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摘要

本文从实验和理论上研究了人血液的荧光光谱，对荧光光谱的结构特征、变化规律

及其发光机理进行了探讨，主要研究成果包括以下几个方面。

研究了408啪的LED光诱导不同浓度人全血溶液的荧光光谱，包括研究了血液的

自吸收对其荧光光谱结构产生的影响；分析了血液的荧光光谱随其浓度增加出现红移的

现象；提出了556m谱峰不是某一荧光团所产生的特征峰，而是由吸收所造成的假峰的

观点；讨论了激励光散射中心波长偏离激励光中心波长现象的原因。

用不同波长的LED光诱导了不同浓度的人全血溶液的荧光光谱，研究了人血液荧

光光谱随血液浓度的增加而红移的现象及其规律，结果表明：光谱峰值随血液浓度的增

加按e指数规律向长波方向移动；从能量转移的角度，分析了血液中各荧光团之间在不

同浓度下、不同荧光区域所具有的不同能量吸收机制；得出吸收是产生红移的主要原因

的结论。

对波长为457nm的LED光、波长为457．9m的A什激光和波长为632．8枷的

He．Ne激光诱导下的人全血溶液荧光光谱的特性与机理进行了研究。指出用激光光源激

发可以显现血液荧光光谱的部分精细结构，说明血细胞中的荧光团对激发光波长具有一

定的选择性，这种选择是由其自身的能级结构和状态所决定的。

用408nm的LED偏振光诱导了不同浓度人全血溶液的静态荧光偏振光谱，讨论了

其光谱的结构特征和红移现象并给出了机理解释；检测了荧光偏振光谱中各主要荧光区

的偏振度并研究了偏振度随浓度的变化规律，用能量转移理论分析了在不同荧光区、不

同浓度下，血液中各荧光团之间的不同能量转换机制及偏振度的变化现象。

本文的研究结果为研究光与血液相互作用的机理，借助血液自体荧光进行疾病的诊

断和治疗，以及研究血液生物大分子的构象与结构特点提供实验和理论依据。
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1绪论

光谱学是通过物质对光的吸收和发射，来研究光与物质相互作用的一门科学。通过

研究原子和分子光谱，可以对物质结构作出分析，因此在物理、化学、生物、地质、考

古、天文等许多领域起着十分重要的作用。荧光光谱分析是光谱学的重要组成部分，由

于荧光分析的灵敏度很高，并且在物质吸收光后发生荧光这很短的时间内会发生许多分

子过程，会影响到荧光物质的光谱特征，所以荧光分析在生物化学、医学、工业和化学

等研究中的应用越来越广。

1．1课题的研究背景与意义

生命健康是人类永恒的话题，然而癌症作为人类生命的主要杀手之一，仍然在世界

范围内威胁着许多人的生命健康。因此癌症的诊断和治疗成了全人类关心的话题。随着

现代医疗技术的不断发展和进步，癌症可以得到一定的控制(必须是在早期发现并及时

治疗)，但是癌症的死亡率仍然很高。癌症的治疗效果与其早期诊断有很大的关系。依

靠现有的治疗手段，大部分早期肿瘤能得到根治，而晚期肿瘤只能得到症状改善的姑息

治疗效果川。由于尚缺乏成熟有效的治疗手段，所以对癌症的治愈率还是很低的。资料

表明，晚期癌症病人手术切除后的五年存活率在10％以下，而早期癌症病人手术切除后

五年存活率在80％以上【2，3】。因此，提高癌症患者的存活率的关键是早期的诊断和治疗。

现有的癌症诊断方法有很多ⅢI，如采用肿瘤标志物、x射线、CT、磁共振、放射

性核素、超声等多种技术，它们多数都是利用组织的形态特性进行诊断，但是检查过程

中接受的辐射和检查所需服用的药剂常常对身体有害，有些诊断费用还很高。而且对怀

疑对象最终仍然需要取样活检通过最权威的病理学证实。活检是对取样活组织标本进行

病理组织切片检查分析，具有较高的准确率。但活检存在许多不；一叮克服的缺点，如：

微小病变和较深层病变易被漏检：活检取样时主观随意性较大，往往因随机取位不准而

误诊；需花费较长的时间和代价在体外进行，存在一定风险，不能“实时诊断”，易延

误治疗；活检不准的问题也尤为突出。因此，人们一直在致力于寻找种能正确指导或辅

助活检的诊断方法。但到目前为止，还没有一种非损伤性的、诊断率较高的早期癌症检
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测手段应用于临床，因此找到一种方便、快捷、有效的早期诊断方法无疑意义重大。

利用生物组织的光学特性来判别组织性质是许多应运而生的研究方法中最为突出

的一类，其中最有研究前景的就是利用人体组织受激辐射产生的荧光来进行辅助诊断。

人体内各种化学成分的含量及其变化能真实地反映新陈代谢的情况，是评价人体健

康状况的重要信息，也是多种疾病诊断与疗效判定的重要指标。癌细胞和正常细胞一样，

也有自己特殊的代谢活动，在血液、淋巴液及组织中必然潜藏着机体细胞开始癌变的信

息。在人体组织细胞和体液内，存在大量能够产生荧光的生物大分子，如胶原、核黄素、

色氨酸等，被光激发后能够发射荧光【6】。但是由于正常人和恶性肿瘤患者体内，所含有

的可发荧光的生物分子和有机大分子的种类和浓度可能存在差异，而且细胞的功能和代

谢状态，化学结构和形态，以及微观环境等因素的不同都可能对其荧光光谱的结构产生

影响，从而使健康人和癌症患者以及正常组织与肿瘤组织有完全不同的荧光光谱【7】，根

据这些差异，就可能实现癌症的鉴别、筛查和诊断。该方法不需要服用光敏剂，直接反

映组织的内部结构以及物理、化学特性变化，并能够由此发现识别肿瘤的特征光谱或数

学判据。该方法的突出优点在于它无损伤、无副作用，有实时快速的发现早期病变的潜

力。

由于血液在人体内是无所不在的，因而在研究光与人体组织相互作用时，不可避免

地要涉及到光与血细胞的相互作用问题。虽然关于血液的流变学和生物化学等性质的研

究已很多，但从物理学或光学的角度出发进行研究的报道并不多见。光谱学方法是研究

光与血液相互作用过程的有效方法之一，当光照射到血液，会发生散射、吸收和发射等

现象。通过检测和分析血液的散射光谱、吸收光谱和发射光谱，能够获得一些反映血液

状态和内部物质构成情况的信息【81，以及光子与血液相互作用过程的有关信息。它对于

用光诱导人体组织荧光光谱进行早期癌症的诊断有着重要的参考价值，同时对搞清诊断

机理有着重要的意义。

1．2荧光光谱学在医学中的应用

光谱技术用于癌症诊断的一种主要方式是使用适当波长的光激发被检测物的荧光，

根据其荧光光谱特征进行癌症的诊断。而根据被检测物的荧光物质的不同，光谱检测技

术用于癌症诊断可分为两类： “敏化荧光法”和“自体荧光法”。
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1．2．1敏化荧光法

由于大多数细胞的主要有机成分在可见光的波长范围内没有明显吸收，所以对可见

光反应不敏感。但当有适当的光敏剂时，有机体、细胞及许多类型的在生物上有重要意

义的分子都能受到光的破坏。由于在些生物系统中的光敏化过程大都有分子氧参加，使

得这些生物系统为之所敏化，所以生物系统中的这种反应被称为“光动力学作用”或“光

动力学反应”。光敏荧光法就是利用某些荧光物质在恶变组织中比在正常组织中滞留能

力大，形成很大浓度反差的特性，通过对患者注射这种荧光物质，并用适当波长的光激

发使其产生荧光，从而实现恶性肿瘤的定位和诊断的方法。

目前临床使用和研究中最常见的光敏剂主要有：血卟琳衍生物(HpD)、荧光素钠等

光敏剂。

1960年，Lipson和Baldes发现血卟琳衍生物(HpD)【9】，经Dougheny研究证明癌

组织对HpD等光敏剂具有特殊的亲和作用，提出HpD可用于癌症的光谱诊断。1973年，

Kyriazis，Balin和“pson用汞灯作光源，使用光纤束、滤光片，用肉眼观察HpD荧光，

对20例宫颈病变患者做了宫颈癌检查，检查结果与病理切片结果比较，符合率为

80％【l o】。该方法能检测到较微小的病变和较深层病变，克服了活检的一些缺点，所以受

到许多国家学者的关注，之后尤其是近年来，用敏化荧光法对肿瘤的诊断和定位方面的

应用做了大量的研究，并取得了一些令人振奋的结果【¨q51。

总的来说，敏化荧光法诊断癌症，灵敏度高，因为用来做肿瘤定位的荧光物质的荧

光光谱是已知的且光谱特征好，容易识别，又有较高的荧光效率，容易检测。但由于被

检测者必须注射光敏药物，而目前大多数光敏药物都有一定的副作用，如使用最多的血

卟琳衍生物，接受注射的患者必须避光三周，否则将会使正常皮肤产生光敏性皮炎，所

以学者们一直在寻找高效、低毒的光敏剂。但是在找到新的对癌细胞选择性强，对正常

组织无毒副作用的光敏药物之前，此种方法难以成为一种癌症早期诊断和普查的方法。

1．2．2自体荧光法

为了克服敏化荧光法在诊断中的缺点，不使用任何光敏物质，直接使用激光诱导组

织自体荧光的“自体荧光法”开始受到人们的重视。自体荧光来源于生物组织中的某些生

物分子被激发后产生的荧光。这些能够产生荧光的物质又叫荧光团或生荧团，研究表明，
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它们广泛存在于人的组织和体液中。在恶变组织中，由于肿瘤在发生及代谢方面的特殊

性，导致某些物质的变化，使所含的可发荧光的生物分子和有机大分子的种类和浓度与

正常组织相比存在差异，这些因素可能对荧光产生影响，从而使其自体荧光光谱与正常

组织的荧光光谱存在差异，主要表现在荧光强度和波形有改变【I“。利用这些差异可与正

常组织作出区别，提供了对诊断癌变有用的信息，所以人们能够用自体荧光光谱进行癌

症诊断。

国外这方面的起步较早，1924年，Policard首次在实验室中观察到肿瘤组织的自体

荧光，认为是受细菌感染在肿瘤中形成的内源性卟琳所致，并在特定光激发下产生【l”。

但自体荧光应用于癌症诊断却开始于二十世纪八十年代初。1980年，日本学者畸田隆夫

用波长514IlⅡl的氢离子激光照射胃癌组织，经滤光片在570～580m范围内观察到较强

的黄色荧光，而良性组织中观察不到【18】。1984年Okuda，shigem等成功的利用内窥镜拍

摄了被488nm的激光激励的胃癌组织的自体荧光【19】。R．R．越如∞等研究了人体J下常和

癌变的乳腺组织和肺组织的荧光光谱，发现与正常组织相比，肿瘤组织的荧光峰发生了

蓝移，并且形状平坦，指出根据这一结果可以对乳癌和肺癌进行诊断【20．2”。1990年，Palcic，

B．等用蓝色激光诱导正常和癌组织的自体荧光，在两个不同的波长处用图像增强

(image．intens墒ed)ccD对其进行测量，测得的自体荧光数据用计算机进行处理后，

能够在没有使用药物的情况下清晰地区分出早期肺癌。并用由此方法发展起来的检查仪

器用于临床实验，发现了用常规方法不能定位的隐避癌变【22】。德国人Sroka，Ronald等

对恶性病变时的内卟琳进行了激光辅助检测123】，结果表明内卟琳的含量依赖于肿瘤的发

展程度。

1991年，Das，B．B．等利用紫外荧光光谱技术进行了乳腺、卵巢、子宫和宫颈癌的诊

断研究【241，指出在340nnl到440nm波段对荧光强度比进行比较的方法能够有效的从非

癌组织中区分出癌组织来。Arendt，J．T．等用自体荧光和反射光谱研究了膀肤粘膜组织的

早期癌变【25】，在研究了37¨400nrn波段范围内的激励光后，发现400呲的激励光能将

各组更好的区分开来。位于46011IIl的发射峰值随疾病的严重程度而减小。应用460m

的发射能将浸润性癌与良胜粘膜组织区分开来，而使用标准化了的635眦的发射峰能将

浸润性癌与cIs(原发性癌)区分开来。同时指出，荧光团主要为胶原和卟琳。Kojir0
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Oniza_wa等使用404nm激发波长研究了口腔鳞状细胞癌(scC)的红色荧光的光谱特性

口6J，发现随着恶变程度的增加，光谱谱线的峰值在634m和672姗处增加，在520和

582nm处减少，其中582mn处荧光强度的减小和634岫处荧光强度增加在一般的实验

和临床中均可被观察到，而582m和634啪处荧光强度的比率在所有的标本中均存在。

认为红色荧光是由卟琳发射的，并且随着恶变程度的增加，卟琳在scc内部或癌组织

表面积累量有所增加。Asima Pramlall等使用平面偏振的48811fIl激光激发皮肤样品，研

究了正常和病变皮肤组织的荧光【27】，发现癌变皮肤组织的偏振化的荧光光谱与正常人的

有所不同，正常和癌变人组织的光谱最大值分别大约位于540蛐和530舢处，在不同

波长处计算各向异性表明癌组织与正常的相应组织相比，其偏振度的值更高。

总之，二十多年来，人们用不同的激发波长，通过光谱或成像等方法，对动物和人

体内、外肿瘤组织和体液受激产生的自体荧光进行了大量的研究和观察，初步发现了肿

瘤患者与健康人荧光的不同特征，并对光谱差别的来源做了一些探索。然而，分析以上

类似的光谱法研究，发现各研究得出的结论具有较大的差别，还不能形成一种共识和具

体的诊断标准。这可能是由于各研究工作使用的仪器不同，提取的特征参数不同，判据

的计算也各有不同，其结果造成诸多结果之间难以进行比较，更缺乏统一的诊断标准：

尤其是对它们荧光差异产生的机制，现有的实验结果并没有在这个方面给出令人满意的

证据，目前的荧光诊断技术仅仅反映了肿瘤的整体效应，还不能解释生物机体内在基本

分子结构上的差异。这个现象一方面说明了通过荧光光谱法实现癌症诊断的可能性，另

一方面也证明该方法尚未成熟，提示了应该从更多角度进行较大规模的试验与理论研

究。

1．3血液光谱学的研究现状

光谱学方法是研究光与血液相互作用过程的有效方法之一，当光照射到血液，会发

生散射、吸收和发射等现象。通过检测和分析血液的散射光谱、吸收光谱和发射光谱，

能够获得一些反映血液状态和内部物质构成情况的信息【2吼，以及光子与血液相互作用过

程的有关信息。

血液的吸收光谱表示血液对于光的吸收随波长的变化情况，吸收曲线上各峰值的位

置和相对强度能够反映血液中生物分子的部分能级结构【29】；血液的荧光光谱则可以部分



华中科技大学硕士学位论丈

地反映血液分子吸收光子能量以后所发生的能量转移情况。分析研究这些谱线的结构，

有助于进一步理解激光与血液的相互作用机理。

1．3．1血液的散射光谱研究

血液是一种强散射介质。当一束光作用于血液时会发生散射现象，如Raylei曲散射、

Mie散射或Tyndall散射和Ramall散射，其中Rayleigll散射、Mie散射或T细dall散射属

弹性散射，散射光与入射光的频率相同；Raman散射是非弹性碰撞，散射光的频率相对

入射光的频率有位移‘301。关于血液或血细胞的散射特性，国内外研究的已比较多【31q引，

这方面的理论相对比较成熟。所以根据血细胞的散射特性理论制成的血细胞计数器【”碰】

己成功用于临床。

毋
d

鲁
兽

尝

Wavelen甜ho

图1．1 各种血液成分的共振散射光谱

a．全血稀释400倍： b．红细胞稀释500倍

c．自细胞稀释500倍； d．血清稀释lOo倍

在血细胞的共振散射光谱研究方面，蒋治良等人利用u．3400型紫外一可见光分光

光度计获得了人的血液、红细胞、白细胞和血清的共振散射光谱，如图ltl所示[36】。由

图可知全血和红细胞均在310 nm、470 m、560姗、600衄处产生四个共振散射蜂．白

细胞和血清均在310衄、470 nm处产二个共振散射峰；但共振散射峰强度较弱。全血

的共振散射谱图是由红细胞、自细胞、血清的共振散射光谱图组合而成，垴值跟颗粒的

大小和数量有关。其中470砌处的共振峰主要是红细胞的贡献。而白细胞的贡献相对

较小；560姗和600 mn处的共振峰可以认为是红细胞的特征峰．血清对图1．1各峰的

贡献较小。
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1．3．2血液的吸收光谱研究

在生物组织中，主要的吸收光的生色团是水分子以及如蛋白质和色素的大分子。在

红外波段的吸收主要是由水分子引起的，而蛋白质和色素主要吸收光谱在紫外和可见光

范围。

国内外的研究均表明全血的吸收光谱曲线与红细胞的吸收光谱曲线分布情况基本上

一致。陈祖林等人的实验(1994)表明㈣，在波长为24∞800 Illll范围内，全血与红细胞

均在波长为342 IⅡn，416 m，540珊和578 nm处附近存在吸收蜂，在波长为416 m

WaveIen甜h nm

图1．2全血和红细胞的吸收光谱

(1)全血，(2)红细胞

附近的吸收最强，如图1．2所示。只是红细胞在波长为278 nm处未见吸收峰(如图1．2

中(2))。全血与红细胞的吸收光谱曲线(图1．2)又与Boulnois(1986)给出的血红蛋白

的吸收光谱曲线(图1_3)很相似口踟。由此可见，血液的吸收光谱主要来源于血红蛋白

的吸收。

根据GS．nomas等人对卟啉环作的光谱分析嗍，其特征吸收峰位于波长为415衄，

540 rm，578 nm处。因为血液的主要成分是血红蛋白，其主要化学结构为血卟啉环，因此

也可以认为血液吸收光谱中在这三个波长附近的峰是由血红蛋白中的血卟啉环所为。

s．B．Brown(1980)研究了血红蛋白在波长为500～900 nm所吸收光谱po】，如图1．4所

示。其中，虚线是氧合血红蛋白(Hb02)的吸收光谱曲线；实线是脱氧血红蛋白(Hb)

的吸收光谱曲线。在波长为540—580 nm之间，两条曲线都有比较强的吸收峰。当波长

大于波长为600啪附近，两条曲线都迅速下降，但两条曲线的下降程度有所差别。Hb02
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曲线约在波长为670衄处下降到最低点；而Hb曲线则在波长为720 nIn处才下降到最

低点。

W“eIength n”

图1．3血液中的血红蛋白的吸收光谱

骆晓森等人的研究结果表明【4”，在生理温度下，与周围环境达到平衡的生物分子按

能量呈玻尔兹曼分布，即大多数生物分子都处于电子基态的最低振动能级，这些处于最

低振动能级的大多数分子对吸收曲线的峰值部分做出主要贡献；而处于较高振动能级的

少数分子则对吸收曲线的“斜坡”部分做出贡献。血液中，氧合血红蛋白与脱氧血红蛋白

通常同时存在，并且静脉中脱氧血红蛋白的含量显著高于动脉中脱氧血红蛋白的含量。

波长为600~670 nm的红光波段正处于血红蛋白的～个吸收峰的“斜坡”区域(图1．4)，

因此，当波长为600～670眦的红色激光照射到血液，总会发生引起电子跃迁的吸收过

程，尽管其吸收率比较小。通过吸收的累积作用，也能够产生可观的生物刺激效应。

Wavelen掣h nm

图1．4血红蛋白在波长为500曲00 nm波段的吸收光谱

j．日茸目o_《一
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1．3．3血液的荧光光谱研究

国外在对生物组织的荧光光谱的方面研究中间接地提到血液或血细胞的影响【42143】，

且对血浆的研究报道略多些[44】。相比之下，国内学者对血液及其组分的荧光光谱研究较

多一些。例如，陈荣等人H51对用He．Ne激光激发血液产生的荧光光谱的初步分析后给

出：A、B、O和AB型血液在波长为632．8衄He-Ne激光诱导下所产生的荧光光谱形

状相似，荧光光谱曲线都具3个峰值，分别位于波长为670呦，730砌(有的血型出现

的峰位在波长为780 m)和波长为981蛳处，荧光强度的差异主要是由样品的浓度造成

的。降雨强等人【46J用波长为532 nm的激光作激发光源，分别测量正常人血液及其组分

(血浆、血小板、红细胞)的荧光光谱。结果显示，全血在630哪及710 nnl附近出现

荧光峰值，其各组分的荧光光谱有明显差异，其中血浆的荧光光谱最强，且谱线较为丰

富，故而临床诊断应用时血浆的荧光光谱更为合适。另外，比较正常人及已型肝炎患者

血浆标本的荧光光谱发现，其738 m处的峰值强度有显著差异。

宋峰等人【4”用Ar+激光诱导血液和红细胞与血清的混合体产生的荧光光谱，并指出

在人体动脉的LIT光谱中红细胞对荧光的吸收作用。在500～700衄波段中，这种吸收

是不均匀的，在547 m和58l nm处有最强的吸收，这样导致了凹陷的产生。此外，在

530舯附近，红细胞的吸收作用较大，这样，当血清中掺入红细胞时，就出现了荧光光

谱蓝移和变窄的现象。

骆晓森等人【48^49]研究了中心波长为502咖的高亮度发光二极管、溴钨灯经DTB530

带通滤波片后的光以及波长为632．8 nm的He．Ne激光诱导下的1％的全血溶液的光谱。

结果表明530 nm波长光照射血液会产生比较强的荧光发射，这提示530 m光对血液有

比较强的生物学作用；502 nm波长光照射血液也会产生荧光发射，但其荧光强度比530

nm波长光照射血液所产生的荧光弱很多，这一结果与血液对502 m波长光的吸收率小

于对530啪波长光的吸收率的情况相一致：He_Ne激光(632．8啪)照射血液，在散射光

中可观察到有波长不同于原激发光波长的光谱分布，并且在原激发光波长两侧都有分

布，只是其强度很微弱。这表明，He-Ne激光能在血液中引发一定程度的物理和化学的

变化，进一步研究这些变化，有可能为理解激光血液疗法的治疗机理提供一定依据；用

上述三种波长光照射仅含肝素的生理盐水，未观察到有不同于原激发光波长的发射光谱
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出现。这表明，前面三种情况中所检测到的不同于原激发光波长的发射光谱是由血液发

射的；光诱发的自由基和自由基反应在光照射血液所产生的生物效应中起重要作用，进

一步研究光量子引发血液中的自由基反应过程及特点对于阐明激光血管内照射疗法的

治疗机理具有一定意义。

然而以上学者对血液的荧光光谱的研究都只是某一特定的环境下进行的，而对影响

荧光光谱产生的条件并未给予重视和系统研究，如浓度、激发光强度和波长以及样品的

新鲜程度等，所以得到的结果差异较大，尚未得到明显的规律。

， 为了系统的研究地研究光与血液相互作用的光谱学特性，高淑梅等人[5q511在用可见

光波段的、不同波长的LED光和Ar+激光诱导实验小白鼠的全血、红细胞和血红蛋白

荧光光谱实验研究基础上，对用不同波长的LED光和Ar+激光诱导的血细胞荧光光谱随

浓度的变化规律进行了实验研究和理论分析，并就上述两种光源激发的荧光光谱进行了

比较研究。通过改变激发光波长和血细胞浓度，获得了LED光诱导全血、红细胞和血

红蛋白产生的荧光光谱，其光谱覆盖了430000 m波段，且光谱强度和峰值位置均与

溶液浓度有较强的依赖关系。

1．4课题来源及关键技术

基于用光诱导人体组织荧光光谱进行早期癌症诊断的研究背景，在杨坤涛教授的指

导下，本人主持申报了江苏省高等学校自然科学基金项目“光诱导人血液及其组分荧光

光谱的机理和应用研究”和徐州师范大学自然科学基金重点项目“LED诱导人血液荧光

光谱研究”。在两项基金的资助下，进行了本课题的研究工作。

本文主要从实验和理论上研究人血液的荧光光谱，对荧光光谱的结构特征、变化规

律及其发光机理进行探讨，关键技术如下：

(1)研究408眦的LED光诱导不同浓度人全血溶液的荧光光谱，对荧光光谱的结

构特征、变化规律及其发光机理进行探讨。

(2)分别用407nnl、475 nm和508啪的LED光诱导不同浓度的人全血溶液的荧

光光谱，研究人血液荧光光谱随血液浓度的增加而红移的现象及其变化规律。

(3)对波长为457m的LED光、波长为457．9砌的A什激光和波长为632．8 nm

的He．Ne激光诱导下的人全血溶液荧光光谱的结构特征与机理进行研究。

lO
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(4)用408nrn的LED偏振光诱导不同浓度人仝血溶液的静态荧光偏振光谱，讨论

其光谱的结构特征和红移现象并给出机理解释；检测荧光偏振光谱中各主要荧光区的偏

振度并研究偏振度随浓度的变化规律。
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2生物分子的荧光光谱

生物体内含有多种生物大分子，受到光照射时，会发射出荧光。不同的分子其能级

结构不同，吸收光和发射的荧光也就不同，同一种物质当其含量不同，所处的物理、化

学环境不同，发射的荧光也相应的会有差异。当人体发生病变时，体内的生物分子、代

谢以及微环境就会发生相应的变化，进而导致其荧光光谱的变化，因此可以利用光谱仪

器探测生物分子的光谱，通过对其光谱特征的分析实现对疾病的探测。本章对生物分子

荧光涉及的基本理论进行简单的介绍。

2．1分子荧光的产生

分子荧光是分子的较高能级对较低能级的自发跃迁辐射。分子的总能量可以表示为

电子能量E。、振动能量E，-b和转动能量E。。三部分之和，其中振动能量和转动能量是迭

加在电子能级之上的。因此，一个分子的激发态要具体考虑它的电子态、振动态和转动

态。

处于激发态的分子是不稳定的，它可能通过辐射跃迁和非辐射跃迁等分子内的去活

化过程或经由分子间的作用过程损失能量而返回基态。非辐射跃迁包括内转换(intemal

conversion)和交叉驰豫(cross relaxation)，前一种过程指的是相同态体系之间的跃迁(如

单重态间的跃迁和三重态间的跃迁)，而后一种过程则指的是不同态体系间的跃迁(如

单重态与三单态问的跃迁)。非辐射跃迁的去活化过程使电子激发能转化为振动能或转

动能。辐射跃迁的去活化过程发生光子发射，并伴随着荧光或磷光现象。分子内部的光

物理过程可由图2—1来说明‘28】：分子吸收辐射后被激发到单重态的第一电子激发态(s1)

或更高电子激发态(S2、S3等)的振动能级上，处于较高振动能级上的分子，很快(约

10-12—10_14s)发生振动弛豫，将多余的能量传递给介质而降落到该电子态的最低振动能

级(V=O)。对高于s1的S2、S3等电子态，此后又经由内转换及振动弛豫而降落到Sl

电子态的最低振动能级，如图2．1所示。处于Sl最低振动态的分子，其分子内的去活化

作用有如下几种途径：(1)发生s．一so的辐射跃迁而伴随荧光现象；(2)发生sl—so

的内转换过程；(3)发生sl—Tl的交叉驰豫。而处于Tl态的最低振动能级的分子，则

可能发生E—So的辐射跃迁而伴随磷光现象，也可能发生T】一So的交叉驰豫。
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图2．1分子内的光物理过程

(A：吸收F：荧光P：磷光Ic：内转换Isc：交叉驰豫vR：振动弛豫)

2．2荧光的激发光谱和发射光谱

任何荧光化合物，都具有两种特征的光谱：激发光谱和发射光谱。

2．2．1荧光激发光谱

荧光激发光谱，就是通过测量荧光体的发光通量随激发光波长变化而获得的光谱，

它反映了不同波长激发光引起荧光的相对效率。激发光谱的具体测绘办法，是通过扫描

激发单色器以使不同波长的入射光激发荧光体，然后让所产生的荧光通过固定波长的发

射单色器而照射到检侧器上，由检测器检测相应的荧光强度，最后通过记录仪记录荧光

强度相对应激发光波长的关系曲线，即为激发光谱。激发光谱可供鉴别荧光物质，在进

行荧光测定时供选择适宜的激发波长。

2．2．2荧光发射光谱

荧光发射光谱，又称荧光光谱。如使激发光的波长和强度保持不变，而让荧光物质

所产生的荧光通过发射单色器后照射于检测器上，扫描发射单色器并检测各种波长下相

应的荧光强度，然后通过记录仪记录荧光强度对发射波长的关系曲线，所得到的谱图称

为荧光光谱。荧光光谱表示在所发射的荧光中各波长组分的相对强度。荧光光谱可供鉴

别荧光物质，并作为在荧光测定时选择适当的测定波长或滤光片的根据。它具有如下特
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征123】

(1)斯托克斯位移

相对于吸收光谱，荧光光谱向光波长区方向移动，从能量的观点来看，斯托克斯位

移反映了激发光子和发射光子之间存在一定的能量损失。这种能量损失是激发态的部分

能量通过非辐射弛豫变为分子的振动动能，在溶液情况下，溶剂分子与受激分子之间的

碰撞也会引起能量的流失。

(2)发射光谱的形状与激发波长无关

． 不论用何种波长激发，荧光光谱均不会发生变化。因为荧光发射是从第一电子激发

态的基振动态向基电子态的跃迁，不论最初分子被激发到哪个电子态，随着内转换和振

动弛豫过程，它们都将迅速弛豫到第一电子激发态的基振动态。所以分予中很难出现共

振荧光。

(3)吸收光谱的镜像关系

荧光光谱和它的吸收光谱之间存在着镜像关系。分子荧光光谱和吸收光谱都是分子

内部能级结构和特征的反映，但荧光光谱是激发分子从第一电子激发单重态的最低振动

能级辐射跃迁到基态的各个不同振动能级所形成的，其形状与基态中振动能级的分布有

关；而吸收光谱中第一吸收带的形成是由于基态分子被激发到第一电子激发单重态的各

不同振动能级所引起的，由于基态分子在通常情况下处于最低振动能级，因而第一吸收

带的形状与第一电子激发单重态中振动能级的分布情况有关。而一般情况下，基态和第

一电子激发单重态中振动能级的分布情况是相似的，所以分子荧光光谱和吸收光谱常常

互为镜像。

2．2．3荧光与分子结构

能够产生荧光的有机分子很少，只有具有如下结构的体系的分子才能产生强荧光

【28，53】：

(1)荧光物质分子都具有较大的共扼双键(石键)。共扼关系越大，离域玎电子越

容易激发，荧光越易产生。因此大部分荧光物质都有芳环或者杂环，芳环越大，荧光峰

越向长波方向移动，且荧光强度也较强。

(2)荧光物质分子多为平面构型且具有一定刚性。

14
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(3)具有最低的单线电子激发态sl为厅一才型，即万一才跃迁，它属于电子自旋

允许的跃迁，荧光强度大。

(4)取代基团为给电子取代基，如．NH2，．NHR，·OH等，且取代基的位置为邻位

和对位时可增强荧光。

2．3荧光偏振光谱

偏振光谱指的是粘性溶液中荧光体的偏振度P(或各向异性，，)对激发波长所作的

谱图。荧光的偏振也是荧光的一种参量，用荧光的偏振可以反应分子的结构状况，以及

分子的运动状况。

光是一种电磁波，而电磁场的振动方向互相垂直。若只考虑电场，则自然光中含有

各方向的电场，分布均匀。经过一块偏振片后，只有某一平面内的电场可以通过，故称

为平面偏振光(或线偏振光，迎着光线前进方向观察，电场变化方向在一直线内)。若

某一平面内光强度占优势，其它方向较弱，则称为部分偏振光。用平面偏振光激发分子

后，若分子在发射前方向不变，则所发射荧光是偏振的；著分子有转动，则测出的荧光

是部分偏振光。因此荧光偏振也称为荧光去偏振。

荧光偏振程度的大小用荧光偏振度P表示，其定义为

口：丘尘 (2．1)
3

I H+I L

式中：助为起偏器与检偏器平行时测出的荧光强度，这时入射光和荧光的振动方向都与

这两束光线所在的水平面垂直；n则为检偏器转动900后即与起偏器垂直时测得的荧光

强度。

P值和分子排列的有序性及分子在介质中旋转运动有关，因而可通过测定P值来了

解这一性质。

荧光偏振的另一表述是各向异性，用y表示，则有

y：&=生 (2．2)
j

l{七2l L

通常是在稳定条件下测量偏振度及各向异性，即人射光是恒定的，这时观察到的P

与，，是体系的平均运动。若光源用ns脉冲偏振光，则可测量随时间变化的助与L，这
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样就可探测不同时间的运动，称为时间分辨技术。

2．4能量转移的基本理论

能量从已激发的粒子向末激发的粒子转移，或在激发的粒子问转移的过程称为能量

转移过程，这里指的粒子可以是原子、离子、基团或分子。

能量转移可发生在分子间和分子内。对分子间能量转移来说，它既可以发生在不同

的分子间，也可以发生在相同的分子间。而分子内能量转移则是指同一分子中的两个或

几个发色团间的能量转移。同样，这些发色团既可以是相同的，也可以是不同的。

能量转移可分为两大类，即辐射转移和无辐射转移152】。

(1)辆射能量转

辐射能量转移是一个两步过程，可简单表示为：

D‘哼D+^P (2．3)

厅y+A斗A+ (2．4)

即第一步为被激发的给体D+发射一个光子(^l，)，第二步是受体A吸收光子而处于激发

态A+。

辐射型能量转移的另一个特点是它不涉及给体与受体间的直接相互作用。由于这种

转移的几率随给体～受体的距离变化较其他机理的转移(如无辐射转移)的变化慢．因而

在稀溶液中它可能占主导地位。一般说来，居于这种转移的给体一受体间距离约为

50~100A左右。

辐射型转移的第三个特点是转移的几率与激发态给体D’发射的量子产率、受体A

的浓度和吸收系数、以及D+的发射光谱与A的吸收光谱的重叠程度有关。

此外，通过辐射机理发生的能量转移，给体发射寿命不改变，而且与介质的黏度无关。

(2)无辐射能量转移

相对作为两步过程的辐射型能量转移来说可简单表示为：无辐射能量转移过程是

D++A—÷D+A+ (2．5)

无辐射能量转移必须遵循体系总能量守恒定律，这就要求D+呻D和A斗A+的能量

相同。
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其次、自旋守恒与否是能量转移速率的重要决定因素。根据wigner-witrner自旋守

恒定则，在反应体系中，体系的总自旋必须守恒。但由于选择定则与能量守恒定律不同，

在它推导过程中己采用一系列近似。因而选择定则只是在这些近似成立的条件下才遵

循，也即它本身不是严格的。就拿自旋守恒定则来说，它是以自旋多重度对状态分类成

立为前提的。但严格说，自旋角动量及其分量在非线性分子中不是运动常量。因此，这

种分类本身就是一种近似。自旋一轨道偶合的存在，使体系所有的电子状态均不是纯自

旋态，因而违背自旋守恒定则的能量转移过程仍有可能发生，只是几率大小不同。再进

_-步说，由于能量转移过程效率取决于转移速率与给体分子内去活的速率之比，因此受

体自旋守恒比给体的更重要。

无辐射能量转移过程是受不同的机理支配的。它们是：库仑转移机理、交换转移和

通过键的超交换转移机理、以及激子转移机理。

对于一个两电子体系，在给体与受体间相互作用很弱的条件下，设体系的总

Hamiltoniall为：

H=Hq+y

式中，H0为未扰动的Hamiltonian，并有：

凰蚧=置¨

H删E=E彬P

(2．6)

(2．7)

其中，％和作为体系的始态和终态波函数。考虑到电子是费米子，因此波函数应是反

对称的。由此得出方程(2．7)的解为：

妒。=击k【1)¨2)一吩(2)¨1)】 (2．8)

炸2击pD(1)蚧(2)一嘣2)蚧(1)】
式中‰和妒。。分别为给体分子基态和激发态波函数，％和‰．分别为受体分子基态和

激发态波函数。对应的能量为：

E=民．+取 (2．9)

EF=％+E。·
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其中EI满足：战妒，=El妒，(f=D‘，D，A‘，A)

(2．6)式中的V代表给体(D)与受体(A)间的电子相互作用能。并有：

V=P2／矾2 (2．10)

其中，蜀：为两个电子间的距离，占为介质的介电常数。正是由于这种相互作用导致体

系与Bom-0ppenheimer近似的偏离和无辐射跃迁的产生。

根据量子力学的微扰理论可知，跃迁几率与跃迁矩阵元V矗的平方成正比。跃迁矩

阵元表示为：

j vE，=(y。JVk) (2．11)

将(2．8)式代入(2．11)式得到：

VET=V玉+ⅥT (2．12)

其中

V玉=(≯，D。(1)y。(2)。JVIPo(1)yA．(2)) (2．13)

即库仑相互作用能。

睚，=(】}frD．(1)_；f，。(2)。}V抄。(2)l；f，A．(1)) (2．14)

即交换相互作用能。

这两种相互作用构成了两种不同的无辐射能量转移机理，常称之为库仑机理和交换

机理。

能量转移问题的研究也像其他科学问题的研究一样，可分成实验和理论研究两大

类，它们相辅相成，共同促进我们对能量转移这一动力学过程的中心问题的认识。实验

是研究的基础，而理论则有助于揭示实验现象的本质，并可作为实验研究的一种补充，

提供某些实验无法提供的信息。

能量转移的实验研究方法包括：稳态光谱法和时间分辨光谱法，而稳态光谱法是能

量转移定性研究的重要手段。常用的有：吸收光谱、荧光发射和偏振光谱、线二色及圆

二色谱等。

能量转移现象最初就是从荧光敏化实验中发现的，能量转移的结果是作为能量给体

的发射被作为能量受体的发射所取代，所以说荧光光谱实验是获得能量转移信息的最直

观方法之一。
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另一种简便而直观的能量转移实验研究手段是荧光佣振光谱，众所周知，随机取向

分子于体系的一股偏振度公式为：

P=等等 忆㈣
COS。F十j

式中目是吸收与发射偶极矩间的夹角。由(2．15)式可知，JP值的范围是一1／3到+l／2。

当吸收与发射偶极矩互相平行时(口=O)，P值最大(=1／2)；而互相垂直时(口；90)，

P值最小(一1／3)。由于发生能量转移的激发分子与获得能量的分子有不同的空间位

罩．它们的振子轴成一定角度，因而能量转移必与偏振度降低相伴随，偏振度变化是体

系中存在能量转移的直观表现。

当两发色团均能吸收与发射时，并经能量转移而交换激发的体系Demidov导出了荧

光骗振度的修正公式，对稳定激发：

P：!!!塑二!±型 (2．16)
cOs‘口+3+4且

式中

一：型±垒!±虹±生立型
峨l+忍2

口=吒(气)／吼(气)

，=呷：矗(^)q／编_(氐)f：

其中，t是孤立发射团的荧光寿命，砖．是从发射团f到』的能量转移速率，q和工分别

是发射团f的吸收和荧光光谱，五。和矗分别是激发和荧光波长，叩是荧光量子产率，占

为两发射团偶极矩之间的夹角。

比较这两种，的计算公式可知，(2．16)式显含能量转移速率参数，而当吒(以。)=O，

吼=O时，即当第一个发射团只吸收光，第二个发射团只发射光时，A=O，两式等同。

对含有多个发色团的复合体系，除了要确定体系中是否存在能量转移外，常常还希

望具体指定各发色团在能量转移过程中的作用及能量转移的历程。而这时整个体系的稳

态光谱往往由于谱线问的重叠而形成无结构的宽谱。如要对这种复合光谱进行分解，解

析出属于各发色团的谱带，则要采用解卷积(deconvol面on)技术。
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2．5生物体内的发光源

荧光物质广泛存在于人体的组织和体液中。在生物大分子中存在着大量不同能量量

子态的分裂现象。结合在一起的原子中的电子可以相互作用，同时和一个以上的原子核

发生作用，如果使原来的能级劈裂成大量的亚能级，原予间的相对运动、振动和转动能

使皿能级进一步劈裂而形成能带，能带反映了生物组织内部相互作用的详尽而复杂的信

息。

生物医学中比较重要的天然荧光分子(荧光团)常常是分子庞大而机构复杂的有机

化合物，多数具有共扼双键的系统，如维生素、核酸、氨基酸、蛋白质、胺类、酶、辅

酶和卟琳等生物大分子以及许多有机芳香族化合物，在一定波长光的激发下，生荧团能

发射特定波段范围内的荧光。

(1)蛋白质的荧光

蛋白质的荧光来源于色氨酸、络氨酸和苯丙氨酸。它们的相对荧光强度为100：9：5。

当蛋白溶液为中性时，采用波长为280nm的光激发，发射波长范围位于340Iln卜350m

波段。如果蛋白质中不含色氨酸，只含络氨酸和苯丙氨酸，则荧光光谱主要表现络氨酸

的特征，最大发射波长约为340啪。对于含有色氨酸的蛋白质，荧光光谱则主要表现色

氨酸的特征，最大荧光发射波长位于320nrn～350m之间。

(2)天然色素的荧光

维生素大多含有芳香环结构，本身具有较强的荧光。植物、藻类或光和细菌中含有

各种色素和辅助色素分子，它们都含有荧光团。根据它们的荧光激发谱和荧光发射谱可

用来鉴定色素的存在及含量，也可以用来分析光合作用过程中能量的吸收与传递。

(3)生物体的自体荧光

生物组织中的胆红索、核黄素、卟琳、VB6等均为内源性荧光物质。其中卟琳是一

类广泛存在于自然界的天然色素。广泛存在于血红蛋白、细胞色素、植物卟绿索等生物

组织中。

自体荧光光谱能反映分子的化学结构和所处的微观环境的状态信息，可以直接通过

测量其荧光来确定其存在、分布及数量，从而在生物分子、医药和临床分析中具有广泛

的应用
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不同生物组织由于分子结构不同，相对于正常组织而言，肿瘤组织在发展过程中由

于代谢等生理活动的特殊性，会导致某些荧光物质相对量的变化，从而导致光诱导荧光

光谱的变化，可表现为荧光强度和谱线形状的改变。因此利用组织自体荧光光谱的改变

在相当程度上可表现肿瘤组织与正常组织的生化构成差异。又由于光谱分析法具有高灵

敏度，能够灵敏的反映一般组织学不能反映的特点，达到诊断的目的。

但是在人体与动物组织中能发射荧光的物质很多。每一种荧光物质存在一定的浓度

和特定的吸收光谱及荧光发射光谱，组织荧光来源于组织中多种荧光物质的组合。对于

某一波长的激光，能被直接激发的生物分子是很多的，由于生物系统的复杂性，激发能

的转移方式也是多种多样的，每一荧光物质的发射光谱都具有一定的宽度，多种荧光物

质的光谱组合后，彼此会有重叠，因此生物荧光光谱也相当复杂，难以独立的反应组织

中某一类物质组分的特征，目前还没有研究出能够将各种成分的含量对荧光光谱的分量

贡献建立直接的数学关系，这也是荧光技术在组织诊断应用中的局限性。

2．6环境因素对荧光光谱的影响

通常荧光参数很容易受到环境因素的影响【53J，如溶剂、温度、PH值等，了解和利

用这些因素，可以提高荧光分析的灵敏度和选择性，以下讨论一些较重要的环境因素对

荧光光谱的影响。

(1)溶剂的影响

同一种荧光体在不同的溶剂中，其荧光光谱的位置和强度都可能会有显著的差别。

许多荧光体，尤其是那些在芳环上含有极性取代基的荧光体，它们的荧光光谱易受到溶

剂的影响。溶剂的影响可以分为一般的溶剂效应和特殊的溶剂效应两类，前者指的是溶

剂的折射率n和介电常数￡的影响，是普遍存在的。后者指的是荧光体和溶剂分子间的

特殊化学作用，如氢键的生成和配合作用，决定于溶剂和荧光体的化学结构。特殊的溶

剂效应所引起荧光光谱的移动值，往往大于一般的溶剂效应所引起的。

折射率n和介电常数￡对斯托克斯位移的影响是相对立的，增大n值将使能量的损

失减小，由于折射率增大，溶剂分子内部电子的运动使荧光体的基态和激发态瞬即稳定，

这种电子的重排导致基态和激发态之间能量差减小。介电常数增大也将导致基态和激发

态的稳定作用，不过，激发态的能量下降，只发生于溶剂的偶极重新定向之后，这一过
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程需要整个溶剂分子发生运动。结果，与介电常数有关的荧光体的基态和激发态的稳定

作用与时间有关，其速率与溶剂的温度及粘度有关。所以，在溶剂的重新定向的时间范

围内，激发态移到更低的能量。

荧光强度也随溶剂发生变化，不过情况非常复杂，规律性不明显。

(2)温度的影响

温度对于溶液的荧光强度有着显著的影响，通常随着温度降低，荧光物质的荧光量

子产率和荧光强度将增大。这是因为，随着溶液温度的增加，介质的粘度减小，从而使

荧光分子与溶剂分子的碰撞碎灭机会增大：温度上升导致荧光强度下降的另一个主要原

因是分子的内部能量发生了转化，当激发分子接受到额外热能时，激发能转换为基态的

振动能量，随后又通过振动弛豫而丧失振动能量。

(3)pH值的影响

当荧光物质是一种弱酸或弱碱时，溶液的pH值的改变将对荧光光谱和荧光的强弱

产生很大的影响。大多数含有酸性或碱性基团的芳族化合物的荧光光谱，对于溶剂的DH

值和氢键能力是非常敏感的。

当分子由基态被激发到较高的电子激发态时，其偶极矩也将发生变化。由于激发态

与基态两者的电荷分布情况不同，因而它们的化学性质也会有所差别，溶液的pH值改

变将会影响到基态分子或激发态分子的酸碱性质。

(4)氢键的影响

荧光物质和溶剂或其它溶质之间发生的氢键作用，对于荧光物质的荧光光谱和荧光

强度有着显著的影响。荧光物质与溶剂或其它溶质之间所发生的分子间氢键可能有两种

情况：一种是在激发之前基态的荧光物质便与溶剂或其它溶质分子产生氢键配合物。这种

情况下荧光物质的吸收光谱和荧光光谱都将由于与溶剂或其它溶质分子形成氢键配合

物而受到影响；另一种是在激发之后由激发态的荧光物质与溶剂或其它溶质分子产生的

激发态的氢键配合物。这种情况下，由于只在激发之后才形成激发态的氢键配合物，因

而只有荧光光谱才受到氢键作用的影响。

(5)重原子效应

有一类溶剂效应可能影响到溶质的荧光强度和磷光强度，但对跃迁的频率没有可觉
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察的影响。这一类溶剂效应，既不是由于溶剂的极性，也不是由于溶剂的氢键性质所引

起的，而是由于溶剂分子中含有高原子序的原子所造成的。这种效应称为“外重原子效

应”。

芳族化合物分子中的重原子取代基团，同样会引起荧光强度减弱、磷光强度增强的

现象，这种重原子效应通常称为“内重原子效应”。

(6)表面活性剂的影响

表面活性剂是一种两性分子，由极性的首基连接着长链的尾部所组成，具有明显的

亲水部和疏水部。根据首基的性质，表面活性剂可分为阳离子、阴离子、非离子和两性

的表面活性剂。

在低浓度的水溶液中，表面活性剂绝大部分被分散为单体，也可能有少数的二聚体

和三聚体等形式存在。当表面活剂的浓度达到临界胶柬浓度时，表面活剂分子便会动态

地缔合形成聚集体一一胶束。胶束在荧光测定中的主要应用是：提高测定的灵敏度；在

胶束溶液中会增强某些有机荧光化合物的荧光强度；在胶束溶液中进行荧光测定时，可

减小干扰离子的影响：胶束对荧光质点有保护作用，减小了碎灭效应，延长了荧光寿命。

(7)光解作用

当激发光为强紫外光或可见光时，会引起某些光化合物发生光化学变化(如光解作

用)而受到破坏，结果使荧光强度的测量信号随着光照时间的而逐渐下降。这种光化分

解作用所造成的影响，对于某些光活性物质及在稀溶液情况下尤为严重。在实际工作中

应采取适当的措旌来减小光分解作用的影响，如：在可能的情况下尽量使用长波长的激

发光；尽量缩短激发光的照射时间：适当降低入射光的强度，并提高检测器的灵敏度等。

(8)光互变异构现象

在某些具有多功能团的分子中，尤其那些至少含一个碱性的质子受体基团和一个酸

性的质子供体基团的分子，在激发后，可能使受体基团的碱性和供体基团的酸性都变得

足够强，以致在供体基团丧失质子的同时为受体基团所获得，这种现象就是激发态时的

互变异构现象，即光互变异构现象。光互变异构对荧光光谱有着显著的影响，光互变异

构现象是在吸收过程之后才发生的，在荧光光谱中很容易观察出来。如果光互变异构作

用包含某个质子受体基团的质子化作用和某个供体基团的离解作用，那么由其引起的荧
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光峰向长波方向的移动接近于由质子化作用和离解作用个别引起的频率移动的总和。

(9)散射光和拉曼光的影响

在荧光分析中，常遇到溶剂的瑞利散射光、溶器表面的散射光、胶料的散射光(丁

铎尔效应)及溶剂的拉曼光的干扰。前三种散射光的波长与激发光的波长一致，只要选

取适当的测定波长，便可排除或大大降低其干扰。

产生拉曼光的激发光并不限定一定的波长，而拉曼光也不具有固定的波长，其波长

随激发光的波长而改变。拉曼光发生的时间比荧光发生的时间约快一千万倍，但拉曼光

的强度很弱，仅及荧光强度的数千分之一。拉曼散射光虽没有固定的波长，但它的频率

与激发光频率的频差是一定的，相当于分子的振动一一转动频率，对于给定的物质，其

值固定，与激发光的频率无关。检测时，可采用改变激发波长的方法使拉曼峰与荧光峰

分离，或采用适当的激发波长检测出拉曼峰，然后对荧光光谱进行修正的方法来减小拉

曼峰的干扰。当采用前种方法时，应注意，当激发波长离开荧光物质的最佳激发波长时，

荧光强度会大大下降。

(10)其它溶质的影响

有机分子的荧光，不仅由于溶剂效应而受到影响，也会因为与其它溶质的相互作用

而受到影响。这主要包括芳族配位体与金属离子发生配合作用之后对配位体的荧光光谱

和强度的影响。至于荧光体可能与其它溶质发生的化学反应、能量转移、电荷转移或碰

撞作用等等过程，通常会导致荧光体的荧光淬灭现象，这些作用的大小同时还和温度等

因素有关。
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3 LED光诱导人血液荧光光谱特性

利用光诱导荧光光谱技术(uFST)了解生物大分子的结构或诊断生物组织病变，

近十多年来一直是国内外光子生物医学工程领域的研究热点。特别是激光诱导生物组织

自体荧光(UAF)诊断技术‘8，541，以其快速、无损被广泛应用在早期癌等病症的诊断和

治疗上，发展前景十分看好。另一方面，低功率激光照射疗法(LLu’)的疗效也已得

到众多专家的认可，LIFsT、LIAF和LLLT所对应的物理机理也一直是国内外学者关注

的热点问题，已有学者从不同的方面进行了相关的研究，但是至今为止尚未得到较为完

善的理论体系。因此而严重地影响该治疗方法的推广应用。目前，国内外学者在血液的

流变学和生物化学等性质方面的研究较多，而在物理学、光学方面研究较少。

由于人体组织的复杂性，即使是同一个健康组织，在不同的物化条件下发出的荧光

光谱结构特征也会有较大变化，使得我们实际所测的荧光光谱，并不能真实地反映组织

内部荧光团的内源性荧光光谱的结构特征。然而，目前多数都是根据对有限数量的正常

与病变组织样品进行荧光光谱测定，从光谱图上找出它们结构特征差异进行诊断【55，561。

因此，对于荧光光谱的结构特征及其变化规律的深入研究，可为正确区分正常与病变组

织的荧光光谱提供理论依据。

由于激光的线宽极窄，它对生物组织中的荧光团有较强的选择性，造成荧光强度太

弱。作为探索实验研究，我们选用了发光二极管(LED)作为激励光源。LED的线宽虽

有几十纳米，但仍可视为单色光源，因而可使血液中更多的荧光团产生荧光，获得较强

的荧光光谱，从而提高荧光测定的灵敏度。

由于LED是自发辐射非相干光的固体发光器，与其它发光器相比，它具有体积小、

功耗低、响应速度快、发光单色性好、可靠性高、易集成、寿命长等优点，探索它在生

物领域中的应用具有重要的意义。

为了提高荧光效率，LED中心波长选在血液强吸收区域，其波长为408啪处。根

据我们以此波段的LED光激励鼠血的研究结果显示[5l，57】：此时所产生的荧光光谱强度

大，特征结构明显。因此，本章主要研究408nm的LED光诱导不同浓度人全血溶液的

荧光光谱。
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3．1 血液的吸收光谱与荧光光谱

3．1．1实验器材

日本津岛公司生产的uv-2201紫外可见分光光度计。天津港东公司生产的WGD一8

型多功能光栅光谱仪，其中的光电转换器是日本H哪amatsu公司生产的R955型光电倍

增管，由计算机控制光谱扫描及光信号的处理。激发光源采用峰值波长为408nm

(△h，2“18flIll)、功率为5mw的LED。

3．1．2实验样品

取30岁健康男子的鲜血2ml，加5％的肝素抗凝获得全血溶液，再加适量的NacI

溶液，配制成浓度分别为O．3％～10％全血溶液作为实验用样品。

3．1．3获得光谱的方法

将配制好的2ml全血溶液样品装入一个石英比色皿内，在另一相同的比色皿内装入

同量的NaCl溶液作为空白，用Uv_2201分光光度计描绘出230～800nm的全血溶液的吸

收光谱。

用WGD一8型光栅光谱仪扫描装入比色皿内的全血溶液，激发光源系波长为408nm

的LED，扫描步长0．1nTn、扫描范围350m一800衄，得到相应的全血溶液荧光光谱。

整个实验过程均在室温下进行。

3．1．4血液的吸收光谱

图3．1是浓度分别为0．3％、O．5％、0．8％的全血溶液在230nn卜800 nm波段问吸收光

谱的实验结果。在这一波长范围内吸收光

谱有五个明显的吸收峰，分别位于波长为 2 o

272啪、340衄、417脚、540m和576姗。 ：1—5
它们的位置与血液浓度没有关系，但吸收 言1 o

岳
峰强度却随浓度的增加而增加。从整个吸 羔o 5

收光谱来看，在短波区吸收较强，尤其是 o o

位于波长417蛳处的吸收峰很大，在长波
300 400 500 600 700 800

WaVelength nm

图3．1不同浓度全血溶液的吸收光谱
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区吸收较弱，在波长大于600 nm的区域吸收很小。

3．1．5血液的荧光光谱

图3．2是波长为408姗的LED激发不同浓度的全血溶液位于350砌～800nm波段的

荧光光谱。谱线似乎以556姗为中心的W底分成了大致相等的两个荧光区域，w的两

个底位置几乎不随浓度发生变化，分别位于540m和576nm处。整个荧光光谱呈现出

一种宽谱带的结构特征。我们曾对不同年龄和性别的健康人血液做了该项实验，实验结

果基本相同，图3．2的荧光光谱曲线具有代表性。

i
∞

X
=
∞
C

旦
三篓◆

WaVelength nm

图3．2不同浓度全血溶液的荧光光谱

3．2血液荧光光谱的结构及其机理

(1)为了单纯的获得400nm～800nm区域内的荧光光谱，最好选择远离400m的紫

外光作为激励光，以避免激励光散射对该区域荧光光谱产生的影响。我们之所以选择

408衄作为激励光，是基于三点考虑：一是血液在417 m处有强吸收，在该处附近选

择激励光，血液吸收强，荧光效率高；二是408衄几乎是LED中最短的可见光，由于

LED是自发辐射非相干光的固体发光器，与其它发光器相比，它具有体积小、功耗低、

响应速度快、发光单色性好、可靠性高、易集成、寿命长等优点，探索它在生物领域中

的应用具有重要的意义；三是由于在光谱中出现了408砌激励光的散射光谱，进行这种

由散射光和荧光构成的光谱研究，对于象光谱中含有激励光的二级衍射光谱的研究，以

及现在盛行的共振散射光谱的研究都有一定的参考价值。

27
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(2)图3．2中以小峰556啪为中心的w的两个底，恰好对应吸收光谱(图3．1)的

两个吸收峰540 nm和576 nm，显然556m的谱蜂主要是由于其两边的光谱被吸收而形

成的。因此可以说：峰值位置在556啪处的波峰并不是由荧光团所产生的特征峰，而是

因吸收造成的假象。

(3)在波长为35011In～540啪区域内有两个明显的谱峰，对于浓度为0．3％的谱线l

而言，这两个峰值位置分别位于397nm和439mn处，且最大峰值位置k。随浓度的增

加出现红移，而两峰的强度均随着血液浓度的增加而减小。

400啪附近近似正态曲线的大谱峰，主要是由408nnl的激励光的散射形成的。随

着血液浓度的增加，溶液对激励光的吸收增大，致使散射光强度随着血液浓度的增加而

减小。从图3．2中我们还可以看出，只有血液浓度为10％的散射波峰位恰为激励光的中

心波长408m，其它各峰位均随着血液浓度的减小出现了不同程度的蓝移。对浓度为

0．3％的谱线1而言，峰值位置竟蓝移了1l衄，这显然是因血液在417蛳处有一个强

吸收造成的，此吸收中心恰在408mn散射峰右侧的斜面上，吸收使右侧斜面深度下凹，

将峰的最高点推向左侧而形成蓝移。

在51 011m附近有一小蜂，由于该峰和439nm峰(谱线1的峰值位置)的强度对血

液浓度的敏感程度不同，在低浓度时它几乎显现不出来，随着血液浓度的增加439姗峰

的强度迅速减小，5lOm峰明显地表现出来，之后又随浓度的进一步增加开始减小，直

至为零。

(4)在576nn卜80011111波段内有两个荧光峰，其中在波长为613啪附近波峰的强度

较强：相比较而言，在波长为695砌附近的波峰强度要小得多。而在血液浓度小于4％

时，荧光强度随浓度的增加而增加；在浓度大于4％时，荧光强度随浓度的增加而减小。

两谱峰的峰值位置k。均随着浓度的增加而出现红移。大峰的红移较明显，小峰的红移

很小。

血液的荧光光谱的峰值位置h。随浓度的增加而出现红移的现象，可以从血液吸收

的角度给予解释：从图3．2中可以看出，由于576m处的吸收使各种浓度的血液都在该

点产生荧光猝灭，对于峰值位置位于600衄~630m区域内的大荧光峰，峰的左侧相对

右侧要陡峭的多，致使曲线1、2、3、4的峰顶依次随着血液浓度的增加，几乎沿着同
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一左侧面向上延升，峰顶越高，k。越往长波方向移动。我们认为，血液对波长为576nm

的光强吸收是造成k。随浓度的增加出现了红移的主要原因．至少对于4％以下浓度是

这样。对于血液浓度大于4％的荧光曲线5、6的‰。的红移可以这样理解：设想将曲线

5、6向上平移，使它们的左侧面近可能地与曲线4的左侧面重合，曲线5、6的峰顶与

曲线4相比会依次增高，实际的曲线5、6由于高浓度出现的宽区域的背底强吸收，使

它们的曲线基底减去了厚厚的一层(层厚随浓度的增加而增加)，结果它们的强度反而

减小了，但kax的红移并不会受到影响。由此可见，576m处的吸收峰所产生的荧光猝

灭，以及其长波区域近似均匀的背底吸收，是造成600珊～630Ilrn区域内的k。随浓度

的增加出现红移的主要原因。

(5)在人的血液中存在着大量的血卟啉(原卟啉和锌卟啉)。原卟啉吸收光子后，

发射630nIn和690nm的荧光，相应的能级跃迁为1S1，o_oso。o和1sl，o_oSl，o，锌卟啉吸收

光予后，发射590nm的荧光，相应的能级跃迁为1s1．o—≯so．o【8，5引。由于在电子的能级态

上存在着不同的振动能级，这些荧光的波长和强度又会因血液所处的物理、化学环境而

有所变化，且在血液生物大分子中存在着多种荧光团，这样就形成了荧光光谱的宽谱带

结构特征。图3．2中613Ilnl附近的大峰主要是锌卟啉发射的590m荧光和原卟啉发射

630啪的荧光二者叠加形成的。695m的小峰主要是原卟啉1s1．o—osl．o能级跃迁所产生。

3．3血液荧光光谱的红移规律

图3．3是浓度为O．8％的全血溶液位于350nm～800砌波段的荧光光谱和吸收光谱。

其中曲线1是波长为407 Iun的LED光激发的荧光光谱，曲线2是该溶液的吸收光谱。

400 500 600 700 800

W aveIength nm

圈3-3全血溶液的吸收光谱和荧光光谱
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图3．4是波长为407nm的LED光激发的不同浓度的全血溶液位于570nⅡ卜800nm波

段的荧光光谱。

500 65U 70(】 ，§U 800

VVaveIength nm

图3．4不同浓度全血溶液荧光光谱的红移现象

从实验结果图3．4中可以看出，对于同一激发光激发的不同浓度的血液荧光光谱，

在位于570nm～800nm波段间的荧光主峰的位置会随着血液浓度的增加而向长波方向移

动，即红移。通过对同一波长的LED光激发的不同浓度的全血溶液的荧光光谱峰位的

多次测定，利用曲线拟合的方法可以得出：荧光光谱峰位随血液浓度的增加按照e指数

规律向长波方向移动，曲线方程为y：儿+爿。exp坚型。实验表明；改变激发光的波
lI

长，荧光光谱峰位随血液浓度的增加仍按照e指数规律向长波方向移动，只是曲线方程

的参数有所变化。
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圈3，5 407nm光激发的荧光光谱峰位随浓度的变化规律

图3．5给出了407nm的LED光激发的浓度从O．3％一15％荧光光谱峰位随浓度的变
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化规律。

图3．6给出了570m的LED光激发的浓度从O．3％一15％荧光光谱峰位随浓度的变

化规律。从两个图中可以看出，尽管两条曲线的方程均为e指数方程，但方程的参数并

不一样。

O 3 6 9 12 15

COncent旧tion ％

图3．6 570nm光激发的荧光光谱峰位随浓度的变化规律

图3．7是波长为407nm的LED光激发的浓度从O．3％一50％全血溶液的荧光光谱的

主峰位与血液浓度的关系。可以看出，当血液浓度达到15％左右时，随着血液浓度的增

加红移现象基本消失，我们不妨用ce表示该浓度值。进一步的实验结果表明，对于不

同的激发光激发的荧光光谱这样一个浓度值ce是不同的，激发光的波长约短ce的值小；

激发光的波长约大ce的值大，从图3．5和图3．6也可以看出这一特点。

0 10 20 30 40 50

Concent旧tion ％

图3．7血液浓度达到某一值附近红移现象基本消失
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3．4血液荧光光谱的红移机理

血液的荧光光谱的峰值位置随血液浓度的增加而出现红移的现象，可以从血液吸收

的角度给予解释【5⋯。从图3．3可以看出，吸收光谱(曲线1)在短波区吸收较强，尤其

是位于波长417 nm处的吸收峰很大，在长波区吸收较弱，在波长大于600 m的区域吸

收很小。血液的吸收光谱与荧光光谱在较大范围内是重叠的，由于血液内存在多种荧光

团，各荧光团之间的能量转移就不可避免，有～部分的荧光会被它自身的基态分子所吸

收，这是一种能量由激发态分子转移到同一种物质的基态分子的辐射能量转移过程。随

着血液浓度的增加，自吸收现象会加剧。当血液浓度较小时，吸收小，荧光峰位偏向短

波；当血液浓度较大时，吸收大，荧光峰位偏向长波【59】；当血液浓度达到或超过一值

ce时，吸收达到饱和，因此，荧光峰位基本不再向长波方向移动。

从图3．8的实验结果显示，当用407珊、475 nm和508啪的LED光分别激发浓度

为3％的全血溶液时，主荧光光谱的峰位是不同的。激发波长越短，荧光峰位偏向长波；

激发波长越长，荧光峰位偏向短波。出现这一现象的原因是：当激发光较短时，在大于

激发光波长区域形成的荧光被二次吸收，相当于一个线宽很宽的光源再次激发，形成二

次荧光。因此提高了荧光效率，这与增加血液浓度来提高荧光效率是等价的。也就是说，

当激发光波长一定时，增加血液浓度荧光峰位会出现红移；当血液浓度一定时，减小激

发光的波长荧光峰位同样会出现红移。这进一步证明了：吸收是产生红移的主要原因。
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4不同光诱导人血液荧光光谱特性

4．1实验材料与方法

4，1．1实验装置

实验装置如图4．1所示。采用天津港东公司生产的wGD．3型多功能光栅光谱仪

得到血液的荧光光谱，其中的分光元件采用每毫米1200刻线的闪耀光栅。光电转换

器件是日本Hamamatsu公司生产的R955型光电倍增管(PM)，其输出端与计算机连

接。

图4．1获得荧光光谱的实验装置示意图

仪器的波长扫描范围为160～900衄，由于本节实验所涉及的光谱在波长为

160叫30 nm和750—900nIn范围内未见任何光谱峰，为了突出重点和便于比较，仅给

出了430～750 nm波段的光谱图。实验中选择的仪器参数为每一采集点采集500个数

据进行平均，作为该数据点的测量值，也即500次／点。但为了将每一波长激发的荧光

能显示出来，同时又不使荧光光谱处于饱和状态，每一项的测量光栅光谱仪参数是不

确定的。

4．1．2样品制备

实验所用的人的全血血液样品取自30岁健康男子，静脉取血，5％的肝素抗凝，再

加适量的生理盐水，配制成浓度分别为10％，8％，4％，2％，O．8％，0．4％的全血溶液
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备用。

4．1．3激励光源

(1)LED光：中心波长为457 m(△A1，2—39啪)；功率密度约为4．3 mw触n2

(2)Ar+激光：由美国spectra．Physics Lasers公司生产，型号为Be锄L0k 2060～5s。

实验中所选择Ar+激光中心波长为457．9nm，功率密度为25．7 mw／cm2

(3)He-Ne激光：由北京大学物理系生产，型号为HN一120。中心波长为632．8衄，

输出功率约为30mw

4．1．4样品配制

实验所用的人的全血样品取自30岁健康男子，静脉取血，5％的肝素抗凝，加适量

的生理盐水配制成浓度为6％的全血溶液备用。

4．2实验结果

不同类型的激励光诱导下的浓度为6％的人全血荧光光谱如图4．2所示。

由图4．2a可知，波长为457 m的LED光激励下，人全血能够发射出较强的荧光，

其荧光光谱范围主要为550~900 IⅡn；其主要的荧光宽峰范围为580～873蛳，中心波长

位于620 m处。在此荧光宽峰的下降沿，有一荧光次峰，中心波长位于704啪处。此

外，在波长540～580 IlIIl范围内有一弱峰，其中心波长位于556呦。

由图4．2b可知，在波长为457．9 nrn的Ar+激光激发下，人全血的荧光光谱范围与

LED光诱导下的荧光光谱范围相同，主要为550～900岫，但谱峰形状相对比较复杂，

存在诸多较为细锐的谱峰，其中心波长分别位于616 nm，666 nm，706 IlIn，739衄，752

nm，764 nm，800nm，812nm，829I吼，和842 nm处。其中以波长为666nm的荧光峰最

强。

由图4．2c可知，在波长为632．8 nm的He-Ne激光激发下，人全血的荧光光谱范围

为700~900啪，其光谱主要有波长范围为78曲885 nm的荧光宽峰和两个相对细锐的荧

光峰组成，中心波长分别位于833 nm、746珊和894帆。与UD光和A，激光诱导

的荧光光谱相比较，He悄e激光激发的全血的荧光强度最弱。
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图4．2不同激励光诱导下的全血荧光光谱图

(a)中心波长为457nm的LED光；

(b)中心波长为457．9mAr+激光；
(c)中心波长为632_8 nm He-Ne激光
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4．3分析与讨论

通过比较波长LED光心+激光和He-Ne激光诱导下的浓度为6％的人全血荧光光

谱，并对荧光特性与产生机理进行分析，我们可以得到以下结论：

(1)中心波长相近的LED光和Ar+激光所激发的血液荧光光谱范围相似，主要为

550~900 m，但两者的荧光光谱谱线形状差异很大：LED光激发的血液荧光光谱是连续

的、宽阔的谱线；而Ar+激光所激发的荧光光谱相对复杂，存在诸多较为细锐的谱峰。

我们认为这是因为血细胞中存在众多的可发射波长长于540 I皿荧光的荧光团，但

其是否能在外来光的激励下产生能级间的跃迁尚具有不确定性。影响这一过程的首要因

素是血细胞对激发光的波长有一定的选择性，这种选择是由其自生的能级结构和状态

(如荧光团的极性)所决定的。每一个荧光团都有它特有的能级结构，只有在其能级中

存在可以与激发光波长相对应的能级，且从基态到该能级又是允许的跃迁时，入射光波

中的光子才可能被其吸收，并跃迁到激发态。因吸收了光子而处于激发态的荧光团，总

要从较高的能级返回到第一激发态的最低振动能级上，再从该能级跃迁回到基态各振动

能级，并发出荧光。所以说，粒子从基态跃迁到某一激发态的概率越大，与此能级对应

的荧光越强。当然，这里的荧光转换效率还与其他因素如溶液中其它物质的猝灭特性有

关。而激光光源的谱带宽度比LED窄得多，所以激光比LED所能激发的荧光团相对较

少，因而形成了较为锐利的谱峰。因此可以说，用激光激发的血液荧光光谱，可在一定

程度上将一些混杂在一起的荧光团各自发出的特征荧光谱分开。同时，这也说明了性能

优异的激光光源可将其激发的相关光谱中精细结构显现出来1601。

尽管激光激发的荧光光谱谱峰较多，但几乎被LED激发的荧光光谱所包络。这是

激光与LED激发血液荧光光谱的共同之处。我们认为其原因也与激发光源的线宽有关。

(2)LED光激励的峰值位于620蛐的荧光峰和m+激光激励的峰值位于616 nIn和

666 nm的荧光峰应该是来源于同类的卟啉类荧光团。

由于卟啉类光敏性物质通常具有在600000砌波长范围内发射荧光的特性，如原

卟啉吸收光子后发射630 f11T1和690 nm的荧光，相应的能级跃迁为1sI o_o％o，和

1S o寸oS o，而锌卟啉的最大荧光发射峰位于594 nm，相应的能级跃迁为
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1s。。斗os。。【61'621。由于在电子能级态上存在着不同的振动能级，这些荧光的波长和强度

又会因血液所处的物理、化学环境而有所变化，据此我们认为LED光激励的峰值位于

620 nm的荧光峰和Ar+激光激励的峰值位于616 nrn和666蛳的荧光峰应该是来源于

同类的卟啉类荧光团，但是否来源于同～荧光团尚待研究。

(3)He-Ne激光激励下的荧光光谱范围主要在730曲00 m，包含有～个宽峰和两个

相对细锐的谱峰。与LED光和Ar十激光所激发的血液荧光光谱相比，该荧光光谱强度

要弱得多。由国内外学者研究报道的全血、红细胞和血红蛋白等的吸收光谱曲线(如图

r．2，1．3所示)可知，波长为400～500 m的范围是血液的～个强吸收波段，而当波长

大于600啪，血液的吸收率迅速下降，据此我们认为造成He．Ne激光激励下的荧光强

度比LED光和Ar+激光所激发的血液荧光强度弱的主要原因是由于血液在波长为632．8

m处的吸收率比波长为457 nm处的要小得多，荧光转化率也相应的少得多。因此在在

弱激光血管内照射治疗(ILLLIT)的临床应用中，He．Ne激光引起的光生物效应较小。

由于弱激光的生物效应具有双相性和可累积性等特点，因此用红色激光做血管内照射治

疗，比较容易控制其照射剂量与作用效果，更为安全可靠。
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5 LED光诱导人血液静态荧光偏振光谱特性

1926年perrin首次提出了荧光偏振理论(简称TFP)．1953年w曲er成功地将该理

论的应用范围由最初的球形分子拓展到非球形分子，此后，荧光偏振分析方法的基础研

究与实际应用均取得了进展。对于有机大分子或生物分子如蛋白质、核酸、碳水化合物、

类脂和药物等均能提供快速、可靠的成键平衡分析、分子降解测定等‘“。近年荧光偏振

分析方法在分析化学、生物化学、分子生物学、药物化学和医学(特别是诊断学)等领域

的应用得到了快速发展。在uAF诊断技术中，荧光光谱一般为偏振光谱，通过对其偏

振性的研究可以了解血液内各荧光团之『自l的能量转移情况，借助内源或外源性的发光与

发光分子的能级结构分析，阐明溶液状态下生物大分子的构象以及相应的生物活性，从

而搞清荧光团的发光机理，并对血液内生物大分子进行荧光标识，为最终搞清LlAF诊

断和治疗机理提供依据。然而，国内外对血液荧光偏振性的研究少见报道，本文给出了

我们在这方面研究的初步成果。

在LIAF诊断技术中，依据的是组织自体荧光光谱的本征特性，但由于激光的线

宽极窄，它对生物组织中的荧光团有较强的选择性．造成荧光强度太弱。作为探索实

验研究，我们选用了发光二极管(LED)与偏振器作为激励偏振光源。LED的线宽虽

有几十纳米，但仍可视为单色光源，因而可使血液中更多的荧光团产生荧光，从而获

得较强的荧光光谱。为了提高荧光效率，I．ED中心波长选在血液强吸收区域的波长为

40811IIl处。

5．1实验器材与方法

5．1．1实验器材

日本津岛公司生产的uv-2201紫外可见分光光度计，英国爱丁堡公司生产的FLs920

多功能稳态、时间分辩荧光光谱仪，激发光源采用峰值波长为408nm(△^1庐18rlrrL)、

功率为5mw的LED。

51．2实验样品

取30岁健康男子的鲜血2ml，加5％的肝素抗凝获得全血溶液，再加适量的Nacl

取30岁健康男子的鲜血2ml，加5％的肝素抗凝获得全血溶液，再加适量的Nacl

38
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溶液，配制成不同浓度的全血溶液作为实验用样品。

5．1．3实验方法

将配制好的2m1全血溶液样品装入一个石英比色皿内，在另一相同的比色皿内装入

相应的Nacl溶液作为空白，在二比色皿与光源之间各放一个偏振片，使它们的偏振方

向相同，用uv．2201分光光度计描绘出230～800m的全血溶液的吸收光谱。

用FLs920多功能稳态、时间分辫荧光光谱仪，分别扫描装入比色皿内的不同浓度

的全血溶液样品，在样品与光源间放一偏振器作为起偏器，激发光波长为408砌的LED，

扫描步长O．1胁、范围350rⅡn～800nm，扫描得到相应的全血溶液的静态荧光偏振光谱。

再在样品与光谱仪间放入另一偏振器作为检偏器，分别选择检偏器与起偏器相互平行与

垂直，扫描获得平行静态荧光偏振光谱和垂直静态荧光偏振光谱。整个实验过程均在室

温下进行。

5．2血液对偏振光的吸收光谱及荧光偏振光谱

图5．1是浓度分别为0．3％、0．5％、O．8％的全血溶液在230nn卜800 nrn波段间对偏

振光的吸收光谱。在这一波长范围内吸收光谱有五个明显的吸收峰，分别位于波长为

272m、340nnl、417姗、540nm和576 nm。它们的位置与血液浓度没有关系，但吸收

峰强度却随浓度的增加而增加。从整个吸收光谱来看，在短波区吸收较强，尤其是位于

波长417蛳处的吸收峰很大，在长波区吸收较弱，在波长大于600蛳的区域吸收很小。

2．0

O．O
300 400 500 600 700 800

VVaveIength nm

图5．1不同浓度全血溶液对偏振光的吸收光谱

由于血液在417衄处有较强吸收，我们在该处附近选择408IlrIl的激励光，有较高



华中科技大学硕士学位论文

的荧光效率。图5．2是波长为408m‘的LED偏振光激发不同浓度的全血溶液位于

350rlIll～800nm波段的荧光偏振光谱。谱线似乎以556衄为中心的w底分成了大致相等

的两个荧光区域，w的两个底位置几乎不随浓度发生变化，分别位于540帆和576nm

处。整个荧光偏振光谱呈现出一种宽谱带的结构特征。我们曾对不同年龄和性别的健康

人血液做了该项实验，实验结果基本相同，图5．2的荧光偏振光谱具有代表性。

i
仍

圣
‘荔
C

旦
三薹◆

图5．2不同浓度全血溶液的荧光偏振光谱

(1)图5．2中以小峰556nm为中心的w的两个底，恰好对应吸收光谱(图5．1)

的硒个吸收峰540眦和576 nrn，显然556衄的谱峰主要是由于其两边的光谱被吸收而

形成的。因此可以说：峰值位置在556m处的波峰并不是由荧光团所产生的特征峰，而

是因吸收造成的假象。

(2)在波长为350珊～540nm区域内有两个明显的谱峰，对于浓度为0．3％的谱线1

而言，这两个峰值位置分别位于39711111和439nm处，且最大峰值位置九。。随浓度的增

加出现红移，而两峰的强度均随着血液浓度的增加而减小。

400珊附近近似正态曲线的大谱峰，主要是由408衄的激励光的散射形成的。随

着血液浓度的增加，溶液对激励光的吸收增大，致使散射光强度随着血液浓度的增加而

减小。从图5．2中我们还可以看出，只有血液浓度为10％的散射波峰位恰为激励光的中

心波长408m，其它各峰位均随着血液浓度的减小出现了不同程度的蓝移。对浓度为

O．3％的谱线l而言，峰值位置竟蓝移了11蛳，这显然是因血液在417 m处有一个强

吸收造成的，此吸收中心恰在408m散射峰右侧的斜面上，吸收使右侧斜面深度下凹，
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将峰的最高点推向左侧而形成蓝移。

在510m附近有一小峰，由于该峰和439m峰(谱线1的峰值位置)的强度对血

液浓度的敏感程度不同，在低浓度时它几乎显现不出来，随着血液浓度的增加439nrn峰

的强度迅速减小，510nm峰明显地表现出来，之后又随浓度的进一步增加开始减小，直

至为零

(3)在576nn卜800nm波段内有两个荧光峰，其中在波长为613舯附近波峰的强

度较强；相比较而言，在波长为695nrn附近的波峰强度要小得多。而在血液浓度小于

4％时，荧光强度随浓度的增加而增加；在浓度大于4％时，荧光强度随浓度的增加而减

小。两谱峰的峰值位置^。。均随着浓度的增加而出现红移。大峰的红移较明显，小峰的

红移很小。

(4)在人的血液中存在着大量的血卟啉(原卟啉和锌卟啉)。原卟啉吸收光子后，

发射630m和690衄的荧光，相应的能级跃迁为1sl，o—oso，o和1sl，o—osl，o，锌卟啉吸收

光子后，发射590m的荧光，相应的能级跃迁为1s1．o—oso．o【龇。由于在电子的能级态上

存在着不同的振动能级，这些荧光的波长和强度又会因血液所处的物理、化学环境而有

所变化，且在血液生物大分子中存在着多种荧光团，这样就形成了荧光偏振光谱的宽谱

带结构特征。图5．2中613岫附近的大峰主要是锌卟啉发射的59011111荧光和原卟啉发

射630nm的荧光二者叠加形成的。69511111的小峰主要是原卟啉1sJ．o—oSl．o能级跃迁所产

生。

5．3血液荧光偏振光谱的偏振度

图5．3是浓度为1．3％的全血溶液荧光偏振光谱。曲线l为仅有起偏器时由偏振光激

发的血液荧光光谱五，曲线2为起偏器与检偏器都存在且二者偏振方向相同时血液的荧

光光谱矗，曲线3为起偏器与检偏器相互垂直时的血液荧光光谱／：L。显然，它们在I、

Il的荧光强度发生了明显的变化，不难看出曲线l的两个荧光区域I和II(以下简称荧

光峰I和荧光峰II)具有不同的偏振度。根据所测的荧光强度厶、，l，利用偏振度公式

r ，

口=生L二土 (5．1)
j|f+1 L

4l
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图5．3 1偏振光激发的荧光光谱2平行检偏的荧光光谱3垂直检偏荧光光谱

可计算出曲线1的荧光峰I和峰II的荧光偏振度分别为O．4731和O．4023。

(1)当用偏振光激发荧光系统时，样品发射的荧光也是偏振的，这是由于分子的荧

光发色团按它与激发光偏振方向的相对取向进行光选择的结果．在如图5．4所示的实验

图5．4荧光偏振光谱的^和，．检测光路

装置中，偏振光沿z轴偏振，从x轴入射并在y轴检测^和J．，分子取向以吸收跃迁偶

极矩与发射跃迁偶极矩描述。经分析计算可得到激发分子取向在护+d口及伊+d妒之间的

几率为

以以妒)d棚妒=(3／4石)cos2口sin贷甜妒

发射团发射的沿z轴方向偏振的荧光几率正比于k·砰，∥为发射团吸收跃迁偶极矩矢

量，k为z轴的单位矢量，于是发射几率正比于cos“。将激发分子的取向分布w(目，计乘

42
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以发射几率并对所有的方向积分，得沿z轴偏振的荧光相对强度^

^*f4如rd&。s2鼬(口，纠=(3，4冗)f4d妒r∞c。s4扫sin口=3／5 (5-2)

发射团发射的沿x轴方向偏振的荧光几率正比于I∥·f』2，f为x轴的单位矢量，因而发射

机率正比于(sin口cos妒)2，得沿z轴偏振的荧光相对强度，。

，上ocr”却rd曰sm2陡。s2缈(口，尹)=(3／4Ⅻf4d妒c。s2妒r抬c。s2锱n3口=1／5(5．3)
将^和，．代入偏振度公式得偏振度P=o．5。可见对于随机取向分子的样品被偏振光

激发时，所发射荧光偏振度的最大值只有激发光偏振度(P=1)的一半，我们的试验

结果较接近这一理论值，显然，这种偏振主要是发射荧光团记忆了激发光的偏振信息的

结果。

(2)荧光的偏振度P=0．5，是当荧光体的分子不发生旋转以及分子闯无能量转移

的情况下的极限偏振值。当处在激发态的分子受到旋转布朗运动的影响，改变了受激发

时的原有方位时，它将部分地丧失记忆能力，表现出去偏振的结果。荧光的偏振度与分

子的旋转驰豫时间f成正比[63】

f=377y胆r (5．4)

其中，7为粘度，y为分子体积，R为普适常量，r为绝对温度．若叩、y、r均为常数，

则分子的旋转驰豫时间与其分子体积成正比，分子体积越大，分子的旋转驰豫时间便越

长，因而分子的荧光偏光就越大．当考虑旋转时荧光的偏振度为‘64】

P= !!旦￡童二! (5．5)
cos2毒+fF／r+3

其中，{为发射跃迁偶极矩与吸收跃迁偶极矩之间的夹角，砟为观察的荧光衰变时问。

显然，当善=0，砟<<r时，P=O．5。对于我们所研究的血液生物大分子可估算出f约

为几个nS，而血液中的主要发光物质血卟啉的荧光荧光衰变时间f，约在ps的数量级，因

此分子因旋转布朗运动所产生的去偏振可以忽略不计。

荧光峰I的波长较接近激发光波长，吸收跃迁与发射跃迁在相同能级间进行的几率

较大，吸收跃迁偶极矩与发射跃迁偶极矩可以近似看作平行，f辛0，f的去偏振效果

也就不明显了。荧光峰II相对荧光峰I远离激发光波长，不同能级之间的吸收跃迁几率
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增大，吉不再为零，其去偏振的效果将部分地表现出来，因此，我们认为这是造成荧光

峰II的偏振度小于荧光峰I的偏振度的主要原因之一。

(3)血液的吸收光谱与发射光谱在较大范围内是重叠的，由于血液内存在多种荧光

团，各荧光团之间的能量转移不可避免，能量转移必伴随着偏振度的降低。Demidov研

究了两个发射团均能吸收与发射，并经能量转移而交换激发的体系，给出了荧光偏振度

的计算公式【52】

P：!!!暨二!±塑 (5．6)
cos4毒+3+44

式中

爿：型±生止《±生立型
础2l+咖12

口=毋(五。)／q(气)

，=欢^(矗)_／破Z(^)乇

其中，‘是孤立发射团的荧光寿命，‰是从发射团j至0．，的能量转移速率，q和一

分别是发射团f的吸收和荧光光谱，以，和^分别是激发和荧光波长，妒是荧光量子产率，

f为两发射团偶极矩之间的夹角。显然，当孝=O，盯：(以。)=0，氟=0时，即当第一个

发射团只吸收光，第二个发射团只发射光时，爿=0，荧光偏振度尸=0．5，只要不是这样，

当两发射团有能量转移时必导致荧光偏振度的减小，我们的试验就属于这种情况，即，

发射荧光峰II的荧光团部分的吸收了荧光峰I的荧光，形成激发再发射(也有可能出现

无辐射的能量转移)，由于荧光峰I的荧光的偏振度已降到O．5以下，由它所激发的二次

荧光其偏振度会更小，这是造成荧光Il的偏振度小于荧光峰I的偏振度的另一重要原

因。

5．4血液荧光偏振光谱的偏振度随其浓度的变化

表5．1给出了不同浓度的血液荧光偏振光谱的荧光峰I和荧光峰II的偏振度的实验

值，同时给出了同一浓度下荧光峰II的偏振度与荧光的偏振度之比。
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表5．1不同浓度的血液荧光偏振光谱的荧光峰I和荧光峰II的偏振度

从表中可以看出：荧光的偏振度随血液浓度的增加而减小，在相同浓度下荧光峰II

的偏振度总是小于荧光峰I的偏振度，并且，荧光峰II的偏振度与荧光峰I的偏振度之

比晶／盛随血液浓度的增加而减小，也就是说荧光峰1I的偏振度比荧光峰1的偏振度随

浓度的增加衰减的更快。

结合图5．2中荧光偏振光谱强度随浓度的变化规律，我们发现，尽管两荧光的偏振

度均随浓度增加而减小，但它们的荧光强度随浓度的变化却有很大不同，荧光峰I的强

度随浓度增加而单调减小，荧光峰II的强度却随浓度增加出现先增加然后再减小的现

象。可见，两荧光峰偏振度减小的机理可能不同。

对于荧光峰I来讲，由于血液的吸收光谱和发射光谱有较大的重叠，有一部分的荧

光会被它自身的基态分子所吸收，这是一种能量由激发态分子转移到同一种物质的基态

分子的辐射能量转移过程。随着血液浓度的增加，自吸收现象的加剧，荧光峰l中部分

地吸收偏振度较低的荧光而再发射的二次荧光比例加大，导致了其偏振度随浓度增加而

减小。由于荧光效率通常小于1，基态分子吸收荧光后不可能百分之百地再发射，所以

自吸收的结果使荧光峰I的强度随浓度增加而单调减小。

对于荧光峰II来讲，由于其荧光团的发射能级小于荧光峰I的荧光团的发射能级，

荧光团II会作为受体接受来自于荧光团I供体的能量，出现共振能量转移。当浓度较

低时，两荧光团之间的分子间距，大于临界转移距离民，由于在凡的距离下，从供体到

受体的能量转移几率，等于供体的衰变几率，在r>R。时，共振能量转移效率很低，去

偏振能力较差，荧光有较大的偏振度。这时的荧光峰II主要是靠荧光团直接吸收激励光

而产生的，这一效率也很低，因此荧光强度较弱。随着血液浓度的增加，两种荧光团之

间的分子距离在减小，共振能量转移效率提高，特别是当，<凰时，荧光团Ⅱ的能量大
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部分来自于荧光峰I发射的荧光，导致荧光峰II偏振度减小，荧光强度增大，荧光峰I

的强度减小。随着血液浓度的进一步增加，荧光峰1的荧光几乎被荧光团II全部吸收，

其强度几乎为零，荧光峰II的强度达到最大。血液浓度再增加，荧光团Ⅱ来自于荧光峰

I发射的荧光达到吸收饱和，荧光峰II的强度不再增大，与此同时，荧光峰II的自吸收

机制开始出现，导致进一步的去偏振以及降低荧光强度。
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6总结

6．1总结

本文主要从实验和理论上研究了LED光诱导下的人血液的荧光光谱，对荧光光谱

的结构特征、变化规律及其发光机理进行了探讨，主要研究成果包括以下几个方面。

(1)基于LED的体积小、功耗低、寿命长、响应速度快、发光单色性好、可靠性高、

成本低、易集成等优点，探索了它在生光诱导人体组织荧光光谱进行早期癌症诊断方面

的应用。实验结果表明：LED光诱导的人全血溶液的荧光光谱灵敏度、结构特明显，可

以预见它在生物领域中的应用价值。

(2)用峰值波长为408姗(△九l，2*18m、P=5mw)的LED光，诱导了浓度分别为0．3

％一10％人全血溶液在350nm～800脚波段的荧光光谱：分析了它们的结构特征；研究了

血液的自吸收对其荧光光谱结构产生的影响；解释了血液的荧光光谱随其浓度增加出现

红移的现象；提出了556nm谱峰不是某一荧光团所产生的特征峰，而是由吸收所造成的

假峰的观点：讨论了激励光散射中心波长偏离激励光中心波长现象的原因。

(3)分别用407nrn和470 m的LED光诱导了不同浓度的人全血溶液的荧光光谱；

研究了人血液荧光光谱随血液浓度的增加而红移的现象及其规律，得出了光谱峰值随血

液浓度的增加按照e指数方程y：蜘+爿。exp掣向长波方向移动的规律：从能量转
f，

移的角度，分析了血液中各荧光团之间在不同浓度下、不同荧光区域所具有的不同能量

吸收机制：得出吸收是产生红移的主要原因的结论。

(4)实验研究了波长为457蛳的LED光、波长为457．9 nm的Ar}激光和波长为

632．8啪的He．Ne激光诱导下的人全血溶液的荧光光谱，对它们结构特性与形成机理

进行了研究。指出用激光光源激发可以显现血液荧光光谱的部分精细结构，说明血细胞

中的荧光团对激发光波长具有一定的选择性，这种选择是由其自身的能级结构和状态所

决定的。

(5)用408啪的LED偏振光诱导了不同浓度人全血溶液在350m～800nm波段的静

态荧光偏振光谱，讨论了其光谱的结构特征和红移现象并给出了机理解释；检测了荧光

偏振光谱中各主要荧光区的偏振度并研究了偏振度随浓度的变化规律，用能量转移理论
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分析了在不同荧光区、不同浓度下，血液中各荧光团之间的不同能量转换机制及偏振度

的变化现象。

本文的研究结果对研究光与血液相互作用的机理，借助血液自体荧光进行疾病的诊

断和治疗，以及研究血液生物大分子的构象与结构特点提供实验和理论依据。

6．2展望

光与生物组织相互作用涉及内容极其广泛，本文只是针对其中的一小部分进行了基

础性理论与实验的探讨，而这几部分也尚有许多问题和研究工作需要进一步的探讨、分

析和解决。这里只列出一些亟待解决问题和研究内容，其中也包括作者及其所在课题组

今后将要进行的研究工作。

(1)目前，我们所研究的是健康人全血溶液的荧光光谱，如果要真正搞清光谱机理，

必须对血液中各组分的荧光光谱进行研究。

(2)我们所研究的是离体健康血液的荧光光谱，离体与在体血液荧光光谱是否存在差

异，有待于进一步的研究。

(3)进一步研究健康血液与不同病变血液的荧光光谱的差异，这对于利用血液自体荧

光进行疾病的诊断无疑是非常重要的。

(4)选用不同的激励光源实验研究以上内容，从理论上对其结果进行分析将有助于搞

清光诊断疾病的机理。
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