
荧光共振能量转移 !"#$% & 是一种用于定量测

量两个不同发光基团间距离的技术 ’( )。 "#$% 是

通过分子间的电偶极相互作用将供体激发态能量转

移到受体激发态的过程，它是一种非辐射跃迁 ’* )。当

"#$% 发生时，供体荧光减弱，而受体荧光增强，如

果能准确测量受体增加的荧光强度和供体减少的荧

光强度，就可以准确测量 "#$% 效率。但是，由于供

体和受体的发射谱通常交叉在一起，实际测量时很

难将供体发射的荧光与受体发射的荧光分开，所以

必须对测量的数据进行处理以便消除各种光谱串扰

带来的影响。现在已有多种测量 "#$% 效率的方

法 ’+ ,- )。最近 ./01/2 提出了一种可以修正以上影

响因素的定量测量 "#$% 效率的方法 ’+ )，采用三组

不同的滤光片，分别测量分离的供体和受体以及供

体 , 受体对在三组滤光片组的条件下两个测量通道

的荧光强度，然后通过计算得到 "#$% 效率。由于

多次更换滤光片进行测量，该方法需要较长时间，因

此与以前的 "#$% 测量方法一样，不能用于快速动

态实时的活体研究。另外，对已经制作好的完整的

供体 , 受体对，如 345676/2 ’8 )，有时不能或很难得

到分离的供体和受体，故该方法不适用。绿色荧光

蛋白（."9）是一种实时观察活体细胞活动的理想报

告基因 ’: ; < )。利用 "#$% 技术，由 ."9 变异体组成

的用于基因表达的供体 , 受体对（如 345676/2 等）

在生物活体研究中的应用日益广泛 ’= , (( )。对基于

."9 的供体 , 受体对，受体荧光强度与供体荧光强

度的比值是一个测量 "#$% 效率的理想量，它与受

体和供体的浓度无关 ’: )。为了利用 "#$% 技术实时

测量活体细胞的各种快速生理过程和动态性质，本

文提出了一种快速定量测量 "#$% 效率的方法，该

方法利用供体和受体的发射谱信息，只须通过一次

性测量供体 , 受体对在两个通道的荧光强度的比

值，即可定量获得 "#$% 效率，而无须测量供体和

受体单独存在时的发光性质，也无须更换滤波片。

本文提出的方法消除了供体发射谱与受体发射谱的

串扰影响，与 ."9 技术结合，可快速实时测量细胞

内和细胞间的动态性质，并且与供体和受体的浓度

无关。

本文根据供体和受体的发射谱，提出了定量测

量 "#$% 效率的方法，并推导了通用计算公式，然

后利用文献提供的实验测量数据 ’= ) 验证了该方法的

正确性，最后讨论了该方法所基于的假设的合理性

和该方法的特点及适用范围。

! 方 法
根据 "#$% 的弱相互作用特点和原子的光子

吸收及发射性质 ’* ; (> )，假设供体和受体的发射谱形

状与 "#$% 效率无关，即 "#$% 只改变供体和受体

荧光发射谱的强弱而不改变其形状，或 "#$% 对供

体发射谱形状的影响可以忽略。按 "#$% 测量通常

收稿日期：*>>( , >8 , ><
基金项目：国家杰出青年科学基金（8>>*--(?），国家自然科学基

金 （+=<:>*>-、+>>:>*(-、+>>:>*8(）和高 校 博 士 点 专 项 基 金

（=<>?<:++）等资助。

通讯作者：骆清铭，(=88 年生，教授（博导），博士，

电话 @ ! >*: & <:-??8*? ; $ , 54A7 @ B7C/D54A7 E FCGH E 61C E I2 E

生物物理学报 第十八卷 第一期 二〇〇二年三月

"#$" %&’()*+&#" +&,&#" -./ 0 !1 ,. 0 ! 234 0 5665

荧光共振能量转移效率的实时定量测量

陈同生 ; 曾绍群 ; 骆清铭 ; 张智红 ; 周 炜

!华中科技大学生物医学光子学教育部重点实验室，湖北 武汉 ?+>>:?）

摘要：荧光共振能量转移（"#$% ）广泛用于研究分子间的距离及其相互作用 ; 与荧光显微镜结合，可定量获取

有关生物活体内蛋白质、脂类、JKL 和 #KL 的时空信息。随着绿色荧光蛋白（."9）的发展，"#$% 荧光显微镜有

可能实时测量活体细胞内分子的动态性质。提出了一种定量测量 "#$% 效率以及供体与受体间距离的简单方法，仅

需使用一组滤光片和测量一个比值，利用供体和受体的发射谱消除光谱间的串扰。该方法简单快速，可实时定量测

量 "#$% 的效率和供体与受体间的距离，尤其适用于基于 ."9 的供体 , 受体对。
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采用的方法 &’ ( ) *，本文中激发光源选择性地激发供

体而不激发受体，因此不存在激发光谱串扰的问

题。

! " ! 符号说明

本文使用的符号及其涵义列于表 !。例如表示

+,-. 效率，!" # $ 表示只有供体而没有受体时供体

发射的荧光强度，/0! 表示第一个通道，%" ! 表示通

道 ! 中供体发射的荧光强度占其发射的全部荧光强

度的比值， !$" 1 $ 表示 +,-. 存在时通道 ! 实际测

量的荧光强度，&’" 2!3表示供体的发射谱。

4567894 6:;<=<>
( +,-. :??=@=:<@5

!" # $ . A: ?9B8C:4@:<@: ?C86 ; D8<8C E 8<95 4F:@=6:< G =HA ;@@:FH8C =4 ;74:<H
!$ # " . A: ?9B8C:4@:<@: ?C86 ; ;@@:FH8C E 8<95 4F:@=6:< G =HA ;@@:FH8C =4 ;74:<H
!" 1 $ ,:?:C4 H8 8<95 HA: D8<8C ?9B8C:4@:<@: G A:< 78HA D8<8C ;<D ;@@:FH8C ;C: FC:4:<H
!$ 1 " ,:?:C4 H8 8<95 HA: ;@@:FH8C ?9B8C:4@:<@: G A:< 78HA D8<8C ;<D ;@@:FH8C ;C: FC:4:<H

/0! ,:?:C4 H8 HA: 6:;4BC=<> @A;<<:9 75 G A=@A HA: D8<8C ?9B8C:4@:<@: G ;4 4BFF84:D H8 7: 6:;I
4BC:D ( =H4 F;44=<> 7;<D 98@;H:4 6;=<95 =< HA: :6=44=8< 4F:@HC; C;<>: 8? D8<8C

/0$ ,:?:C4 H8 HA: 6:;4BC=<> @A;<<:9 75 G A=@A HA: ;@@:FH8C ?9B8C:4@:<@: G ;4 4BFF84:D H8 7:
6:;4BC:D ( =H4 F;44=<> 7;<D 98@;H:4 6;=<95 =< HA: :6=44=8< 4F:@HC; C;<>: 8? ;@@:FH8C

!$" 1 $ . A: ;@HB;9 6:;4BC:D 4=><;9 ?C86 @A;<<:9 !2/0!3 G A:< 78HA ;@@:FH8C ;<D D8<8C ;C: FC:4:<H
!$$ 1 " . A: ;@HB;9 6:;4BC:D 4=><;9 ?C86 @A;<<:9 $2/0$3 G A:< 78HA ;@@:FH8C ;<D D8<8C ;C: FC:4:<H
&’" 2!3 . A: D8<8C :6=44=8< 4F:@HC;
&’$ 2!3 . A: ;@@:FH8C :6=44=8< 4F:@HC;
&’ 2!3 . A: :6=44=8< 4F:@HC; 8? HA: 4F:@=6:< G A:C: 78HA D8<8C ;<D ;@@:FH8C ;C: FC:4:<H

%" !

. A: C;H =8 8? HA: FC8F8CH =8< 8? D8<8C ?9B8C:4@:<@: =< /0! C:9;H =J: H8 D8<8C ?9B8C:4@:<@: =<

HA: G A89: 4F:@HC; C;<>: K % "! ∫)
*+ !

&’" 2! ," ∫!
1 L

E L
&’" 2!3"!

%" $

. A: C;H =8 8? HA: FC8F8CH =8< 8? D8<8C ?9B8C:4@:<@: =< /0$ C:9;H =J: H8 D8<8C ?9B8C:4@:<@: =<

HA: G A89: 4F:@HC; C;<>: K % "$ ∫)
*+ $

&’" 2! ," ∫!
1 L

E L
&’" 2!3"!

%$ !

. A: C;H =8 8? HA: FC8F8CH =8< 8? ;@@:FH8C ?9B8C:4@:<@: =< /0! C:9;H =J: H8 ;@@:FH8C ?9B8C:4@:<@:

=< HA: G A89: 4F:@HC; C;<>: K % $! ∫)
*+ !

&’$ 2! ," ∫!
1 L

E L
&’$ 2!3"!

%$ $

. A: C;H =8 8? HA: FC8F8CH =8< 8? ;@@:FH8C ?9B8C:4@:<@: =< /0$ C:9;H =J: H8 ;@@:FH8C ?9B8C:4@:<@:

=< HA: G A89: 4F:@HC; C;<>: K % $$ ∫)
*+ $

&’$ 2! ," ∫!
1 L

E L
&’$ 2!3"!

"- . A: MB;<HB6 :<:C>5 5=:9D 8? ;@@:FH8C G A:< D8<8C =4 ;74:<H
". . A: MB;<HB6 :<:C>5 5=:9D 8? D8<8C G A:< ;@@:FH8C =4 ;74:<H
/$012 . A: C;H =8 8? 4=><;9 ?C86 /0$ H8 4=><;9 ?C86 /0!

#$%&’ ! N567894 ;<D HA:=C =<H:CFC:H;H =8<

! " ( 通用方程

当 +,-. 发生时 ( 供体发射的荧光强度 2或量

子产额 3下降 &!" *

!" 1 $ O !" E $ E (· !" E $ O 2! E ( 3 !" E $ （!）

其中 !" 1 $ 是受体存在时供体发射的荧光强度，!" E $

是没有受体存在时供体发射的荧光强度， ( 是

+,-. 效率，(· !" E $ 是通过 +,-. 从供体损失的

能量。当选择性地激发供体时，根据 +,-. 效率的

定义，受体发射的荧光强度 !$ 1D 可表示为 &$ *

!$ 1 " O"- (· !" E $ P". （$）

其中"- 和". 分别是受体和供体的量子产额。如果

分别测量到 !" 1 $ 和 !$ 1D ，则由（!）和（$）两式即可

得到 +,-. 效率。可是，供体和受体的发射谱通常

是重叠的 2通常称为光谱串扰 3，例如 /;6:9:8< 的

供体（/5;<）的发射谱延伸到了其受体（Q:998G）发

射谱的整个范围，如图 ! 所示 &’ *，因此在测量上不可

能将它们分开，这种光谱串扰是定量测量 +,-. 效

率的主要困难。

为了消除光谱串扰，选择两个具有不同带通性

质的探测通道 /0! 和 /0$ 分别探测两个不同波段

区域的荧光强度，其中 /0! 必须包括部分或全部供

体的发射谱，而 /0$ 必须包括部分或全部受体的发

射谱。/0! 和 /0$ 通道实际测量到的荧光强度

!$" 1 $ 和 !$$ 1 " 通常可分别表示为

!$" 1 $ O !" 1 $% " ! 1 !$ 1 "% $ ! （";）

!$$ 1 " O !" 1 $% " $ 1 !$ 1 "% $ $ （"7）

两个通道探测荧光强度的比值为

/$012 O !$$ 1 " P !$" 1 $ ，结合方程（!）（$）（"）可得
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!"# $ % $%&’()* +’, &)-.*(/0 1&’2+3 2+,- 4 5,3
-0+&&+’, &)-.*(/0 13’* 2+,- 4 ’6 750-2-’, 8
15 4 $..-)*’( 19-22’: 0/*5,* 4 ; 1 % 4 <’,’(
17=5, 0/*5,* 4 1> &+-, ; !??@4

!"# $ & A0+&&+’, &)-.*(5 ’6 *B- +,*5.* 97C8 !
1-D.+*-3 5* E"C ,0 4 : +*B !FF 00’2 G H AI>$
1&’2+3 2+,- 4 5,3 !FF 00’2 G H 7572C 1 3’* *-3 2+,- 4 5*
)J K8 " 8 L’0+,52 %5,3)5&&-& 6’( A7MN 1 E@F<M"F4

5,3 A9MN O P Q@H=R Q?S 1 #"#<MC#4 -0+&&+’, 6+2T
*-(& 5(- +,3+.5*-3 %= %’D-& 1U +=5: 5V+ -* 52 8; !???4

!!"
!# 1! O" $ W %&’()·* +!, * +C

* &C, %&’()·* &!
（E）

令7!
%&’()·* +!, * +C

* &C, %&’()·* &!
（#）

则

" - .
!! /!# 0 . （Q）

由于供体和受体的发射谱形状不受 MXA> 效率的

影响，所以系数 *+ !，*+ C，*& ! 和 *& C 可由供体和受

体的发射谱以及两个测量通道的滤光性质在测量之

前计算出来（见表 !）。当供体受体的量子产生额已

知时，只要将测量的代入（#）式计算得到 .，将 . 带

入（Q）式，既可得到 MXA> 效率 "，结合 1 W % F（! G
" O !）! G Q （其中 % F 是临界距离）Y!F Z 可计算得到供

体与受体间的距离 1。

1 E4式左边只与样品的性质和状态有关，所以 .
只与样品的状态和性质有关而与两个探测通道的光

谱性质无关。

& 实验验证
由（E）式可知，当保持样品构形不变时，" 不

变，则该式右边即 . 也应该是一个常量，而不会随

着 7J! 和 7JC 滤光性质的改变而变化。

实验中更换六种不同光谱性质的 7J! 和 7JC
滤光片，分别计算对应的系数 *+ !，*+ C，*& ! 和 *& C，

测量对应的 %&’()，代入（#）式得到 .。对不同光谱

性质的测量通道，. 是常量的事实证明本文提出的

方法的正确性。

实验中的 %&’() 由下式计算得到

%&’()
∫

W .2 C

3 C 4" $56 4" $+

∫
"

.2 !

3 ! 4" $56 4" $+"
（K）

其中 [N 1!4是供体 O 受体对的荧光发射谱。简单起

见，取 3! 1!4 W 3C 1!4 W !。
供体 O 受体对有两种情况：一种是供体与受体

结合在一起，它们始终作为一个整体存在，称之为完

整（ +,*5.*）的供体 O 受体对；另一种是供体与受体完

全独立，它们只有在同时结合到样品中的相邻部位

时才能发生 MXA>，称之为分离的 1 &)2+* 4 供体 O 受

体对。

编制了一个从曲线采集数据的软件包，可方便

地从一条曲线上采集数据，采集数据的相对误差小

于 !\。

&$ % 完整供体 ’ 受体对的实验验证

选择完整的 750-2-’,（97C8 !）供体 O 受体对
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&’! &’$
()*+ &,$ - .,/0*,/ 123 &,$ -

!"#$% & ’ 4 5 6 * 47 6 !"#$% & ’ 4 5 6 * 47 6
89# : 8% ;"; : #% $ < ;8 % < 9; $=< 98 ;9< 9% 8 < >% ! < >" ;%< 99 8=< 98
89# : 8% ;"; : "% ! < ;= % < 9; $=< >! ;9< #9 " < != ! < >! ;%< 89 8=< >8
8>% : ;% ;"; : "% ! < $; % < 9# $=< =; ;9< #% $ < ;% ! < >" ;%< 99 8=< 9;
8>% : $% ;"% : $% ! < != % < 98 $=< "$ ;9< =% " < >8 ! < 99 8=< ># ;%< %;
89# : # ;$= : > $ < #% % < 9" "%< "8 ;9< 8" ; < $# ! < 9; 8=< ;> ;%< !8
8>% : "% ;"; : 8% $ < $8 % < 98 $=< ;; ;9< 9= 8 < 8% ! < 9= ;%< "% 8=< =%

,?)*,3) : % < 9; $= < 9= ;9< #> : ! < >% ;% < $= 8=< =%
.@ : % < %! % < %! % < !$ : % < %" % < %%8$ %< %$

!"#$% & A B) 12/,C/ D&$< ! *)E0F/E +G & HI ,2J * ,/ K)*+ &,$ - ,2J E,/0*,/ 123 &,$ - *)EL)C/ 1?)FM

&’! &’$
,JJ %!N+F : O &,P ,JJ !!N+F : O &,P

!"#$% & ’ 4 5 6 * 47 6 !"#$% & ’ 4 5 6 * 47 6
89# : 8% ;"; : #% " < %9 ! < %$ "#< %; ;8< >$ ! < #9 % < "8 !#< %9 #;< >#
89# : 8% ;"; : "% ! < =9 ! < %; "9< !" ;8< ;= % < => % < "9 !9< !$ #;< %"
8>% : ;% ;"; : "% ! < ;8 ! < %# "9< $= ;8< 8; % < 9> % < "9 !9< !> #8< =>
8>% : $% ;"% : $% $ < 8% ! < %% "#< %; ;8< %! ! < != % < "8 !#< != #;< 9#
89# : # ;$= : > " < "% ! < %! "#< !; ;8< =9 ! < ;> % < "8 !#< !% #;< >"
8>% : "% ;"; : 8% $ < 9= ! < %" "#< #= ;8< 9% ! < 8$ % < "; !#< 88 #;< ;9

,?)*,3) : ! < %" "# < #; ;8< 9> : % < "; !# < ;$ #;< ;%
.@ : % < %$ % < %! % < !9 : % < %! % < %! % < "8

!"#$% ’ Q)E0F/E +G ELF1/ C,N)F)+2 4D)FF+R D&$< !6 ,/ J1G G)*)2/ C+2C)2/*,/ 1+2 +G &,P

作为实例，它的供体和受体连接在一起的，其供体

（&M,2）和受体（D)FF+R）的发射谱见图 ! 所示。

P 1M,R ,S1 用 8"$2N 的激发光在体外激发完整的

D&$< !，并分别测量了在零钙（&,$ - ）和饱和钙

（&,$ - ）情况下的荧光发射谱，如图 $ 所示 T= U。VW*E/)*
距离取为 ;%7，供体和受体的量子产额分别取为

% < 8% 和 % < 9!T8 U。利用（8），（;）和（9）式计算出相应的

!"#$%，&，’ 和 *，结果列于表 $ 中。零钙时 & 为

% < 9; : % < %!（平均值 :方均差），() : "* + 为 ! < ""5。

饱和钙时 & 为 ! < >% : % < %" H () : "* + 为 ! < #95。

& ( & 分离供体 ! 受体对的实验验证

分离的 &,N)F)+2（D&$< !） 的结构 见 图 " 所

示 T= U， 供 体 I&VX 与 &,P 结 合 在 一 起 ， 受 体

IDVX Y Z #>O : [ #=\ 与 P !" 结合在一起。当加入

&,P 时，溶液中的 &,P 就会与供体上的 &,P 发生

竞争去同受体上的 P !" 结合。所以，溶液中的 &,P

浓度越高，供体上的 &,P 结合钙离子的机会就越

少，供体与受体间的距离就越大，VQIA 效率就越

低。P 1M,R ,S1 测量了分离 D&$< ! 在几种不同 &,P
浓度时的荧光发射谱 T= U （见图 "）。按照与完整

D&$< ! 同样的方法计算了分离 D&$< ! 的 !"#$%，

’，& 和 *，计算结果列于表 " 中。加入 %!N+F : O 的

&,P 时，& 为 ! < %" : % < %$，() : "* + 为 ! < =85。加入

!!N+F : O 的 &,P 时，& 为 % < "; 和 % < %!，() : "* +
为 $ < >#5。

表 $ 和表 " 的结果表明：对不同的 &’! 和

&’$，!"#$% 的变化很大，例如零钙时从 ! < != 变化

到 $ < #%，但是 & 的变化却很小，相对误差皆小于

;5。所以在误差范围内可以认为 & 是常量，与 &’!
和 &’$ 的带通性质无关，由供体 Y 受体之间的

VQIA 效率决定。这就从实验上验证了假设的正确

性或合理性，从而证明本文提出的定量测量 VQIA
效率的方法是正确的。

)*+ ( ’ IN1EE1+2 EL)C/*, +G ELF1/ D&$< ! 4 !!N+F : O 6
4)]C1/)J ,/ 8"$ 2N 6 R 1/B !!N+F : O &,&F$ R B)2
L*)12C0^,/)J R 1/B % H !!N+F : O &,P < _FE+ EB+R 2
1E /B) ECB)N,/1C E/*0C/0*) +G ELF1/ D&$< ! H /B) )‘
a01N+F,* N1] /0*) +G I&VX Y &,P ,2J P !" Y
IDVX Y Z #>OM[ #=\ < 4P 1M,R ,S1 )/ ,F <H !===6
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! 讨 论
本文提出的定量测量 $%&’ 效率的方法，只需

要测量在两个不同波段区域的荧光强度的比值，而

不须像以前的 $%&’ 测量方法 (! ) " * 多次更换滤光片

或激发光源，也不须单独测量供体或受体及供体 +
受体对在不同滤波片组时的荧光强度。本文提出的

测量方法与双通道荧光显微镜结合可以实时测量

$%&’ 效率及其样品动态性质的变化。

由（"）式可知，两个通道测量的荧光强度由供体

发射荧光和受体发射荧光两部分之和，用权重系数

! " !，!" ,，!# ! 和 !# , 分别表示供体和受体发射荧光

的贡献，!" !，!" ,，!# ! 和 ! # , 仅仅由供体和受体的

发射谱及通道滤光片的光谱性质确定。由于受体仅

仅通过 $%&’ 从供体接受能量而发射荧光，所以受

体发射的荧光强度与供体发射的荧光强度有（,）式

的关系，这样当两个通道测量的荧光强度相比时，

就完全消除了供体发射谱和受体发射谱的交叉以及

浓度的影响。

$%&’ 是测量活体细胞内蛋白质之间的相互作

用以及细胞膜两侧动态性质的重要技术。特别是随

着 -$. 在生物研究中的广泛应用，$%&’ 技术的应

用将更加广泛。我们提出的定量测量 $%&’ 效率的

方法只须测量两个通道荧光强度的比值，测量和数

据处理都非常简单，而且不受样品浓度以及供体发

射谱与受体发射谱交叉重叠的影响，对测量的数据

也无须进行修正就可直接送入 计 算 机 计 算 获 得

$%&’ 效 率 以 及 供 体 和 受 体 间 的 距 离 。 为 利 用

$%&’ 技术实时动态测量活体细胞内的各种生理过

程及分子机制提供了可能。

光子的吸收过程是 !/ +!01 量级，激发态的内转

换过程是 !/ +!,1 量级，而激发态的荧光寿命是 !/+21
量级，所以内转换在发射之前就已完成 (, *。荧光发射

谱是从与环境达到热平衡的激发态发射出来的，这

也是发射谱一般与激发光谱无关的原因 (, *。能级达

到热平衡所需要的时间约为 !/ +!,1 量级，$%&’ 过

程是 !/ +31 量级 (, ) !! *。由于 $%&’ 过程比激发态的

内转换过程和激发态的热平衡驰豫过程以及光子的

吸收过程慢得多，所以在 $%&’ 过程中供体激发态

的能量分布可以认为保持不变。而激发态的寿命只

是 !/ +21 量级，所以，即使 $%&’ 传输的只是供体中

与受体吸收谱相重叠的那一部分光谱成分（也许事

实上并非如此），在 $%&’ 之后和供体发射荧光之

前的时间内，供体激发态也有足够的时间调整到与

周围环境处于热平衡的分布状态。通常吸收谱反映

分子或原子的激发能级的结构，而发射谱反映分子

或原子基态的能级结构 (, *。$%&’ 是一种粒子间的

弱相互作用，它不会改变供体和受体基态能级的结

构 (, *，因此供体和受体的发射谱以及系数 !" !，!" ,，

!# ! 和 !# , 在 $%&’ 过程中保持恒定。所以 !" !，

!" ,，!# ! 和 !# , 的值可以在测量之前利用供体和受

体的发射谱以及两个测量通道的光谱性质计算得

到，并将它们与测量的 $#%&’ 输入计算机，就可以

快速计算得到 $%&’ 效率并推测样品的相关动态

性质。
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