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提要:采用调 Q 重复频率 Nd:YAG 激光器，研究 了牛高铁血红蛋白 、 珠蛋白

(脱辅基血红蛋白)、色氨酸和酷氨酸等生物分子在激光双光子作用下诱导的荧光特

性和非线性效应。证明产生双光子吸收的生色团主要是样品中的色氨酸。色氨酸和

酷氨酸荧光强度的明显差别，是因为它们的双光子吸收截面不同所致，这将为选择性

激发指出一种新的途径。
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Abstract: Using a Q-switched Nd:YAG laser th白 two photon induced fluorescence on 

borine high sidero-hemoglobin, globulin, t ryptophane and tyrosine and their no丑linear effects 
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have been studied. The two-photon absorption 'chromophore in borine high sidero-hemoglobin, 
borine serumalbumin and globulin are mainly due to the presence of tryptophane. The obvious 

difference betwωn fiuorescence intensities of tryptophane a丑d tyrosine a.re caused by theÎ.r 

à. ifferent cross sootions. It may be a new approach for selectiγe excitation. 

-、序

1979 年苏联光谱研究所 P. G. Kryukov 

和苏联分子生物研究所 E. 1. Budowsky 等

人合作白，在研究水溶液中核酸络合物的多

光子光化反应时，观察到 266 毫微米和 530

毫微米两个光子同时被吸收的现象，并给出

了双光子吸收的特征曲线，但在试图得到

530 毫微米的两个光子吸收时，却没有观察

到。在 1982 年第 12 届国际量子电子学会议

上苏联光谱研究所 v. S . L的okhov 和意大

利人 A. Andreoni 分别报告了生物分子等

的紫外双光子吸收和抗癌药物 HPD 中的双

光子吸收，后者还指出这可能是激光诊、治癌

症的新机理。

我们在研究蛋白质衍生物分子的光解实

验中∞发现，单纯用 530 毫微米的激光照射

样品时，其荧光发射谱峰值处在 340 毫微米

附近3 谱带的宽度接近 40 毫微米。我们确认，

它的激发波长不可能是 530 毫微米的激光，

因为原则上荧光波长不可能比激发荧光的

披长短。为了弄清这个问题，我们采用调

QNd:YAG 激光器的二次谐波。=532 毫微

米〉对牛高铁血红蛋白、珠蛋白、牛血清白蛋

、 白、色氨酸和酷氨酸的双光子吸收的非线性

效应和双光子诱导荧光特性进行了详细研

究。 通过对荧光强度、荧光发射谱和双光子

非线性特征曲线的分析、比较y 确认双光子吸

收是存在的，而且判明了吸收双光子的生色

团。 实验还发现，这两种残基的单光子和双

光子荧光强度迥然相反p 暗示着它们的单光

子和双光子吸收截面是很不相同的，而和理

论分析结果一致。
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二、实验装置

实验装置如图 1 所示。

NY, M2 NY, JqJP 
M, 

LiNbOl 

图 1 研究蛋白质分子双光子

非线性特征的实验装置

整个装置分为两个部分:激光光源和

荧光检测。激光光源包括振荡器和放大

器，工作物质都是 Nd:YAG。 调 Q 采用双

45 o LiNbOa 晶体电光调 Q 方式。 M1 为全反

射镜， M2 的反射率为 50% 。输出的1.06 微

米激光经衰减滤光片 F1 后，通过 KDP 晶

体倍频，得到 532 毫微米的绿光。 F2滤光片

滤去 1. 06 微米的余光。经双色滤光片 Ma

和透镜 11 (焦距为 1200 毫 米)，将 532 毫

微米的激光聚焦到样品盒 S 上。分束板 BS

分出的 532 毫微米激光进入快响应光电二极

管 PD， 再将电信号送入示波器，用来监视激

光能量。样品被感应的荧光经过滤光片组

Fa，再通过光学聚焦系统 12 成象到光电倍增

管 PM 的阴极面上，信号由示波器显示。

滤光片组 Fa 由若干紫外滤光片组成，

用来抑制 532 毫微米的散射光。滤光片组 F3

还含有干涉滤光片，干涉洁、光片共使用八片，

其中心波长分别为: 310、 316、 329、 341、 349、

358、 369、 383 毫微米用来测量荧光谱。这里

没有采用单色仪，因为损耗太大。

进入样品盒的 532 毫微米激光脉冲，能

量为 0.2 毫焦耳，脉宽为 12 毫微秒，偏振度



为 98笋，激光线宽为 0.16λ 聚焦样品盒上
的光斑直径为 3 毫米。

光电倍增管采用 56 AVP，工作电压(负

高压)2400 伏，最高灵敏度能探测到 5 个光

子，时间响应为1. 9士 0.2 毫微秒2 光电倍增

管对波长的响应己做了标定。用示波器显

刁亏。

三、实验结果

实验用的样品有:牛高铁血红蛋白 (lx

10-5 M)、珠蛋白〈脱辅基血红蛋白，从牛血红

蛋白制取(2 x10-G M))、牛血清白蛋白 (1 x 
10-GM)、色氨酸 (6 x 10-会 M)和酷氨酸 (6x
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放长 (毫微米〉

10-4 M) 。

以上样品均为双蒸去离子水溶液，

pH6.8
J 

O.lM KH2PÛcNaûH 缓冲液，实

验时样品的环境温度为 27 "，28吧。

实验结果如下:

1.测得 532 毫微米激光的双光子激发

的荧光发射谱。

实验数据多次重复，并考虑了滤光片组

Fa 各紫外滤光片及干涉滤光片的透射率曲

线进行归一化处理，得到牛高铁血红蛋白、

珠蛋白、牛血清白蛋白和色氨酸的双光子吸

收产生的荧光光谱，见图 2。

在本实验条件下，没有探测到酷氨酸的

双光子吸收激发的荧光。这一点和理论分析
J}' 
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图 2 激光双光子诱导的荧光发射谱

(α) 色氨酸; (b) 牛高铁血红蛋白 ; (c) 珠蛋 白 ; (à) 牛血泊白蛋白 h 
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结果[9J一致，理论分析表明，色氨酸双光子跃

迁是容许的，而酷氨酸是禁戒的。

2 . 测量了牛高铁血红蛋白、珠蛋白、牛

血清白蛋白和色氨酸的双光于吸收产生的荧

光强度 Le 随 532 毫微米波长激光强度 IL
的变化关系，如图 3 所示。从图 3 可知 I， 随

巧的变化呈很好的线性关系(对数坐标L 斜

率均为 2) 即 IFoc巧，这正是双光子吸收的

非线性特征的明显表示。

四、讨论

1.关于 1又尤子吸收的非线性特征

Ir 

1. 

0 .4 

I 根据近共振双光子|吸收跃迁几率的理

论∞有

ÅifOC( 川、J [ω扩一ω1一ω!)- v
l X (K 1+ K!) )J 2十 (Vif/2)2f

lzRK- el - R川2
正 (ωKi一ωl-K1V)

R ,,,- e~ -R盯 -e1 I 
(凶 :~K3~\ I -I山ωKi一ω-K2V) I 

其中，光子 ÎUlll 和元的的波矢分别为 K1
和 K2) 偏振矢量分别为肉和 e2) 光束强度

分别为 I1 和 I2。均为 E. 到 E， 单光子跃

迁时的均匀线宽。 V 为运动分子 的 速度矢

量。 A仔为双光子跃迁几率。
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图 3 激光双光子诱导荧光强度同泵浦光(532 毫微米〉强度的关系

(a) 色氨酸 (b) 牛离铁血红蛋白 (c) 珠蛋白 ; (d) 牛血清白蛋白
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在我们的实验条件下，即单一激光束的

情况下有z

A.t oc 1 2 

由此可知，双光子吸收产生的荧光强度 11'

和激发光(532 毫微米)强度 1L 的关系是

1F=β 1~ 

取对数坐标，则有z

log 1 F =2 1og 1L+O 但是常数)

因此，在用对数坐标表示的 1F- 1L 关系曲

线上，应是斜率为 2 的一条直线。图 8 很好

地符合这一非线性双光子吸放的特征。这就
证明了双光子吸收是存在的，这和原来预想

的结果[2l 完全一致。

2. .n_尤子荧尤的表;或特性

根据已有的文献报导，我们在下面表 1

中给出几种样品的荧光寿命 τF 和单光子荧

光的量子产额 Qi4l。

表 1

才丰 品 溶剂 pH QF τF(毫微秒)(温度)

i」民d 氨 酸 H20 7 0 .19 2.6(230 0) 

西各 主主 酸 H20 7 0.21 2.6(230 0) 

高铁血红蛋白 E主20 7 3 .5((23
。

50。。)) 2 .4 

l''lê 蛋 白 HoO 7 4.3 (30 0) 

从表 1 可以看出它们的荧光寿命 τF 很

短，约 2 ，...， 5 毫微秒。我们的测量比这个值大，

其偏差主要来自我们实验中的激光脉宽较

宽3 从而无法分辨和测量它们的荧光寿命。

因此示波器上显示出来的双光子荧光时间衰

减特性，是受到脉冲波形的影响的。

3. 选择性激发的新途径

选择性激发已被用于生物分子的选择性

分离和选择性探测生物分子等重大课题，其

意义十分重要。 本实验结果预示着选择性激

发新的可能途径，即通过双光子吸收截面和

单光子吸收截面不同来实现。为了说明这个

问题，我们在下面表 2 中给出芳香族氨基酸

残基的含量m。

表 2

| 氨基酸成分(亟亟百分比)
样 品 | 分子fû: 1

! 苯丙氨酸 | 酷氨酸|色氨酸

牛血洁白蛋白 I 67000 I 6.2 I 5.剑 I 0.58 

已知色氨酸和醋氨酸的分子结构以及它

们的吸收峰波长和严迁性质，如图 4 和表 3。

一般来说，①牛高铁血红蛋白和血清白

蛋白分子中都含有酷氨酸残基和色氨酸残

〈工产g-E∞OH

H 

色氨酸 (Trp)

/'\\/'tTI'" /"'!L:T r'lÎ\f"\-rr 

E户
J-ULA2一」7U

叫

自各氨酸。yr)

图 4 色氨酸和自各氨酸分子的化学结构

表 3

生色基因 | 所属残基 | 骂骂骂菜f l 跃 迁
盼基 I Tyr OH 

盼基 I 1'yr 0 -

051 垛 Trp 

193 C古-→如 何*

222π -). fjV祷

270 而→泸

235 悍'争。古*

287 何→泸

195 ~~如 匀*

220 $ • f 

280 西→f

286π→f 

基;②从含量百分比看，酣氨酸比色氨酸含

量高; ③ 从吸收峰波长看，酷氨酸比色氨酸

更接近 266 毫微米p 例如表 2 和表 3。事实上，

当用波长 266 毫微米的单光子激发它们时，

前者比后者荧光量子产额稍高(见表 1)，同

时，在实验中所用样品的浓度下，它们不同的

克分子消光系数对荧光强度的贡献是同数量

级的。我们用荧光光谱仪 HITAOHA 650-6C 
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图 5 单光子(266 毫微米〉的荧光
激发谱(..1)和荧光发射谱 (B)

(a) 色氨酸; (b) 酶氨酸; (c) 牛高铁血红蛋白
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~1~得了色氨酸、酷氨酸、牛高铁血红蛋白的单

光子吸收荧光光谱和荧光激发谱，如图 5 所

示。图 5 表明:①它们的荧光峰值强度相

近，酷氨酸的峰值强度不小于色氨酸的峰值

强度:②用 266 毫微米波长的单光子激发的

荧光谱，对醋氨酸而言，峰值在 305 毫微米，

对色氨酸而言，峰值在 340 毫微米;③血红

蛋白的荧光峰在 325 毫微米附近，反映出色

氨酸和酷氨酸的联合贡献。

但是，当我们用 532 毫微米的激光激发

样品时，产生了双光子吸收。如果样品的双光

子吸收截面和它们的单光子吸收截面相近或

相同，剌不言而喻，我们会得到同样的荧光强

度。但是，我们的实验出现了非常有趣的现

象:①牛高铁血红蛋白、珠蛋白和牛血清白

蛋白的荧光峰值所处波长是 340 毫微米，显

示出色氨酸的荧光特性;②在我们的实验条

件下，探测不出酶氨酸的双光子激发的荧光。

一种可能的解释是，它们的单光子和双光子

吸收截面相差很大，从而预示着选择激发的

一种新的可能途径。
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