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摘要 荧光寿命是指荧光分子在回到基态前在激发态停留的平均时间 . 本文发展了基于荧光寿命测量来定量分子内和分子间

相互作用的方法：通过G碱基猝灭对于荧光寿命的影响定量DNA二级结构的形成；通过荧光共振能量传递（FRET）中荧

光寿命的变化来定量分子间的相互作用 . 第一种方法巧妙利用了G碱基会猝灭临近的染料分子的性质，结合荧光寿命的变

化，可以判断DNA二级结构的形成以及形成的比率 . FRET是用于研究生物分子相互作用的一个重要手段 . 传统的FRET方

法主要是基于强度的变化，但这种变化容易受到荧光表达水平变动、样品中分子扩散以及荧光串色的影响，因此经常存在

着实验比较复杂和重复性差的问题 . 而基于荧光寿命的FRET研究则可以很好地克服上述缺点 . 通过检测供体荧光寿命的变

化，我们能够方便快捷地判断是否发生FRET，并通过建立系统的数据分析方法，得到FRET的效率以及分子之间相互作用

的信息 .

关键词 荧光寿命，荧光猝灭，G碱基猝灭，荧光共振能量传递，荧光衰减曲线，分子内相互作用，分子间相互作用，发

卡结构，时间相关单光子计数

中图分类号 Q6，Q7 DOI：10.16476/j.pibb.2020.0359

荧光成像是生命医学研究中的重要研究手段，

广泛应用于细胞生物学、脑科学、免疫学、植物

学、分子医学等学科领域［1］ . 特别是随着超分辨荧

光显微技术的发展，其应用的深度和广度更加拓

展［2］ . 但目前荧光成像技术大部分利用的都是荧光

强度和荧光光谱的性质，而荧光的另外一个特性荧

光寿命却很少用到［3］ . 荧光分子被激发后会从基态

跃迁到激发态，然后从激发态以辐射和非辐射衰减

的方式回到基态 . 荧光寿命指的是荧光分子在回到

基态前在激发态停留的平均时间［4-5］ . 与荧光强度

不同，荧光寿命不受荧光分子浓度影响，而受荧光

分子所处环境的影响，例如荧光分子附近是否有能

够发生荧光共振能量传递的其他荧光分子，以及荧

光分子附近是否有猝灭剂等［6］ . 因此，通过荧光寿

命测量可以直接得到荧光分子和周围环境作用的相

关信息，从而用于定量分子内和分子间相互作用 .

本方法正是基于结合荧光寿命和荧光共振能量传递

（FRET）以及荧光猝灭来检测分子内以及分子间的

相互作用 .

1 仪器与方法

1.1 仪器

本文中采用的仪器是在Olympus FV1200共聚

焦系统上搭建的 Picoquant荧光寿命和荧光相关光

谱系统 . 激光器包括：405、440、485、510、561

和640 nm皮秒（ps）脉冲和连续双模式激光器 . 时

间相关单光子计数 （time-correlated single-photon

counting，TCSPC） 器为 TimeHarp 260 PICO Dual

TCSPC. 检测器包括：双通道单光子计数探测器

SPAD 和双通道 PMA Hybrid40 检测器 （光谱响应

范围 300~720 nm，探测效率高达 45%，在 500 nm

时间响应 120 ps，有效区域直径 3 mm），带光闸

（shutter）和过载保护 . 采集软件为SymPhoTime64.
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1.2 样品

基于G碱基荧光猝灭定量分子内相互作用方法

采用的DNA序列为TMR-4C20T和TMR-24T.

基于FRET定量分子间相互作用方法采用的是

供体染料（Cy3 或者 Alexa488）标记的 DNA 单链

和受体染料（Cy5）标记的 DNA 单链通过退火杂

交形成的DNA双链 . 其中Cy3和Cy5标记的供体和

受体对分别为 Cy3-5N11A 和 Cy5-5N30A. Alexa488

和 Cy5 标记的供体和受体对分别为 Alexa488-D 和

Cy5-A. 以上 DNA 序列见表 1. 采用的缓冲液为

TAM15 Buffer （50 mmol/L Tris-HCl pH 7.5，

30 mmol/L NH4Cl， 70 mmol/L KCl， 15 mmol/L

MgAc2，1 mmol/L DTT） .

1.3 数据分析方法

荧 光 衰 减 曲 线 通 过 Picoquant 公 司 的

SymPhoTime64进行初步拟合，后续的分析比较采

用Origin 9软件 . DNA的设计及二级结构的预测使

用了 IDT公司的OligoAnalyzer 3.1工具 .

2 结果与分析

2.1 基于时间相关的单光子计数荧光寿命测定方

法及其应用于分子相互作用研究的原理

基于时间相关的单光子计数荧光寿命测定方法

是基于测定从脉冲激光激发到检测器检测到单个光

子的时间（图1a） . 因此在仪器设备上需要有脉冲

激光、单光子计数器和具有单光子灵敏度的检测

器 . 单光子计数器会记录每个光子的寿命，这些光

子统计在一起就形成具有指数衰减性质的荧光寿命

曲线（图1b） . 荧光寿命就是通过对此曲线拟合得

到 . 荧光寿命取决于染料分子本身的性质，也会受

到环境的影响，例如发生荧光猝灭和共振能量转移

荧光寿命就会缩短（图1b） . 通过对荧光衰减曲线

的拟合，可以得到分子相互作用的信息，例如是否

Table 1 DNA sequences

Names

TMR-4C20T

TMR-24T

Cy3-5N11A

Cy5-5N30A

Alexa488-D

Cy5-A

Sequences

CCCCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGGGGTTTTTT GCAGCATACATCTAG

TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGGGGTTTTTT GCAGCATACATC TAG

Cy3-GCACTGCTAGG

Cy5-CCTAGCAGTGCAGTGGTAATGCGGCGGCCC

CCGATAGGAGTAGCACCGATTCTCATAGT（Alexa488）CGTGATGCTGGTGACGATCA

GGCGGACCACCGGACCAGGGTGATCGT（Cy5）CACCAGCATCACGACTATGAGAATCGGTGCTACTCCTATCGG

Time

Without interaction
With interaction

Laser pulse

Fluorescence photon

Single photon lifetime Single photon lifetime
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Fig. 1 Principles for fluorescence lifetime measurement and applications for studying molecular interactions
(a) Time-correlated single-photon counting (TCSPC) uses short laser pulses to excite fluorescence, and the time difference between excitation and

emission is measured to get the lifetime of a single photon. Photons are accumulated to get a histogram and lifetime can be fitted. (b) Fluorescence

lifetime of fluorophores with and without molecular interactions. Fluorescence lifetime decreases at fluorophore quenching or fluorescence resonant

energy transfer.
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会形成复杂的发卡结构，以及发生相互作用的比

率等 .

2.2 基于G碱基猝灭和荧光寿命变化定量分子内

相互作用的方法

一些荧光染料能够被DNA链上G碱基所猝灭，

这种猝灭是通过电子传递所实现并且是完全可逆

的［7］ . 这种G碱基猝灭在一些方法如原位杂交中会

给检测带来困难，应该避免 . 但这种猝灭也可以被

利用起来，用于研究分子内复杂结构的形成以及分

子间相互作用的检测［8］ . 本方法正是利用了G碱基

能够猝灭荧光染料四甲基罗丹明 （tetramethyl-

rhodamine，TMR）的性质，结合在荧光猝灭过程

中荧光染料寿命缩减的性质，进行DNA分子内发

卡结构形成的研究 . TMR标记的DNA在低盐浓度

下一般以单链形式存在（图 2），此时荧光分子寿

命较长 . 在高盐浓度下，DNA容易形成复杂的二级

结构例如发卡结构，此时荧光分子TMR贴近G碱

基，从而发生荧光猝灭，荧光寿命缩短 .

实验中采用TMR-4C20T DNA作为实验组，对

照组则采用在高盐浓度下也不会形成发卡结构的

TMR-24T DNA. 分别测量在低盐浓度（10 mmol/L

NaCl）和高盐浓度（500 mmol/L NaCl）条件下的

两组DNA荧光寿命的变化（图 3） . 发现不会形成

发卡结构的TMR-24T在低盐浓度（蓝色实线）和

高盐浓度（绿色实线）下荧光衰减曲线都不会发生

变化，不会形成发卡结构，因此荧光寿命较长 . 而

TMR-4C20T在低盐浓度（黑色实线）和高盐浓度

下（红色实线）荧光衰减曲线发生明显变化，其在

10 mmol/L NaCl中不形成发卡结构，荧光寿命较长

（黑色实线）； 而在500 mmol/L NaCl条件下则会形

成图 2 中的发卡结构，因此荧光寿命缩短（红色

实线） .

对 TMR-4C20T-10 mmol/L NaCl 的荧光衰减曲

线进行单指数衰减拟合，得到此条件下的TMR染

料 的 荧 光 寿 命 τ 为 3.147 ns. 对 于 TMR-4C20T-

500 mmol/L NaCl进行拟合时，考虑到溶液中存在

着未被猝灭的TMR以及形成发卡结构后被猝灭的

TMR，本研究采用了双指数衰减拟合 . 通过指定一

个荧光寿命为未被猝灭的TMR寿命3.147 ns，得到

第 二 个 荧 光 寿 命 τQ 为 0.577 ns. τ 和 τQ 的 丰 度

（amplitude） 分别为 （11.59 ± 0.01） 和 （7.54 ±

0.03） kilocounts，因此可以得到形成发卡结构的

DNA 分子占总的分子数的比率为 7.54/（11.59 +

7.54）=39.41%.

从以上实验结果可以看出，结合荧光寿命变化

和G碱基猝灭可以用于分子内相互作用如分子构象

变化的研究以及对形成二级结构的分子比率的计

算 . 这个检测方法的优势在于标记和数据收集简单

易行，可以只进行单个荧光分子的标记，并且通过

这个方法不仅可以判定分子内二级结构的形成，还

可以得到二级结构形成的比率，并且可以测定反应

的平衡常数、反应速率和自由能等参数 . 这个方法

的应用前景也比较广泛，例如很多核酸适体在和蛋

白质结合的时候就会发生分子内构象的变化，那么

结合该方法，就可以利用荧光寿命的变化检测蛋白

质的丰度和发展蛋白质芯片等［8］ .

2.3 基于荧光共振能量传递（FRET）和荧光寿命

变化定量分子间相互作用的方法

FRET 是研究分子间相互作用的一个重要方

CTG
CTG
CTG
CTG

High salt concentration

Low salt concentration

Fig. 2 Combination of fluorescence lifetime and G-base
quenching for detection of DNA hairpin formation

TMR-4C20T forms hairpin structure at high salt concentration, which

brings fluorophore TMR close to G-base and causes G-base quenching.

The fluorescence lifetime decreases upon quenching.

Fig. 3 Fluorescence lifetime decay curve
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法，在生物医学中有广泛的应用 . FRET效率在一

定范围内随分子之间距离增加呈指数衰减，一般用

于研究 10 nm 以下的分子相互作用［9］ . 传统的

FRET方法主要是基于强度的变化，但这种变化容

易受到荧光表达水平变动、样品中分子扩散或者其

他外在因素的影响 . 并且基于强度的FRET方法用

供体的激发光激发，测量发生 FRET 后的受体荧

光，因此存在着串色的问题［10］ . 从 FRET 对 Cy3-

Cy5来看（图4），Cy3和Cy5的激发和发射光谱都

有一定程度的重叠，因此在用供体激发光激发供体

的时候，同时也会有一部分受体不通过FERT而被

激发光直接激发（激发串色），而在收集受体的发

射光谱时，也会收集到部分供体的发射光（发射串

色） . 因此为了得到准确的 FRET效率，通常需要

收集多张对照图像进行荧光串色校正，增加了实验

的复杂度 . 而基于荧光寿命的FERT研究则可以很

好地克服上述缺点［11］ . 基于荧光寿命的 FRET

（FLIM-FRET）直接测量供体在发生 FRET 前后的

荧光寿命的变化，因此避免了串色的影响，简化了

实验，提高实验的可重复性 .

该 方 法 使 用 Cy3 标 记 的 单 链 DNA （Cy3-

5N11A） 作 为 供 体 ， Cy5 标 记 的 DNA 互 补 链

（Cy5-5N30A） 作为受体，通过测量只有 Cy3-

5N11A 时 Cy3 的荧光寿命（图 4b 黑色曲线）以及

当其和对应Cy5标记的互补链杂交后产生FRET后

的Cy3荧光寿命（图4b红色曲线），可以计算得到

FRET效率 .

FRET效率的计算通过以下公式得到：

E = 1 - τDA
τD

(1)

其中E为FRET效率，τDA为受体存在时的供体

的荧光寿命，τD为供体单独存在时候的荧光寿命 .

Cy3-Cy5荧光染料对是荧光共振能量传递研究

中比较经典的一对染料 . 但是链接DNA后的Cy3荧

光寿命相对复杂，通常存在着顺反异构两种构象，

因此通常需要进行双指数拟合［12］ . 因此本方法采

用了平均荧光寿命的方法进行后续FRET效率的计

算 . 平均寿命的计算公式如下：

τave = A1τ1 + A2τ2A1 + A2 (2)

其中 τave为平均荧光寿命，τ1 和 τ2为双指数拟合

得到的两个寿命，A1和A2为对应拟合得到两个寿命

的丰度 .

通过对 Cy3-5N11A 以及形成 FRET 对的 Cy3-

5N11A-Cy5-5N30A 荧光寿命衰减曲线进行拟合

（图 4b），可以得到Cy3-5N11A的平均荧光寿命为

1.689 ns， 而 形 成 FRET 对 的 Cy3-5N11A-Cy5-

5N30A 平均荧光寿命为 1.363 ns. 将这个寿命带入

计 算 公 式 （1）， 可 以 得 到 发 生 FRET 效 率 为

18.95%. 这个 FRET效率代表了溶液中所有分子平

均的FRET效率，但是可能有游离Cy3-5N11A单独

存在的情况，因此实际杂交形成双链DNA的FRET

Fig. 4 Comparison of intensity based FRET and FLIM-FRET
(a) Comparison of donor Cy3 (green) and acceptor Cy5 (red) excitation (dashed curves) and emission (solid curves) spectra. Both excitation and

emission spectra have some overlap, which cause either excitation or emission bleed through. (b) FLIM-FRET can be done through analyzing the

lifetime changes of donor to avoid influence of fluorescence bleed-through. Black curve represents fluorescence decay curve of donor Cy3 without

acceptor, and the red curve represents fluorescence decay curve of Cy3 after FRET.
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效率可能高于这个数值 .

如果采用荧光寿命比较单一的染料，例如供体

荧 光 染 料 采 用 荧 光 寿 命 符 合 单 指 数 衰 减 的

Alexa488 染料，那么在样品准备和数据分析中就

可以采用更为简单的方法 . 从样品准备上，可以只

准备有FRET的样品，通过对FRET样品的荧光衰

减曲线进行双指数拟合，可以得到 τ1和 τ2以及对应

的 A1和 A2. 其中长寿命的 τ1就代表了 FRET 样品中

游离供体单体的荧光寿命，A1代表其丰度 . τ2和A2

则分别代表了发生 FRET 的供体的荧光寿命和丰

度 . 那么根据FERT效率定义，可以将荧光共振能

量公式直接简化为：

E = 1 - τ2
τ1

(3)
而发生FRET的供体占总供体中的比率则可以

用以下公式计算：

R = A2
A1 + A2 (4)

采用以上公式（3） 和（4）对图5中FRET曲

线Alexa488-D-Cy5-A进行拟合，得到 τ1和 τ2分别为

3.792 ns 和 1.191 ns， A1 和 A2 分 别 为 25.478 和

14.796. 计算得到发生供体的FRET效率为68.59%，

其中发生 FRET 的供体占总供体的比率为 36.74%.

由此可以看出溶液中实际存在着大量没有发生

FRET的供体荧光染料单体，这很有可能是在进行

DNA标记的时候荧光染料没有完全分离纯化导致

的 . 当然也可以计算平均的FERT，根据（2）得到

Alexa488-D 以及 Alexa488-D-Cy5-A 的平均荧光寿

命分别为 3.955 5 ns和 2.837 ns，根据（1）得到的

平均FRET效率为28.27%.

从上述两对染料来看，染料本身的性质对于

FRET 的实验设计和数据分析有着至关重要的影

响 . 我们比较推荐采用荧光寿命符合单指数衰减的

染料作为供体染料 . 当然，受限于实验条件，特别

是在进行活细胞标记时染料的选择限制更大，如果

采用荧光寿命比较复杂的染料作为供体，需要有单

独的染料作为供体荧光寿命的对照，并且在分析数

据时要注意能得到的通常是平均FRET效率 .

3 讨 论

揭示和认知生物大分子的相互作用是生命科学

研究中极其重要且基础的一环 . 通常可以利用

FRET和双分子荧光互补（bimolecular fluorescence

complementation，BiFC） 等技术手段，通过比对

待测样品和参照样品相对荧光强度的变化，来定性

或半定量地表征样品中生物大分子的互作 . 但由于

样品标记的不完全等复杂因素的影响，传统基于荧

光强度测量的技术手段难以定量表征样品中的分子

相互作用 .

针对以上问题，本文发展了基于荧光寿命测量

来定量分子内和分子间相互作用的方法：a. 通过G

碱基猝灭对于荧光寿命的影响研究DNA二级结构

的形成 . 这种方法巧妙利用了G碱基会猝灭临近染

料分子的性质，结合荧光寿命的变化，可以定量

DNA二级结构的形成以及形成的比率，并且形成

的实验技术和数据分析方法能够应用于荧光寿命受

环境影响而变化的体系研究 . b. 通过FRET中荧光

寿命的变化来研究分子间的相互作用 . 此方法利用

FRET过程中供体荧光寿命的变化来定量 FRET效

率以及发生FRET分子的比率 . FRET是用于研究生

物分子相互作用的一个重要手段 . 传统的FRET方

法主要是基于强度的变化，但这种变化容易受到荧

光表达水平变动、样品中分子扩散以及荧光串色的

影响，因此经常存在着实验比较复杂和重复性差的

问题 . 而基于荧光寿命的FRET研究则可以很好地

克服上述缺点 . 通过检测供体荧光寿命的变化，能

够方便快捷地判断是否发生FRET，并通过建立系

统的数据分析方法，定量相互作用分子FRET的效

率、发生FRET的分子在样品中的比率以及结合平

衡常数等量化信息 . 本方法不但可以用于体外的生

化研究，也可以用于定量细胞内的分子相互作用，

实现细胞器水平空间分辨率 . 同时还可以扩展到化

学高分子的相互作用等研究领域 .

从以上的结果可以看到，荧光寿命成像是研究
Fig. 5 Fluorescence lifetime FRET analysis based on

Alexa488-Cy5 fluorophores pair
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分子内和分子间相互作用的一种非常有前景的方

法 . 基于荧光寿命的成像方法可以有效避免荧光强

度成像方法带来的一些偏差，如荧光分子浓度、荧

光漂白和荧光串色对于荧光强度的影响，从而降低

实验的复杂性并提高定量分析的准确性 .

目前基于时间分辨的荧光寿命方法通常可达到

几百个 ps的时间分辨率［13］，可用于实时分子动态

过程的研究，我们将结合FRET和荧光寿命进一步

发展动态测量分子的构象变化技术 . 荧光寿命方法

的空间分辨率取决于显微成像系统的空间分辨

率［14］，因此结合高空间分辨的显微成像系统来拓

展荧光寿命方法的应用也是未来发展的方向 .
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Fluorescence Lifetime Measurement*
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Abstract Fluorescence lifetime is the average amount time a fluorophore spends in excited state before

returning to the ground state. In this paper, methods for quantifying intra- and inter-molecular interactions based

on fluorescence lifetime measurement were developed. One is quantification of DNA secondary structures

formation by fluorescence lifetime change through G-base quenching, and the other is quantification of inter-

molecular interactions by fluorescence lifetime change through fluorescence resonance energy transfer (FRET).

The first method cleverly utilizes the properties of G-base to quench adjacent dye molecules, and combines with

changes in fluorescence lifetime, to determine the formation of DNA secondary structure and the formation ratio.

FRET is an important means for studying biological molecular interactions. Traditional FRET methods are mainly

based on change in intensity, but this change is susceptible to changes in fluorescence expression levels,

molecular diffusion in samples and crosstalk between fluorophores, which brings complexity in experimental

design and poor repeatability of experimental data. FRET measurement based on fluorescence lifetime can

overcome the disadvantages mentioned above. By detecting changes in the fluorescence lifetime of the donor, we

can quickly and easily determine whether FRET occurs, and through establishing a systematic data analysis

method we can get FRET efficiency and information about inter-molecular interactions.

Key words fluorescence lifetime, fluorescence quenching, G-base quenching, fluorescence resonance energy

transfer (FRET), fluorescence decay curve, intra-molecular interactions, inter-molecular interactions, hairpin

structure, time-correlated single photon counting
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