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提要

用暗冲果料激光器在7'r宜对血叶啦0:z，醇丰n HCl 自体白的电子摆动蒂和 0-0跃迂带进行敢吃选

择i!r.支寻到了有摆动结构的荣J't元谱，立现其可激立在长有明显的选择性，并揭示丘 ìïK 时乙曹主L在

中囚动 HPD 异柏体的存在.

、号 l

血pf、琳是由动物血中提取的生物分子制剂。近年来由于其在癌症的诊断和治疗上的功

用 p 而引起人们相当的边意ε 对于血叶琳作为光敏剂的激光化疗机理、高效光敏剂的探讨以

及有关的基础研究，是当前的重大课题之→。特别是叶啡分子在结向上与血红蛋白白叶绿

京分子是类似的，它们在生命体中占有相当重要的地位，因而血叶琳在分子生物学的研究中

也古很重='!z的吉义司

血口卡啡是口卡吩的一种衍生物 (0问H3806~.)通常可形成多种异向体。常温下这种多原子

生物分子的吸收和发光光谱部是由宽带组成的p 这些宽度掩盖了结向上相近的异向体的特

征J 更不能提供任何有关电子振动的信息= 因而在我们的实验中采用了近年来友展起来的

激光选择激发技术(1"'3] 在 77K 研究了血吟琳分子的光谱持征。

二、实验

血叶琳的结构式在图 1 中给出，异构体多以 I 和 III 型存在， 1 型为交替取代而 III 型

为不对称取代。所研究的血叶琳(简称 HPD)样品由上海生化所提供。实验中采用了浓度

为"， 2 X 10-4 M 的乙醇溶液，和改度为 --1 x10-4M 的盐酸水溶液(lN HCl;::> 

利用如图 2 所示的实验装置，在 7ïK 利用激光选择激发的方法3 研究了冷凝的乙醇和

lN HCl 固榕体中 HPD 的荧光光谱斗圈中， DL 为闪光灯泵浦 Rh6G 染料激光器3 它能在

HPD 的 0-0 跃迁带(lNHOl 中〉或在较高振动带〔在乙醉溶液中〉提供有效的可调谐激光

输出。其脉冲宽度为.500 ns，而光谱宽度恨据在这一工作中的需要，可在 O.1--0.5n皿间调

整，取稍宽的激光线宽，目的在于分讲血吟琳中不同异构体或衍生物的尤谱特征。样品 (8)
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Fig. 1 Structural formula of bematoporphrin 
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Fig. 2 Experimenta1 setup af laser selectiγe excìta. tion sp四troscopy

放在低温杜瓦瓶中 (O)J 激光激发后产生的荧光经过一米光栅单色光计 (Sp.)用光电倍增管

(PM斗接收3 信号用取样~分器(Box.) 处理， PM!l光电管接收激发光的监测信号作为参考输

入取样积分器的 B 通道。取样积分器和激光器的触发是同步的口

常规荧光光谱用自炽灯和宽带滤光片组合作为光源，通过单色光计用光电倍增管-放大

器-记录仪系统测定。也用白炽灯和单色光计组合测定了荧光的激发光谱。

所有在低温下的测量，样品都是在液氮中骤冷到 77五，并保持在这个温度下进行，

三、结果和讨论

1. 在Z醇中血D~峭的常规先谱

图 3 表明了室温下 HPD 在乙醇中(I"V1 X 10-4 ~1)的激发光谱口在整个可见光谱区分
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布有直个宽激发带，其中心位置分别在 625、 570、 530"， 495 和 438nm 附近。在 200--300nm

有一个很宽的强激发带在图中未给出 q 由于分辨优于 1nm，因而在每个宽带上可见有一些

较牢的峰出现。也在 77K 测定了激发光谱，与室温的激发光谱比较，发现宽带上的某些峰强

度产生了相对变化c 为清楚起见在图 4 比较了 77K 和 293K 的长波激发光谱。 可见在低

温下，由于线宽变培增加了分辨，除了 632、 627 和 620nm 附近的三个峰以外，在 616nID 叉
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出现了一个峰。这些峰的波长位置随温度改变不大，但相对强度变化很明显，低温下短波撒

发峰显著地增强。类似的趋势也表现在其他几个激发带上。

也在宽带激发下测定了 HPD 在乙醇中(，...，1 x 10-'M)的 81→80 荧光光谱。结果如图
5 表明。室温下发射光谱为典型的无结构宽带，在 628nm 和 690nm 附近有两个极大口在

77豆I 628nm 的带变牢，峰位置移向 627nm，并在 620nm 附近又出现一个峰，这两个峰与

77K 激发光谱中的二峰相对应，它们可能属于不同的异构体分子的。-0跃迁。激光选择激

发研究也证明和支持这一点。

在 77K 激发光谱中，以 1 和 2 为代表的分子可能与基质有稍强的电子-声子精舍，因而

强度对温度较为敏感。加之在激发谱中受到长披峰 (3、毛的声子边带的影响，所以在室温下

分辨较差。相反在荧光光谱中，峰 4没有出现可能也是这个原因，因为在发射谱中声子边带

总在零声子线的长波边出现。

实验表明，在 77K 不同分于的 0-0跃迂带表现为不均匀增宽，其半宽度估计为 3nm

左右。

2. Z醇中 HPD 振动带的激先选择激发

在乙醇中 HPD 的0-0 跃迁荧光位于 ωOi""V 640nm 光谱区。我们使用的 Rh6G 染料

激光器在 570......600nm 区域内调谐，恰好可以对其电子振动能级进行选择激发。在这种情

况下，激发可以选到矶态的不同振动能级，由于振动能级的弛豫极快，因而观测的荧光都是

由民的 O 振动能级到岛的跃迁。这样，由 0-0跃迁区域内零声子线的峰波长和激光激发

披氏应能确定 81 激发态的振动频率。

但是由于不同分于中心振动能级的重叠，常常会造成几种分子的不同振动能级同时被

选择激发的情况(如图 6的，于是在。一0 跃迁区可观调到多个窄峰。但如果重叠的分子类

型太多时，也可能得不到有结构的光谱。
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图 7 就是在 77K 用 ^-.=575.3 n皿的激光，激发 HPD 较高振动带时测定的 0-0跃迁

区的荧光光谱，出现的窄线与各类中心的纯电子跃迁相当。当然，所谓的不同分子中心，也

应包括在不均匀介质中处于不同环

境的同种分子，因而它是比较复杂

的。
固 8 给出了在 77K，对乙醇中

HPD 的某些振动能级，用激光选择

激发得到的几个典型的荧光光谱。

实验中选用的激光线宽;::::J O.5n血，

这个宽度小于 77五时 0-0跃迁带

的不均匀带宽("，3 nm)，但可能大

于它的均匀线宽，因而，在光谱的

0-0跃迂区可观测到四个与低温

激发光谱相应的峰，由于声子边带

的影响，波长愈短的峰愈尖锐，在选

择激发下它们时而被增强(相对的〉

时而被抑制，初步认为这四个峰可

能与四种异构体有关。由于在这种

情况下，不可避免的散发重叠效应

不仅使0-0跃迁不能更好的分开F

模糊的电于振动谱也难以给出基态

的振动频率E
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8. 在酸性介质中 HPD 的。一。跃迁带的现先选择潭发

在(lN)HOl 榕液中， HPD 的荧光和激发光谱在图 9 绪出，可见其荧光明显蓝移。因

为在吟琳环里边的两个自由氯原子与两个质子连接，环的对称性增加了o 在这种情况下

0-0跃迁带蓓在 570"，，6∞n皿区域，恰好与 Rh6G 染料激光器的调谐范围一致。激光选择

不同分子中心的纯电于能级激发(见图 6码，荧光为由它到民的电子振动能级的跃迁决定，

因而荧光线的位置应能反应基态电子振动的频率。
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Fig. 9 Excitation and 丑uores巳ent spectra of HP D î且 lN HCl at 293 K 

图 10 给出了在 77K 时 (lN)HCl 中 HPD 的激光选择激发结果口它是在 0-0跃迁附

近选择激发后测定的荧光光谱。可见其对激发波长的明显选择性。首先，随着激发波长的

改变，光谱相应于0-0 跃迁峰有规律的移动，因为在这种情况下，只有纯电子跃迁频率与激

光频率一致的分子被选择激发，并可以认为不同分子的振动频率是相差较小的，这表现在当

用较长波长激发时，在 77R 光谱中竟能出现较清楚的振动结构上(见图 10 中曲线)0 其次，

振动结构的清晰程度与激发波长有明显关系，例如对激发波长儿=591.3n阻，荧光光谱中

的振动结构是较清楚的，但随着激发波长减小p 结构逐渐模糊3并且由于激发偏离 0--0跃迁

的峰波长而引起强度下降。选择性随激发波长的退化，可能是声于边带与纯电子线的频率

重叠所致，因为在吸收光谱中声子边带位于 O 声于线的短波边。

四、小结

1. 77 K，对乙醇中 HPD 的电子振动带的激光选择激发实验表明，血Þ~琳分于在乙醇

糟体中可能有四种异构体，通常大多数可能以0-0跃迁峰波长位于 627 和 620nm 的两种

结构型式存在。

2. 在酸性介质中，由于 HPD分子叶琳环内两个自由 N 原子与两个质子连接，增加了

对称牲，荧光光谱兰移o7'7 K 0斗)跃迁带的激光选择激发，给出了有振动结构的光谱，并对
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Fig.10 

班:发波长表现出明显的选择性 c 看来不同分子中心的基态振动频率是相差较小的。

3. 实验证明白KHPD 在乙醇和(lN)HCl 榕体中谱线的不均匀增宽特性，这种不均

句增宽能用激光选择激发的方法部分消除。明显的激发选择性和有结柑光谱的出现，说明
EPD 分子与其所在基质的电子-声子相互作用不是很强的。
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Study of laaer selective excitations of hematoporphyrin 

in the condensed phase 
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Abstract 
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飞Jsing a tnna ble pulse dye la.ser, we have made experiments 01 la.ger selective

excita.tiODß in the vibronic band and 0-0 transition band for hematoporphyrin in 

bo也h ethanol and 1 N HCl at 77K. We have obtained. structural fJ u01旧~nt spectrH, 
w.hjch show obvious sel时也jvity for the exci协tion wavelength. It was fonnd that 

there are four kind.s of isomers of HPD in 的ha.nol a t 77 K. 




