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不同波长的 Ar+ 激光诱导红细胞荧光光谱特性分析

高淑梅
1
, 兰秀风

2
,刘 莹

2
, 沈中华

2
,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)

摘要: 根据对可见波段、不同波长的 Ar+ 激光激发同一浓度红细胞溶液产生荧光光谱的研究,发现从 600nm 到

860nm 较大的范围内红细胞均存在较为丰富的荧光光谱谱峰, 且在波长为 620nm 附近的谱峰随激发光波长的变化

而变化。通过理论分析得到,激光诱导的红细胞荧光光谱主要是红细胞膜上的细胞色素基团、双磷脂分子等以及

红细胞中的血红蛋白大分子中的血红素基团等构成的多种荧光团作用的结果,且在 620nm 附近的谱峰不仅含有荧

光光谱成分,还有喇曼散射的光谱成分。研究结果可对低功率激光诱导生物组织荧光光谱技术在医疗中的应用有

参考意义。
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Analysis of Ar+ laser induced erythrocyte fluorescence

spectra with various wavelengths
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Abstract: Based on the investigation of Ar+ laser induced erythrocyte fluorescence spectra with various visible wavelengths

under certain concentration of erythrocyte, it is found that there are plentiful peaks in the fluorescence spectra from 600nm to

860nm, and the peaks near 620nm change with the variation of exciting light wavelength. The results indicate that laser induced

erythrocyte fluorescence spectra are mainly due to numerous fluorophores from part thereof cytochrome, and pair phosphatide on the

erythrocyte membrane and the part thereof haem from the hemoglobin. In addition, there are not only laser excited erythrocyte

fluorescence peaks but also the Raman scattered light by the erythrocyte in the near 620nm. The investigation may be useful for low

lever laser induced tissue fluorescence spectra applied in medical treatment.
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引 言

早在 70年代初期, 激光诱导荧光光谱诊断技术

就已经引起了人们的广泛关注, 特别是近年来兴起

的根据激光诱导正常的和病变的生物组织荧光光谱

来诊断肿瘤技术的研究和应用[ 1]已成为该领域的研

究热点之一,即正常组织或病变组织的特征荧光光

谱是临床诊断的重要依据。尽管有关这方面的研究

报道比较多,但是所得到的结果或是结论还存在较

大的差异,尚未有明确的规律可循,更未形成理论体

系。究其原因,一是生物组织本身是很复杂的, 影响

因素也比较多,另一方面血液的荧光光谱在其中的

作用也不可忽视, 许多疾病都可能导致血细胞性质

的变化,从而引起其荧光光谱特性的变化。因此,有

必要对低功率光激发的健康血液荧光光谱特性进行

较为全面和深入的研究。

在进行相关研究工作时发现, 低功率光照射血

液时可产生较强的荧光[ 2] ,进而又对用低功率光诱

导的全血
[ 3]
、红细胞和血红蛋白的荧光光谱

[ 4]
进行

了研究。已发现中心波长相近的不同光源所激发的

血液荧光光谱也存在较大的不同[ 5]。作者进一步对

不同波长的低功率氩离子激光激发的红细胞荧光光

谱特性进行了实验研究, 并提出 Ar+ 激光激发的红

细胞荧光光谱在 650nm后的谱峰主要是红细胞膜上
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的诸多荧光团的贡献, 进而对激光激励红细胞产生

荧光的机理进行了理论研究。

1 实验材料与方法

1. 1 实验装置

实验装置如图 1所示。图中光电转换器件是日

本Hamamatsu公司生产的R955型光电倍增管( PM)。

该光谱仪波长扫描范围为 160nm~ 900nm。为突出

重点, 仅给出了对显示荧光光谱有效部分波段的光

谱图。激光光源是 Spectra Physics Lasers Inc.生产的

2060 5S型 Ar+ 激光器,其可输出从 457. 9nm到 528.

7nm多种波长的单色光,本文中给出的是 457. 9nm,

476. 5nm, 488. 0nm, 501. 7nm 和514. 5nm 5种波长的

激光激发红细胞产生荧光光谱。为了增加试样的受

照射面积, 激光光束又被扩束和准直,如图 1所示。

文中选用的激光输出功率为 420mW, 而实际照射到

样品表面的激光功率为 18mW, 作用在红细胞溶液

样品上的激光照射光斑面积约为 0. 7cm2, 因而照射

在样品处的激光功率密度为 25. 7 mW/ cm
2
。

Fig. 1 Experimental setup

1. 2 试样制备

血液样品取自一只健康的、雌性小白鼠。经眼

眶采血,体积分数为 5%的肝素抗凝。进而用TGL

16C型高速离心机常规分离血细胞, 获得红细胞。

再加入适量生理盐水,配制成体积分数为 3% 的红

细胞溶液备用。每次检测时取新样品 2. 5mL。所有

检测均在 24 的室温下进行, 扫描间隔为 0. 2nm。

每次检测前摇匀,并重复测量 3次以上。

2 结 果

当实际照射于样品表面的功率密度为 25. 7

mW/ cm2, 波长 为 457. 9nm, 476. 5nm, 488. 0nm,

501. 7nm和 514. 5nm 的激光分别激发体积分数为

3%的红细胞溶液所获得的荧光光谱, 如图 2a~ 图

2e所示。图中为了更清楚地看到每个谱峰变化情

况,其中的谱线已经过平滑处理。

由图 2可见,荧光光谱在波长为 666 nm以后的

谱峰位置基本不随激发光波长的改变而改变,而不

同波长的激光激发的荧光光谱的各谱峰强度有所不

同。根据荧光发射理论[ 6] ,荧光光谱的谱峰分布是

不随激发光波长变化的,所以这些谱峰均应是荧光。

Fig. 2 Laser induced erythrocyte fluoresce spectra w ith various wavelengths
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而图 2中位于 600nm~ 650nm 波段内的谱峰变

化相对比较复杂,当激发光波长为 457. 9nm时,在该

处所获得荧光为比较明显的单峰结构, 随着激发光

波长的红移, 该处的谱峰也在逐渐加宽, 到514. 5nm

时,该谱峰已经成了双峰结构了。经过仔细观察和

分析,作者认为该谱峰可能是由两个谱峰组成的, 荧

光光谱谱峰分布不随激发光波长变化, 但有些谱峰

的强度与激发光波长一定有关系,其中 616 nm附近

的谱峰对激发光波长不太敏感,而 631 nm 附近的谱

峰强度随激发光波长的红移而增大。另一方面, 激

发光的散射谱带加宽也对该谱峰的位置产生一定的

影响。

3 理论分析

3. 1 红细胞上的多种荧光团的贡献形成了荧光光

谱丰富的谱峰

根据分子荧光发射理论, 不同波长的光波激发

荧光发射团(简称荧光团)时, 可将荧光团激发到它

的几个不同的电子激发态, 但是由生物大分子构成

的荧光团含有众多原子或分子等,具有很高的内转

换和振动弛豫, 不管起初激发到了哪个电子态,或其

中的哪个振动态及转动态, 它们总要通过内转换释

放多余能量,迅速地弛豫到第一激发态的基振动态,

荧光发射都是从第一电子激发态的基振动态向基电

子态各振动能级上的跃迁,如图3所示,图中虚线表

示较高的振动态。生物大分子具有很复杂的能级结

构,能级的数目随分子中原子数目的增加变得非常

多,使得其基态包含大量的振动能级。然而, 根据能

级跃迁理论,处于激发态的电子向各振动能级跃迁

的概率也是不同的,所以形成的不是一条均匀的宽

谱带。但是,无论哪一种荧光团,其基态的宽度都是

有限的。所以图 2中的荧光谱峰并非是同一个荧光

团所为,而是多个荧光团共同作用的结果。

Fig. 3 The mechanism of a fluorophore emitt ing fluorescence

红细胞分子的组成和结构都非常复杂, 仅其中

细胞膜上的色素基团、双极性的磷脂[ 7]等生物大分

子就可形成众多荧光团, 所以 690nm~ 850nm 之间

的众多荧光峰主要是由红细胞膜上的各种较弱的荧

光团贡献的, 这些较弱的荧光团只有在激光的作用

下才能被激发产生荧光, 在普通的准单色光激发的

血液荧光光谱中未见到这部分荧光峰[ 2~ 4]。这一点

也许可以进一步说明医学上为什么激光可以治病而

普通光不能或疗效不明显的原因。

红细胞内的血红蛋白中含有大量的卟啉环,它

们可形成卟啉类荧光团, 这些荧光团都可以直接在

激光的作用下产生荧光。已经知道, 卟啉类荧光团

的荧光发射范围是 610nm~ 690nm,主要发射峰是在

630nm附近, 其次是 690nm,但随环境的变化谱峰其

发射范围也有所变化[ 8]。所以在 616nm和 695nm附

近的谱峰主要是卟啉类的荧光团的贡献, 至于

666nm这个较强的谱峰, 它不仅有卟啉类荧光团发

射的荧光的贡献, 可能其它荧光团在此处也刚好存

在发射峰。

3. 2 荧光光谱的强度与激发光波长有关

荧光强度 F 取决于激发态的初始分布 I a与荧

光量子产率 F 的乘积。这里的 F 指的是向各个方

向上发射的荧光强度的总和,实际上,光谱仪收集的

只是其中的一小部分, 因此,仪器测到的荧光强度为

F= I a FZ
[ 9] , Z 是仪器因子。

根据 Beer Lambert定律[ 9] :

I a = I 0 - I t = I0{1 - exp[- 2. 3 (  a) Cl ] } (1)

式中, I0 为入射光强度; I t为透过样品后的光强度;

(  a)为样品在激发波长  a处的消光系数; C 为样

品分子的浓度; l 为光程。

因而荧光强度 F 为:

F = I a FZ = I 0{1- exp[- 2. 3 (  a) Cl ] } FZ(2)

式中, (  a)与荧光团的能级跃迁几率 wmk成正比。

作者所用的Ar+ 激光可看作是一束沿 z 轴传播

的平面偏振光(沿 x 方向振动) ,其电场可表示为:

Ex = E0cos( 2!z /  - ∀t ) (3)

则当激光照射到红细胞溶液时, 红细胞中荧光团上

的电子在此电场中的势能可写为:

H = exEx (4)

根据量子力学的微扰理论, 在理想化的情况下, 荧光

团在单位时间由 # k 态到 #m 态跃迁概率可写

为
[ 10]

: w km = K | x mk |
2
I ( ∀mk) (5)

式中, I ( ∀mk ) 为频率为 ∀mk的激光的能量密度;

| xmk|是一个与荧光团所处的量子状态有关的量; K

为一常系数。

因此可得荧光强度:

(下转第 318页)
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的不透明缺陷,如图 6b所示( PMMA 溶于亲水性溶

剂DMF) , 主要是由于溶剂的吸水性造成的[ 5]。可

在旋涂容器上方通干燥氮气或采用亲水性弱的溶剂

制备镀膜溶液来避免这种缺陷的产生。( 3)慧尾状

缺陷:如果在旋涂的过程中,不慎在基片上沾染了灰

尘颗粒,就会造成如图6c所示的慧尾状缺陷。慧尾

部分背向旋膜仪的转轴中心, 灰尘的存在挡住了其

后的空间, 而导致图中慧尾部分的薄膜厚度明显低

于其它部分。因此, 旋涂过程应尽量在超净间完成,

防止灰尘污染基片。

通过避免以上所说的各种可能造成缺陷原因,

可以制备出高质量的 PS 薄膜。图 6d为笔者采用高

沸点低吸水性溶剂环己酮制作的无缺陷优质 PS 薄

膜显微图。

3 结 论

基于以上的讨论,可以初步总结出制备用于光

波导的优质聚合物薄膜的几点关键要素: ( 1)可以通

过调节旋膜溶液浓度和旋膜转速来得到所需要的薄

膜的厚度; 具体参数的选择可参考从实验中总结出

来的经验公式; ( 2)尽量使用高沸点溶剂, 可以使薄

膜表面平整度好, 也不会产生桔皮状缺陷; 如果一

定要使用挥发性溶剂,应采取一定措施避免溶剂挥

发过快; ( 3)尽量使用亲水性弱的溶剂, 避免溶剂在

旋涂的过程中吸水导致云雾状缺陷的产生。

使用高沸点低吸水性溶剂环己酮, 在硅片上制

得了用于光波导的高性能 PS 薄膜。该薄膜厚度

4∃m~ 5∃m, 无上述的各种缺陷, 表面粗糙度控制在

6nm~ 7nm左右,波长 1553nm 下折射率为 1. 545, 损

耗可望在 1dB/ cm 以下, 可应用于平面光波导器件

的制作。
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F = I0{1 - exp[- 2. 3 (  a) Cl ] } FZ =

K I 0{1- exp[- 2. 3 (  a) Cl ] } FZ | xmk |
2
I ( ∀mk)

(6)

由 ( 6) 式可以看出, 不同波长的 Ar+ 激光激发红细

胞产生荧光光谱的谱峰强度不仅与激发光的能量密

度 I ( ∀mk)有关,而且与激发光波长有关。这种荧光

强度与激发光波长的关系可能对医学上用于诊断和

治疗的激光光源的选择上有一定的参考作用。荧光

峰的强弱或位置的变化可在一定程度上反应出生物

组织内部结构的变化, 但是对应的生物效应是如何

变化尚有待进一步研究。

4 结 论

由理论分析得到,红细胞上的多种荧光团的贡

献形成了荧光光谱丰富的谱峰, 且荧光光谱的强度

与激发光波长有关。该结果对低功率激光诱导生物

组织荧光光谱技术在医疗中的应用有参考意义。
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