
使用 Agilent Cary Eclipse 荧光分光
光度计进行各向异性测量

实现准确测量的通用仪器

技术概述

前言

科学测量仅在能够准确记录样品特征的情况下才能发挥作用。为确保每个测量结果都具

有代表性，谨慎的分析人员必须经常检查样品浓度或体积未在分析过程中发生改变，分

析物浓度和信号强度之间的预期关系不存在偏差，以及样品未发生物理变化或光降解。

而使用 Agilent Cary Eclipse 荧光分光光度计进行荧光各向异性测量时，分析人员就无需

担心这些复杂因素。这是因为荧光各向异性是一项功能强大的无损分析技术，可实现不

受外部变量影响的稳定可靠测量。Cary Eclipse荧光分光光度计是唯一一款能够可靠测量

样品且不引起光降解的仪器。由于荧光各向异性的固有分析稳定性，此项技术现已成为

几个重要应用领域中获得准确、精确而可重现数据的常用技术（表 1）。荧光各向异性测

量已提高了准确度，显著推进了科学技术和重要应用的发展。使用 Cary Eclipse进行荧

光测量的优势为整个测量中不会破坏珍贵的样品。

技术概述

荧光各向异性测量采用全部对准到一个方向（偏振）的光波。当光击中样品后，将与样

品分子发生相互作用并生成可测量的次级信号。如果使用偏振光分析样品且样品中的分

子可自由移动或旋转，那么并非所有次级信号均会发生偏振。在各向异性分析中，我们

准确测量与样品相互作用后的发射光的偏振度，这是获得样品特征的一种强大探测手段。

各向异性测量还可提供关于分子的以下详细信息：体积和形状、是否可轻松移动、在化

学过程中如何变化以及随时间或温度的变化情况。
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偏振器是一种光学器件，该器件仅允许一个方向的光通过，同时阻挡其他方向的所有光。

在 Cary Eclipse荧光分光光度计中，偏振器可放置于样品前后的光束路线中。然后，用

户可使用 Agilent Cary WinFLR 软件记录每次偏振测量的结果，并在不同类型的偏振测

量（各向异性、偏振或混合功能）之间切换。Cary WinFLR软件可自动显示样品光谱和

各向异性计算结果（如果适用）。Cary WinFLR软件还可在实验进行过程中通过提供实

时分步讲解自动指导用户进行每次各向异性测量。
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表 1. 荧光各向异性的一些主要应用领域

领域 应用

聚合物科学 了解聚合物粘度

鉴定分子方向

表征相变温度和类型

液体和聚合物中的局部微粘度

生物系统 监测完全相同的分子之间的 FRET（同源 FRET）

研究酶反应

测定分子排列

估测膜的内部粘度

研究膜的流动性和渗透性

分子生物学 蛋白质的分子量和变性

实时研究蛋白质-蛋白质相互作用

研究蛋白质聚集和齐聚反应

测量蛋白质动力学

表征 DNA-蛋白质相互作用

研究 DNA/RNA 杂交

研究 DNA/RNA 结构

检测肌球蛋白的再取向

配体亲和性筛查

降解分析

免疫学 抗原-抗体相互作用

免疫筛查研究

受体-配体结合

学术 了解物质的基础物理性质

研究溶剂弛豫效应

分子链动力学

多组分测定

分子聚集

材料 定量分析纳米颗粒（量子点）和大分子的体积

光电材料中的能量传递

研究主-客体体系（胶束、多孔材料、金属有机框架）

金属-配体复合物的各向异性

加粗显示的应用中的样品可能具有光敏性，且在受到多种荧光分光光度计发出光的照射时可能会立即

产生不可逆转的变化。Agilent Cary Eclipse 荧光分光光度计中的灯仅在采集数据点时闪烁。这项关键

的技术优势避免了光降解并确保了用户可轻松对这些重要样品进行测量 [1]。



解析各向异性数据

样品的荧光各向异性主要由组成分子四处移动和改变方向的容易程度决定。如果与样品

首次发生相互作用的所有光均偏振至一个方向，而 Cary Eclipse荧光分光光度计记录到

发射光受到较小偏振，那么我们就可以获得该样品的大量信息。通常样品粘度越大，分

子越具有刚性且越倾向于保持原位。我们还知道较大的分子比小分子旋转得更慢。这些

一般原理构成了各向异性测量的基础，使各向异性测量成为了各种生命科学应用中的常

用工具，用于监测不同关键物质中的分子行为或该行为与温度或时间等因素之间的关系。

应用示例：明确表征溶于三种不同介质中的分子

热塑性聚甲基丙烯酸甲酯 (PMMA)块中的分子被牢牢地固定住，基本处于“冻结”状

态。这些分子的移动能力有限，因此具有较高的各向异性值（图 1）。在乙二醇等高粘性

液体中，分子受到的约束力略有减弱，而在水等高流体介质中，分子具有较大的自由移

动限度。
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图 1. 溶于水（绿色线）、乙二醇（红色线）和热塑性 PMMA（蓝色线）中的罗丹明 B的各向异性测量结果，

其中各向异性计算结果的较大差异反映了这些介质具有较大的粘度差异。在水中，分子的运动没有受到

抑制，因此各向异性值趋近于零，而 PMMA块能牢牢约束分子，这种约束作用非常强，以至于 PMMA

样品中罗丹明 B 计算所得的较高各向异性值接近理论最大值 [2]。乙二醇中罗丹明 B 的各向异性恰好介

于水和 PMMA 的计算值之间。这反映了乙二醇的粘度比水高，但与 PMMA 相比具有更大的流动性。

紫色线显示了使用 Agilent Cary Eclipse荧光分光光度计测得的 PMMA中罗丹明 B的发射光谱，仪器采

用垂直偏振光设置并在发射光束处放置垂直偏振器
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应用示例：准确表征分子结构

在具有一定温度变化的实验中对化合物含量进行定量测定是一个困难的任务。因为温度

变化可导致样品浓度发生变化，从而影响样品信号。荧光各向异性是一项可靠技术，可

消除物理环境的复杂影响，因为它只提供关于目标样品分子的信息。因此可将温度影响

与样品化学性质的变化分隔开来（图 2）。
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图 2. 溶于乙二醇和热塑性 PMMA 块的罗丹明 B 在不同温度下的各向异性测量结果。绿色线以温度函数的方

式显示了温度对罗丹明 B 信号绝对强度的影响。该信号表明与分子行为相关的不同因素之间随温度变化

发生了复杂的相互作用，如果不进行正确解析，这一结果可能会被轻率地看作罗丹明 B 的浓度随温度的

升高而降低，或也可能看作罗丹明 B 的结构随温度改变而发生显著变化。而蓝色线则展示了在相同温度

范围内进行的各向异性测量结果。结果显示荧光强度未对各向异性产生影响，且 PMMA 块的结构也不

受温度影响。图中数据表明热塑性聚合物块在 –10 °C-100 °C 温度范围内可对罗丹明 B 分子进行充分约

束，而乙二醇并非如此。各向异性实验结果（红色线）表明乙二醇结构随温度变化，当温度升高时，罗

丹明 B分子将具有更大的运动自由度（各向异性降低）
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Agilent Cary Eclipse 荧光分光光度计的优势：光敏样品的准

确各向异性测量

您只需观察任意产品在阳光下暴露一段时间的情况，就可发现光能够轻松降解多种有机

和无机化合物。这一常见现象也是实验室中非常关注的现象，荧光分光光度计可在每次

测量过程中逐渐降解样品。更关键的是，许多通过荧光各向异性测量的高灵敏度得到良

好分析的物质（表 1）可能会易于受到光致漂白作用的影响。本质上，样品与光束的相

互作用可能导致样品的结构和组成发生改变，从而使分析的准确性受到质疑。这可能会

令人懊恼，因为数据的完整性受到表征用仪器带来的威胁，而更令人懊恼的是这个问题

本可以轻松避免。Cary Eclipse荧光分光光度计的独特光学配置为您带来了巨大的分析

优势。Eclipse中的光源仅在采集数据点时打开（该光源每秒闪烁 80次），且由于该光

源在两次闪烁间完全关闭，因此可能造成光化学破坏的光能不会与样品发生相互作用。

事实证明这一高速过程可避免光降解 [1] 并确保用户可从多种重要的光敏化学和生物样品

中采集到真实而有意义的数据，同时不影响准确度和重现性。

结论

本研究中的示例证实了荧光各向异性测量是一款强大的工具，可用于收集各种样品类型

的重要分子信息。荧光各向异性能够准确而快速地反映并分析材料的分子环境，且不受

干扰影响，这点与许多类似分析技术不同。文中已展示 Agilent Cary Eclipse荧光分光光

度计可轻松用于阐述三种常见介质中分子特性的差异。
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