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　　文章编号 : 100123806 (2002) 0620435204

407nm辐照激发血细胞荧光光谱分析 3

高淑梅1 ,2 　骆晓森2 　沈　建3 　陆　建2 　倪晓武2

(1徐州师范大学物理系 ,徐州 ,221009)

(2南京理工大学应用物理系 ,南京 ,210094)

(3第二军医大学南京医学院 ,南京 ,210099)

摘要 : 用光栅光谱仪获得了波长为 407nm (Δλ1/ 2≈18nm)的 L ED激发的健康小白鼠的全血、红细胞和血红蛋

白的荧光光谱 ,并对其产生机理和谱线特性进行了研究。实验结果和理论分析表明 ,407nm的 L ED诱导血液发出

的荧光量子转换效率可达 90 %以上 ,且主要是由血液中红细胞上的荧光团产生的 ;溶血的红细胞产生荧光的量子

产额明显较低 ,光谱特征也发生明显变化 ,且红细胞和血红蛋白的荧光光谱有较大的差异 ;血红蛋白的荧光量子产

额将随浓度发生明显变化。

关键词 : 荧光光谱 ;L ED ;荧光团 ;血细胞

中图分类号 : O657131 ;R33111 + 4　　　文献标识码 : A

Analization of blood cells fluorescence spectra induced by L ED at

the wavelength of 407nm

Gao S humei1 ,2 , L uo Xiaosen2 , S hen Jian3 , L u Jian2 , N i Xiaow u2

(1 Department of Physics ,Xuzhou Normal University ,Xuzhou ,221009)

(2 Department of Applied Physics ,Nanjing University of Science and Technology ,Nanjing ,210094)

(3 Nanjing Medical College ,Second Military Medical University ,Nanjing ,210099)

Abstract : The fluorescence spectra for whole blood ,erythrocyte and hemoglobin from healthy and fresh experimental

mice under the wavelength of 407nm (Δλ1/ 2≈ 18nm) excitation are measured by a grating spectrometer , and their

emitting mechanism and spectral characteristic are investigated. The experimental results and theoretic analization about it

are presented in this paper. It shows that the blood or erythrocyte emitting fluorescence quantum yield efficiency under

407nm2L ED excitation may reach above 90 % ,the blood fluorescence mainly result from fluorophores of the erythrocyte ,

but fluorescence spectra of hemoglobin by 407nm2L ED excitation are obviously different from that of erythrocyte ,and the

fluorescence quantum yield of cracked erythrocyte remarkably declines and its spectral profiles are being distorted with the

consistency of the cracked erythrocyte increasing.

Key words : fluorescence spectrum ;L ED ;fluorophores ;erythrocyte
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引　言

利用光诱导产生的荧光光谱了解生物大分子的

结构或诊断生物组织病变已经盛行很多年了 ,在临

床上荧光显微镜和血细胞计数器等仪器已经成了检

查人的身体健康状况的基本工具。其中比较具有实

用价值的是利用激光诱导自体或离体的癌组织使其

产生荧光的方法诊断癌症[1～4 ] ,进而利用血卟啉衍

生物 ( HpD)的光敏效应进行治疗癌症的方法[5 ]。另

一方面 ,低功率激光照射的治疗效果也得到了该领

域许多专家的认可[6 ] ,因而在许多国家的临床上得

到广泛的应用研究。许多临床报道表明 ,该疗法不

仅对各种病因引起的久治不愈的伤口有很好辅助治

疗效果[7 ] ,而且通过激光在血管内照射可以对许多

疾病有很好的治疗效果或辅助治疗作用[8 ] ,所以 ,

至今仍为研究热点之一。但是 ,这些利用激光或其

它光进行治疗方法所对应的物理机理也一直是国内

外学者关注的热点问题 ,已从不同的方面进行了相

关的研究[9 ] ,至今为止 ,尚未得到公认的、较为完善

的理论体系。
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血液在生物体内可以说是无所不在 ,在与光有

关的各种诊断或治疗方法中 ,都不可避免地要涉及

到光与血细胞的相互作用问题 ,因而研究光诱导血

液中主要细胞产生荧光光谱及其特征谱线是十分必

要的。近年来 ,就有我国学者关于 He2Ne激光激发

血液产生的荧光光谱初步分析和研究的报道[10 ]。

根据荧光发射的特点 ,即当生物大分子吸收了

激发光光子后 ,转变为受激发的单态 ,进而当出现辐

射性的单态衰变为单态基态时 ,就将产生荧光[11 ]。

荧光光谱的特征波长一般比吸收波长要长些[12 ] ,因

而适当减小激发光的波长将可能得到更为丰富的荧

光光谱。考虑到激光波长在选择时具有一定的局限

性 ,而发光二极管 (light emitting diode ,L ED)性能在

功率和波长等主要方面都可以达到相当稳定的程

度 ,对应的频谱宽度也可以较窄 ,基本上能满足本文

中所涉及的实验要求。为此 ,通过对紫光辐照诱导

荧光光谱的分析和研究 ,着重对光与血细胞的相互

作用过程及其对应物理机理进行研究。考虑到血液

中的主要成分是红细胞 ,红细胞主要由血红蛋白组

成 ,所以 ,首先对全血的荧光光谱进行观察 ,进而对

红细胞和血红蛋白溶液的荧光光谱进行分析和比

较 ,从中判断血液荧光的产生机制。

另一方面 ,所使用的 L ED器件成本低、价格廉 ,

输出功率也可以达到 5mW以上 ,波长选择范围广 ,

便于今后推广使用。

1　实验材料与方法

1 . 1　实验装置

Fig. 1 　Schematicc diagram of the experi2
mental setup

　　获得血细

胞荧光光谱的

实验装置如图

1 所示。采用

天津港东公司

生产的 W GD2
8型多功能光

栅光谱仪 ,其

中的光电转换器件是日本的 Hamamatsu 公司生产

的 R928型光电倍增管 ( PM) ,其输出端与计算机相

联 ,所有信息经计算机处理后以图像的形式显示在

计算机的显示器上。仪器的波长扫描范围为 200nm

～850nm ,考虑到多次实验均未见波长小于 350nm

波段出现谱峰 ,因而所给出的光谱图中波长范围是

350nm～850nm。激发光源为峰值波长在 407nm

(Δλ1/ 2≈18nm) 、功率为 6mW的 L ED。因为光谱仪

的有关参数值不同 ,谱线高度差异较大 ;其中加在光

电倍增管上的高压值称为负高压 ,分 8个档次 ;后置

放大器的放大率称为增益 ,分 7 个档次。这两者中

的任何一个数值的增大 ,都会使谱线的幅度增高 ,尤

其以负高压的影响最大。因此 ,仪器的负高压和增

益对应的数值越大 ,所获得谱线图幅值越大 ,因而以

下光谱图中纵轴所给出只是相对光强。

1 . 2　血液样品的制备

实验所用的血液样品均来自实验用的健康的小

白鼠。经眼眶采血 ,加 5 %的肝素抗凝获得全血溶

液 ;根据所得到的全血溶液浓度 ,取出一部分再加入

适量的生理盐水 ,配制成 2 %的全血溶液备用 ;将余

下的部分加适量的生理盐水 ,经 1500r/ min、旋转半

径为 12cm的高速分离机 10min分离 ,去除上清液 ,

重复两次上述过程 ,获得红细胞 ,用生理盐水稀释至

浓度为 1 % ;再取出部分红细胞加适量的蒸馏水使

其裂解 ,制成 0. 5 %和 0. 125 %血红蛋白溶液备用。

1 . 3　获取荧光光谱的方法

用不发荧光的石英比色皿盛装被测样品 2mL ,

并将其置于荧光池内中心位置 (见图 1) ,L ED的前

端套有 1个箔金纸筒 ,以阻止由 L ED直接射入接收

的狭缝。所有样品的荧光光谱检测过程均在夏末的

室温下进行的 (28℃～30℃) ,扫描间隔为 0. 1nm ,每

1点的扫描次数为 456 次 ,每 1 次扫描全过程需要

1. 5min ,每一样品均进行 3次扫描测试 ,并且每 1次

测试前均进行摇动以保证血细胞溶液的均匀性 ,3

次测得的实验结果都基本稳定一致。

Fig. 2 　The scatter spectrum of L ED light

while there is no blood samples in

the QV

2　结　果

实 验 结

果如图 2～图

7 所示。图 2

给出的是在

没有任何血

细胞时 ,石英

比色皿中只

是生理盐水 ,

用 407nm的 L ED 照射时所得到的光谱 ,可看出除

了紫色 L ED自身谱线 ,并无其它谱峰 (实际扫描范

围为 200nm～850nm) ,这里选择的增益为 6 ,负高压

为 5。图 3～图 7 都是在光谱仪检测灵敏度为最大

时 ,即增益是 7、负高压为 8 的条件下进行检测的。

图 3和图 4分别是浓度为 2 %的全血和浓度为 1 %

的红细胞溶液在 L ED的 407nm光辐照激发下产生
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Fig. 3　Whole blood fluorescencce

spectra excited at about 407nm

under the concentration of 2 %

的荧光光谱。图

5是为了便于比

较将图 3 和图 4

中光谱曲线合在

一起而获得的。

值得注意的是 ,

全血荧光光谱与

红细胞的荧光光

谱特征几乎完全

相同 ,只是强度

　　

Fig. 4 　The erythrocyte fluorescence

spectra excited at the wave2
length of 407nm under the

concentration of 2 %

不同。它们的光

谱图中都存在 5

个峰值 :第 1个是

在 407nm处 ,显然

是激励光源所为 ,

其大小在一定程

度上可以表明血

细胞对激发光源

的吸收情况 ,显然

红细胞 溶 液 比

　　

Fig. 5　Compared the whole blood

fluorescence spectrum with the

erythrocyte’s

全血溶液吸收

率要高 ; 第 2

个峰是较为奇

特的宽谱峰 ,

谱峰 范 围 在

470nm～506nm

之间 ;第 3 个

是一个相对较

弱的荧光峰 ,峰值位于 560nm 处 ;第 4 个峰是最强

的谱峰 ,峰值位于 607nm处 ,是血细胞的主要荧光

谱线 ;最后的是一个较弱的但比较锐的谱峰 ,峰值在

694nm处。

Fig. 6 　The hemoglobin fluorescence

spectra excited by 407nm

L ED under the concentration

of 0. 5 %

浓度为 0. 5 %

和 0. 125 %的血红

蛋白溶液激发的

荧光光谱分别在

图 6 和图 7 中给

出。由图可见 ,浓

度为 0. 5 %的血红

蛋白溶液所发出

的荧光远低于浓

度为 0. 125 %血红

蛋白溶液产生的荧光 ;但血红蛋白溶液辐射的荧光光

谱特征与红细胞发出的荧光光谱有较大的差异。

Fig. 7 　The hemoglobin fluorescence

spectra excited by 407nm

L ED under the concentration

of 0. 125 %

3　讨　论

根据以上实

验所获得的光谱

图 ,可得到以下结

论。

(1)比较图 2

和图 4 可见 ,在图

4 中激励光通过

红细胞溶液后绝

大部分能量转换为荧光光能 ,其荧光量子转换效率

可达 90 %以上。可以认为红细胞在波长为 407nm

的激励光作用下 ,可使红细胞的主要荧光团较好地

吸收激励光能量 ,进而转换为荧光光子能量。(2)比

较图 3和图 4可知 ,当产生荧光物质为全血溶液时 ,

由于该溶液中存在较多的其它大分子 ,因而引起的

散射光较强 ,致使激励光对应的峰值较大。考虑到

在图 3和图 4两者的红细胞浓度不完全相同 ,其差

值约为 0. 2 %。根据以往的实验结果 ,当红细胞浓

度不同时 ,产生散射光的强度不同 ,因而引起了激励

光峰值强度这一差异。(3)图 5 中给出的两条光谱

线对应的红细胞浓度差约为 0. 2 % ,虽然对应谱线

的峰值强度有所差异 ,但谱线的相对结构具有可比

性 ,两者所对应的峰值位置几乎完全相同。也就是

说 ,红细胞溶液与全血溶液所获得的光谱图特征基

本一致 ,但其幅值有所差异 ,且全血溶液对应的幅值

要小。比较二者 ,认为这可能是全血溶液所含物质

较红细胞溶液复杂 ,其中有某种物质或少量破碎的

红细胞可能起到荧光猝灭剂的作用 ,因而影响了荧

光强度。(4)比较图 3～图 7易见 ,血红蛋白溶液在

L ED辐照激发下所发射的荧光光谱特征与红细胞

发出的荧光光谱明显不同 ,可以认为所涉及的 L ED

辐照诱导的血液荧光光谱主要是红细胞产生的。注

意到红细胞的主要成份是血红蛋白 ,但当红细胞加

蒸馏水裂解 (或称溶血)后 ,即出现这种荧光谱线强

度和位置的明显差异。众所周知 ,各种卟啉发射的

荧光光谱峰值随环境在 594nm～ 630nm 的范围

内[13 ]变化 ,红细胞上存在大量的血红素 ,其上的由

原卟啉组成的荧光团吸收了波长为 407nm 的光子

而受激跃迁至激发态 ,所以 ,图 5 中最强的 607nm

处的荧光峰是由原卟啉组成的荧光团所产生的 ,且

对应的相关能级为1 S1 ,0 →
1S0 ,0

[11 ]。根据共振能量

转移形成的条件[14 ] ,当红细胞发生溶血时 ,其中的

血红蛋白大分子之间将发生共振能量转移 ,引起自

734第 26卷　第 6期 高淑梅　407nm辐照激发血细胞荧光光谱分析 　



吸收 ,从而使荧光光谱强度降低 ,荧光光谱的特征也

会随着溶血程度的加剧而发生变化。从而可以解释

红细胞与血红蛋白产生荧光谱线的强度和峰值位置

都明显不同的特点。这一实验结果可能会对某些有

溶血的病理检查提供一定的指导作用。(5)进而根

据 Niemz 等人所给的 HpD 的能级图分析 [11 ] ,

564nm和 694nm 处的荧光峰可能是由其中的1S1 ,1

→1S0 ,0和
1 S1 ,0 →

1S0 ,2产生的。但这两种跃迁的几率

很小 ,或者对应的激发态能级寿命较短。同时 ,因环

境等因素的影响 ,其能级也将存在一定的扰动和分

裂 ,实验结果也证实了这一结论。(6)比较图 6和图

7还可以看出 ,血红蛋白的荧光量子产额随浓度发

生明显变化 ,而且浓度越高 ,量子产额越低。这也是

因为当红细胞发生溶血时 ,将产生共振能量转移 ,引

起自吸收 ,从而使荧光光谱强度降低。 ( 7) 至于

470nm～506nm宽谱峰 ,经过分析 ,可能是红细胞膜

上的多种荧光团共同的作用 ,这些荧光团在此范围

内有相近的激发单态和跃迁到被进一步分裂的振动

态几率 ,从而形成较宽的谱峰。具体由哪些荧光团

参与发光 ,还有待于进一步研究。

通过研究紫色 L ED光诱导血细胞荧光光谱的

研究 ,将对进一步解释低强度激光照射疗法的治疗

机理有一定的参考意义。考虑到生命组织的复杂

性 ,影响因素也是多方面的 ,对应的理论体系尚待进

一步研究。
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3　讨论和结论

在一定的激光强度范围内 ,激光对红外系统输

出信号的有效干扰主要表现为对红外系统输出信号

饱和、瞬时致盲和恢复过程的时间。在一定的激光

强度/辐照时间下 ,激光的辐照强度/辐照时间与致

盲和恢复过程的时间成正比 ;但当激光强度/辐照时

间增加到一定时 ,输出信号致盲和恢复过程的时间

变化不明显 ,并逐渐趋于稳定 ,其原因主要是由信号

处理电路 RC时间常数引起的 ;当激光强度/辐照时

间再继续增加时 ,激光加热滤光片使探测器环境温

度增高 ,导致系统输出信号致盲和恢复过程的时间

明显缩短、灵敏度下降。

研究表明 :激光对红外系统输出信号的失效时

间不但与滤光片/探测器吸收入射光能量产生的热

效应有关 ,而且还主要取决于信号处理电路 RC时

间常数的影响。根据红外系统输出信号电路的原理

分析 ,利用脉冲响应公式解释了激光辐照红外系统

输出信号饱和、消失 ,然后缓慢恢复信号的现象。
RC时间常数越大 ,饱和恢复时间越长。实验验证

了这种结论 ,说明这种解释有一定的合理性。也就

是说 ,激光对红外系统输出信号致盲和恢复过程的

时间是信号处理系统电路本身特性固有的。对于激

光短时间/低强度辐照来说 ,信号处理电路 RC时间

常数对输出信号的影响比激光引起的热效应要严重

得多。显然 ,它有助于激光 (或脉冲激光)对红外系

统输出信号的有效干扰 ,并最终导致红外系统功能

失效。研究结果对深入开展激光辐照红外系统的失

效机理研究具有一定的参考价值。
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