‘d ‘

ta
n 沪

,

m
二 习厕丁子

,

类似地可以解出 二 = 。
一 ,

[( l/ 材)
一
l]

’

气

这样就可以得到两个与样 品荧光寿命相关的参量
: T , 、 二m ,

但需要注意 的是仅仅在被测量体

系中只有一种荧光发色团 (荧光寿命单一 )并且荧光衰减遵守一级指数衰减规律时
,

才有 T
, =

: m 二 : ,
: 为真实荧光寿命

,

而在其它大多数情况下
: , 、 二 m 并不能直接作为荧光寿命

。

当体系

中有多种荧光发色团时
,

在某一波长处的荧光可以表达为I( t)
二

艺ai
e 一 “爪 ,

其中 a;为第 i种荧

光所 占权重
,

: i

为第 i种荧光寿命
。

作 Fou ri
e:
变换

,

可以推出

“

( 艺
。‘e

一 “ 7
·

)

。。s 。‘d : = 叉 aie 一 “ 爪e o s
o t

d
t
)

了(耳
ai一“ ·

’
S‘一

‘d ‘
二

耳
a;e一 “二 s i n o t

d
t
)

产

!

‘

!

.

一se一一RI

考虑到定积分公式
:

{厂
··

一
“Xdx

== ·
、(
aZ+ “2, 和 ee 一 “‘s

i
n

bx dx

= 。
口 (
aZ+ bZ)简化为

:
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R = 艺1+ 田 2丁矛
和了二 艺

ai丁犷田
l + 田2了了

’

再结合、 = arCta n

责
、

矶 =
板不了

,

这样在
个调制频率下分

别测定 沪 ‘、
m

,

就可 以得到 2i 个方程
,

进而解出 a; 、 丁i。

在进行实验时
,

为了提高实验的精确度
,

实际上不论体系中包括几个荧光成份
,

都采用多

频率分析技术 (M FA )
,

即按 中心频率公式选取中心频率 。。

再 向上
、

向下扩展
,

选定一组不同调

制频率 (。
i
) 的调制光

,

分别激发样 品
,

然后可以测得一组相移 (沪
;
)和一组解调因子 (m

、

)

,

再利

用上述公式及误差公式 以 a ;、 : ;

为自由变量拟合
,

使方差最小 的
7- ;、 a

;

即为被测体系中荧光

寿命及其权重
。

误差拟合的公式有很多形式
,

下述为其中之一
:

二
=

粤!瓮
‘机

一

、
’ ·

瓮
‘m

。 一

毗

其 中 二乳
、

。足
。

为 小和 m 的估计误差
,

币总
、

m 乙为频率 。 下 小和 m 的计算值
。

相调制法的基本装置包括激发光源 (
C
w)

、

调制器
、

单色仪和光电倍增管(PM T) 等
。

激发光

源可以选用氛弧灯
、

汞灯或激光器
,

氨弧灯
、

汞灯的优点是价格适宜并且激发波长连续可调
,

但

光强弱
,

不适于检测荧光较弱的物质 ;激光单色性好
、

强度大
,

适合于检测荧光较弱的样品
,

具

有激光诱导荧光 (LI F) 的一般特点
〔” ’, 并且可以省去激发光单色仪

,

但可获得 的激发波长少并

且价格昂贵
。

调制器一般有电光调制器和声光调制器两类
「’4

,

’6 }
,

常见 的有 K
err 池

、

Po

c

ke l 池
、

D
e
l
)
y

e
一

S
e a r s 池等

。

我们实验室所购 sLM
一

A m i
n e O

公司 sL M 480 0o D s e F 荧光仪选用 P
oekel池 I

, 7 , ,

属于二阶电光调制器
,

调制频率范 围 1
一
3 10 M H

z ,

相应测量 的荧光寿命范围为 7Ps
一
1 5 娜

。

就

整个系统而言
,

采用相调制法的仪器要比性能相当的采用脉冲法的仪器节省很多费用
。

早期相调制法受光源
、

调制器性能等技术因素的限制发展较慢
,

六
、

七十年代调制器一般

为
一

单频或双频
,

调制频率只有几十兆赫
,

后来调制器的性能有了很大提高 (调制频率连续可调
、

调制范围宽 )
,

并且 出现了交叉相关测量技术 (C
ros s

一

co

r
re l at i

on
D et

ec
t i
on )

汇’“」和相敏感测量技术

(Pll as
e一

se ns iti ve
De

te ct fo
n)

‘” ] ,

使这种方法渐渐成熟
。

在八十年代就有人采用激光作光源
,

利用

相调制法测定荧光寿命
,

实现了 p
s级的时间分辨率

[201
。

S L M 4 8 0
0o

D s c F 采用数字序列傅立叶

(D igit
al S equential C om ponent Fou‘er

,

D S C F
) 技

术和交叉相关测量技术
,

光调制频率和 P M T 调

制频率的差值 △。 可调 (l
一 1 5 6 0 H

z
)

,

进一步提

高 了其测定 的时间分辨率
。

W eb

e r 在 80 年代即已证 明
,

采用相调制法

的仪器在理论 上最少只需要具有
n
个 调制频

率
,

即可以测定具有
n
个荧光寿命的体系

【川
。

「J前受到仪器分辨率等技术因素的限制
,

虽然

暂时还不能仅用
n
个调制频率就测出

n
个荧

光寿命
,

但对于多荧光发色团体系的解析来说
,

相调制法仍然是非常有力的手段
,

这一点则是

脉冲法测量所难 以解决的问题
。

S L M 4 8 0 0 O D S C F

可以很方便地解析在 同一发射波长含有 5 个荧

光成份的系统
。

相调制法设备 比较简单
,

但通常

只能给出衰减时间常数 的数值而很难直接得到
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时间分辨光谱
,

这是其局限性所在
。

硫 酸 喳 琳在 0
.
lm ol

·

L

一 ’
H
Z
S O

。

中 的荧 光 寿命
: = 19

.
4nslz

Z, , 选 取 中心 调 制频 率 为

12M H z ,

以 Z M H z 为间隔
,

扩展到 4M H z和 25M H z
,

对样品进行激发 (入
m。、 =

4 0 3
n

m
)

,

得到相移 甲

和解调因子 m 相对于 沪 的变化
,

对此进行拟合
,

得 : = 19
.
97n
s
(图 2 )

。

可以看到
,

实测值与文

献报道用脉冲法所测符合得很好
,

并且 尸 很小 (1
.
9 )

,

明和 m 的计算值与测量值也符合得很

好
,

平均偏差小 于 1 %
。

3 利用步进扫描技术测定瞬态吸收光谱

测定物质在 UV
一

Vi

s
一

M
R 区域的瞬态吸收光谱

,

一般采用色散型闪光光解装置
。

这类仪器

一般是对探测光采用光栅单色仪进行分光
,

在选定探测波长处记录 乙O D 的衰减曲线 (采用快

速光电管作检测器
,

或者采用 CC D
、

光学多道分析器 (O M A)
、

条纹相机等检测器同时记多个波

长处 d O D 的衰减曲线 )
。

八八/ / 岁必 / / ///

擎擎浪乡乡乡乡乡兀兀兀少 / / / ///
外外外 / / / / ///

///
才}}}}} / 比 / / ///

昌
:

‘

扣引

习口U己一忆口�消口已�一

2

飞品忍;高不
毛不了丽几忘

~

滚

~

荡瑞忑骊丁
;才 *。·。。帅* r/c m ·

w
a v e n u n l

b
c

r/c m
‘

图 3 (a) 界IR 原理
,

由二维干涉图得到二维 M IR 图谱

(b) St 即 Sc an 原理
,

由三维干涉 图得到三维 M IR 图谱

Fig
.
3 (a) prineiple ofFT IR

,

i
n w

h i
e

h Z

·

D M I R

s
p
e e t

ru m 1
5

fr

o
m Z

一

D i
n t e

rfe
ro g

r a
m

( b )
p

r
i
n e

i p l

e o

f S
t e p S

e a n ,

i
n

w h i
e

h 3

一
D M I R

s
p
e e t

ru m 1
5

fro
m 3

一

D i
n t e

rfe

r o
g ra m

同样的方法不适用于 M IR 区域谱图的采集
,

物质在此 区域有非常精细的振动
、

转动跃迁
,

因此现代中红外光谱仪普遍采用 Fou ri
er 变换技术来达到较高的频率分辨率

。

步进扫描技术是

由 R
.
A
.
P al m er 和 A

.
Si m on 于八十年代末提 出与 碑IR 相适应的一种新技术

,

可 以用于记录

M IR 区瞬态吸收光谱
L’3 ,

2 3 ’。经典的 FT IR 技术中
,

M ac kl
s

on 干涉仪中动镜做匀速运动
,

同时仪器

记录光强信号
,

得到一条干涉谱线 (图 3a )
,

这样一张谱图只有在动镜完成一个移动过程以后
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才能得到
,

而从机械角度讲
,

动镜扫描频率的物理极 限不超过 50 H
z , 限制了时间分辨率的提

高
。

而在步进扫描中时间分辨率不是依靠动镜移动速度实现 的
,

动镜的移动被分 为许多步

(st eP )
,

仪器仅仅在动镜停止在某一步时才记录信号
,

这样干涉谱线就被分为一些点
。

如果在

动镜停稳以后给样品一个激发脉 冲
,

然后利用快响应探测器 (PM T) 结合快速数据采集板记录

样 品在这一步位置上 △O D 随时间的变化
,

并在每一步都重复这一过程
,

就可以得到样品在受

到激发以后整个干涉图谱随时间的变化
,

然后取出某个时刻 t的干涉谱线作 Fo ur ie
r变换

,

就

可 以得到样品在受激发后 t 时刻的 M IR 吸收光谱 (图 3b )
。

因此
,

在进行实验时
,

要在所有数据

采集完成 (动镜走完所有的 St eP ) 后统一解出按时间顺序排列的 3D 光谱
。

特别要注意的是在

实验过程中所观测的过程在每次激发后都必须是完全一致
、

可重复的
、

样品不能有光降解等现

象
。

对于易分解样品一般选用流动样品池
。

步进扫描技术最早出现于八十年代
,

目前采用 步进 扫描技术 的 Fr IR 光谱仪已 由德 国

Bru ke r公司实现商品化
,

给这样的仪器外接一个激光源并解决同步问题
,

即可完成 M IR 区域

的闪光光解实验
。

系统建立很方便
,

符合模块化系统配制的要求
。

这样 的系统 由于仍然采用

FT IR 技术
,

所 以能达到和稳态 FTI R 相同的频率分辨率
。

具体实验中这个频率分辨率和动镜移

动的步数有关
,

分辨率越高
,

则动镜移动的步数越多
,

每一步移动的距离越小
,

相应的采谱时间

越长
。

对于系统的时间分辨率来说
,

并不受步进扫描技术本身的限制
,

而仅仅受激光脉宽
、

同步

方式
、

检测器响应时间
、

快速数据采集板性能的影响
。

目前商品化的仪器在 M IR 区域所能达到

的最快的时间分辨率为 s
ns ,

适合于观测大多数三重态
、

反应过渡态和分子间能量 / 电荷传递

过程
。

与 M IR 区域的情况类似
,

在 UV
一

vi

s
一

M
R 区域如果换用相应的光源 /分束器 /检测器

,

也可

以 使 用 FT
一

st eP s ca

n 技 术 来 观 测 瞬 态 吸 收 光 谱
,

这 样 就 实 现 了 在 同 一 台仪器 上 观 测

U V
一

Vi

s
一

M
R

一

M
IR

一

FI R 区域瞬态吸收光谱
,

非常方便
,

并且节省仪器费用
。

我们建立的纳秒级瞬

态吸收光谱系统采用 Spec tra P hys ic
s
公司的 N d

: Y A G (激光脉宽
: sns) 激光器作为激发光源

,

B
r u

k
e r

公司的 IFS 66 / S 光谱仪做探测器
,

可以在 25000 一
4
00

e m
一

’

范围内达到 s
ns 一

1 0 林s 的时

间分辨率和 全 0
.
2 5c m

一

,

的频率分辨率
。

〔C O 』
。 二

巡
4.49e一 〕m OI

4

.

5 0
e 一

3
m

o
l

1 0

.

s
e ,

L
·

m ol

一
l

L

一 ’

L

一、

s t

��������

石
!

wave num ber/em 一 、
17 5 0 3 5Q 0 5 2 邹 , ( 喊叭,

t i m
e
/ 林s

图 4 (
a
)F
eC

一

O 在 1944em
一 ‘
处的特征振动 (b)1944

em 一 ’
处振动衰减的二级动力学拟合

Fig
.4 (a) C hara eteristie vibra tion of FeC

一

0

a t 1 9 4 4
e
m

一 ’
.

F re q
u e n e

y re
s o

l
u ti

o n :
s
e m

一 ’, t
i m

e r e s o

l

u t i
o n :

1 0 林
s

( b ) S im
u
l
a tin g o f 1 9 4 4

e m
一 ’ v

i b ra
ti
o n a s s e e o n

d d y
n a

m i
e s

对于肌红蛋 白的 C O 中毒机理研究来说
,

在 M IR 区的 Fe C O 振动 (19 44c m
一

’

)是一个很灵敏

的探针
,

可以反映 C O 与肌红蛋白的结合速度
。

图 4a 所示为在 7m M D
20 中 CO 与肌红蛋 白在光
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0 9

·

解离后的再结合过程
,

图 4b 为 l9 44c m’
’

处 劫 随时间的变化 以及按二级反应过程拟合出的反

应速率常数
‘
2’j

。

利用 St 叩 Scan 技术也可以观测荧光瞬态光谱 [23J
,

其基本原理和仪器配置与上面所讲类

似
。

除了可以用来做闪光光解实验
,

S
t
eP S ca

n 技术还可以有其他用途
,

诸如 Loc kin 和 M ap p ing

等
,

将另文讲述
。

4 结 论

TRS技术是研究快速过程的有力工具
,

已在新材料开发
、

新药研制等诸多方面得到广泛

应用
,

并且得到 了许多用其它手段难以取得的信息
。

随着光电原件制造水平 的提高
,

相调制技

术和步进扫描技术 自身也将进一步发展
,

实现灵敏度
、

时间 /频率分辨率上的突破
。

我们相信

随着科学技术 的进步
。

这两种新技术可提供的信息将 日益丰富
,

其重要性也将 日益为人们所认

识
。
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