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图是充氢伽泡光电流信号强度的径向分布

我们测量了光电流信号强度随激光入射到泡的

径向位置变化而有特别的径向分布。发现气体样品

泡(氛)与蒸气样品泡(铀)光电流信号强度的径向分

布是截然不同的。氛泡的光电流信号在泡中央处有
一峰值2 并沿泡的径向距离增大而下降，在泡壁处变

得很弱。实验结果如图 2 申曲线(的所示。敏日泡光电

流信号的径向分布则具有 U 字形的特殊分布，即光

电流信号在泡中央为最小值P 随径向距离增犬而上

升，在泡壁附近达最大值，然后迅速下降，对纯蜘泡

和充氢铀泡的实验结果分别如图 3 及图 4 中曲线

〈的所示。

纯铀泡光电流信号的径向分布有不同子充氢蜘

泡的特点，后者在泡中心处信号强度下降得更低，.变

化也陡峭得多。对于蒸汽样品放电泡光电流信号径

向分布的进一步研究p 可能提供一种测量放电泡申

激发态原子密度的方法。
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双光子诱导蛋白质分子荧光的研究
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Study of two-photon absorption induced fluorescence from protein 

X u Yingwt勺 Zhang Jinru, Deng Yumei, Jiαng Shoupi饵， Li.αn Shαohui， H ui Linkω 

(Anhui Institute of Optics and Fine Mechanics, Academia. Sinica, H efei) 

Abstract: Àt r，∞m temperature, the UV fiuorescence due to the induced two-photon 

absorption froID trypsin, thyrog-lobulin, hemoglobin and a lbumin have been observed when 

they are excited with the radiation of se∞nd harmonic of Q-switched Nd: YÀG laser. 

引
~ 

= 

从光谱的角度看p 双光子研究可以获得关子单

光子禁戒态的特性p 而这些禁戒态在生物上可能具

有重要作用。如β-胡罗卡素的最低禁戒激发态何d
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起着能量施主的作用阳。此外双光子方法还可以用

来研究生物分子内部或分子之间的能量转移过程，

获得关于分子的相五作用的有关信息。从生物医学

应用的角度看，由于多光子手段可以实现选择'作

·中国科学院上海生物化学研究所.



可有闭，就为医学提供了一条可能的选择损伤或切割

特定病变部位的途径。

苏联对核糖核酸进行了两步激发研究[313 所用

光源主要是锁模 Nd:YAG 激光。 Berns 等在用染

料调谐激光器研究作用光谱时[41，提出组蛋白中可

能的双光子效应，但没有作进一步的证实。 Birge 等

用 N， 分子泵浦染料激光tEL 比较系统地研究过视觉

、染色体的双光子过程。其中有些实验是在低温下进

行的，主要测量的是双光子激发谱或吸收谱，并假设

双光子诱导的荧光辐射谱与单光子荧光谱相同。

我?附究了在生命过程中起着重要作用的一类

分子一一蛋白质分子的双光子荧光辐射谱，获得了

‘一些有益的结果。

实验

图 1是实验装置示意图。所用光源是调 Q 的

Nd:YAG 激光p 基频1. 06μm 输出为垂直线偏振

光p 脉宽约 10ns。经 KDP倍频后的绿光(532nm)

从上至下聚焦到样品池内p 焦斑直径约 。.8mm。信

号经侧向接收由 OSA (光学光谱分析仪〉显示并处

理。由于信号较弱p 必须多次累加 。利用 OSA 的记

忆与运算功能，扣除了背景噪声，获得了无背景的属

.子样品曲信号。 用柔光谱灯进行标定，并用标准自

炽灯进行了光谱校正。

图 1 测量多光子荧光实验装置示意图

S一狭缝 L一透镜 F一滤光片

样品是上海生物化学研究所的产品3 所用溶剂

.是由去离子水加磷酸盐配制j而成F 其浓度为 0.01

M, pH 值为 7 (接近生理条件)。 配制的样品浓度

为:膜蛋白酶和自蛋白-lx10-5 M. 甲状腺球蛋白

-0.5 x 10-5 M，血红蛋白-4 x 10-6M，色氨酸和酷

氨酸-Q x 10-4 MG 实验在室温(2700)下进行。

结果与分析

用 Nd:YAGf音频 532ram 光(能量4 . 4mJ) 照

射上述样品。 观察到膜蛋白酶、 甲状腺球蛋白、血红

蛋白、白蛋白以及色氨酸的紫外荧光辐射。 图 2 绘

出了它们的荧光包络。酷氨酸在该波段无荧光信号
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图 2 在 632nm 激发下的双光子荧光谱

1一色氨酸 2一白蛋白1; 3一甲状腺球蛋白3
4-ID足蛋白酶 5一血红蛋白
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图 3 路氨酸的双光子荧光谱，激发波长 532nm
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图是在 266nm 激发下的单光子荧光谱

1一色氨酸 2一白蛋白 3一股蛋白酶;
4-甲状腺球蛋白

〈对浓度为 4 x 10-5 和 2 x 10-5 M 的血红蛋白也未

观察到信号〉。路氨酸的弱辐射见图 3，但其它样品

则无该波段的荧光

为进一步分析起见， 利用 Nd :YAG 的四倍频

266nm 的紫光激发以上样品〈其功率密度明显小子

532nm 激发下的功率密度λ 得到的单光子荧光辐

射谱如图 4 所示。

从图 2 可见p 蛋白质和色氨酸的双光子荧光峰

值位置基本在 380~385nm 之间p 带宽约 20nm。 色

氨酸的荧光轮廓与甲状腺球穿白、白蛋白的类似，而

且酶氨酸在该波段无荧光信号。研究也表明叫蛋

.443. 



自质的紫外荧光均来自其中的氨基酸在基p 而色氨

酸在所有蛋白质的氨基酸中具有最强的紫外荧光p

其峰值也处于最红边(酶氨酸的次之)。由此我们认

为四种蛋白质的双光子荧光来自其中的色氨酸残

基。 血红蛋白中含有血红素辅基p 它能够吸收 532

nm 的光子，但其它蛋白质则无此辅基p 这表明血红

蛋白的荧光不是由子血红素辅基吸收光能传递到色

氨酸而引起的辐射。

比较图 2 和图岳，我们看到，双光子荧光相对单

光子荧光红移约 20nm。这种红移现象，部分是由

于激光电场使能级发生变化而引起的。

实验上用脉冲光源、 (266nm)激发色氨酸的荧光

蜂值位于 362nm，比用 Xe 灯光源、 (265nm)激发的

荧光峰(355nm)红移约 7nm。前者的激发光电场

比后者大得多。这一事实支持了激光电场是产生双

光子荧光相对单光子荧光红移的原因之一。至于产

生红移的其它机制p 还有待作进一步研究。

在与激发酶氨酸相同条件下p 没有观察到蛋白

质中酷氨酸残基的荧光辐射。我们认为这可能与酶

氨酸残基吸收光能并向色氨酸转移能量有关。结构

份析表明【旬，二者在蛋白质中相隔约1.5nm。 酷氨

酸的紫外荧光谱也与色氨酸的吸收谱重叠，只要两

者偶极矩取向合适，按照 Föster 能量转移模型，能

量从自各氨酸向色氨酸的转移是完全可能的。

浓度对荧光也有影响。当血红蛋白的浓度为

2~4 x l0-5 M 时，没有探测到双光子激发的荧光信

号。此时分子间距大于 34.0nm，、 分子之间发生共

振能量转移是不大可能的(这一情况通常发生在浓

度大于 10-3M 时〉。

对包氨酸，当浓度为 6xl0-4 M 时3 观察到了它

吸收双光子而诱导的荧光，但对浓度为 6xl0-3M

的色氨酸则无此荧光信号。在后者情况下，分子间

距约 6.0nm，故激发的色氨酸向未激发的色氨酸发

生共振能量转移是很容易产生的。这种通过碰撞而

产生的能量转移淳灭或减弱了荧光信号，结果实验

上就难以探测。

为了对蛋白质分子的双光子吸收截面有个数量

级的概念，我们作了一些估算。在 1. 06μm 激发下

测量若丹明 6G由双觉子荧光积分强度为 ltol 在 53a

......". 

组m 激发下测得生物样品的双光子荧光积分强度为

1，激光功率记为 P。利用公式m

IocO.伊 ·σ .p2

即可算出双光子吸收截面 σ。其中伊为荧光量子产

额。
蛋自质的荧光量子产额 φ~1O-2(8J。若丹明

6G的轨。-10-1，故取伊/φω~10-1。另外 OSA 接

收系统在紫外区比可见区要灵敏约 10 倍。这样最
后估算的几种样品的双光子吸收截面为:

色氨酸 ~铅 展蛋白酶 ......100 
E各氨酸 ~0.3G 甲状腺球蛋白 -86G 

血红蛋白 -15G 

计算中用 σ6G~5G【9J， 1G=10-50 cm' .s (分子·

光子)-1。

感谢吴存皑研究员的指导。 OSA 组的同志在
使用 OSA 方面提供了极大方便。
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