
Vol. 7 , No. 10 

October, 1987 
光学学报

AOTA OPTICA SrnICA 

第 7卷第 10 期

1987 年 10 月

激光诱导血红蛋白分子的多光子荧光
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要

本文首次报道了血红蛋白现收二个和四个1.06μm 的光子后所发射的荧光特性，并分析了其产生的

E豆因。
关键词:生物分子光谱;多光子荧光;血P~琳衍生物;血红蛋臼。

提

中
一
日目前p 对生物分子的双光子光谱的实验和初步的理论探讨，国内外己均有报道。主要的

研究对象是一些有机分子p 如:叶琳、视紫红质、视觉生包团、维生素 A 等EE， 830 关于蛋白质

的双光子工作仅见一篇报道。这是关于血红蛋白、自蛋白、洛菌酶在 0.53μm 激光作用下

的双光子荧光研究凶。大多数工作是在低温下进行的 (77 K)，这与生物分子的实际环境

温度相差太远。而且因为生物分子的双光于荧光较弱J 大多数研究偏重于其吸收谱的测量，

或测其双光子荧光的积分强度。且一般认为生物分子吸收双光子后新辐射的荧光发射谱与

其相应的单光子荧光发射谱相同。而真正探测过生物分子的荧光发射谱的仅见一篇报道，

他们是用滤光片分波段测量荧光积分强度而得到的。至于生物分子的多光子荧光发射谱的

研究，就我们所知，还未见报道。

本工作是在室温下，用调 QNd:YAG 激光器，脉宽约 10ns 的 1.06μm 激光激发血红

蛋白等生物样品，第一次观察到血红蛋白在 641nm 和 712nm 附近吸收两个1.06μ皿光

子后所发射的两个红色荧光带，带宽约 25n皿;在 392nm 附近吸收四个1.06μm 光子后

所发射的荧光带，带宽约 25nmo 经实验分析认为，血红蛋白的两个双光子红色荧光带来自

其中的血红素基团;血红蛋白在 392 丑皿处的辐射来自其中的色氨酸基因。

号|一、

验

实验装置如图 1 所示。调 QNd:YAG 激光器输出的 1. 06 μm 垂直线偏振激光p 脉冲

宽度约 10ns，通过转直棱镜、石英聚焦镜p 自上往下紧贴透光窗内面射入石英样品池内。侧

向接收样品发射的荧光信号，光收集系统由 f=50mm 与 f=100 皿m 的两块石英透镜和一
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块滤光片组成。将收集到的光信号送入光学多道分析仪(OSA)的多色仪(内含 600 linesl 

mm 紫外全息光栅)口 OSA 显示屏一次可以

显示约 6000λ 的光谱宽度。每次获取有样
品的光信号后3 立即取同样多次累加的无样

品背景噪声信号，再利用 OSA 的附设微机系

统处理得到纯样品信号。用同样方法取溶剂

的谱加以对照。累加次数一般在 10"，30 次

不等 (OSA 扫描 30"，240 次)J 激光重复率由

手动控制，一般不超过每秒一次。

实验所用的榕剂是 PAS..pH 值为 7，是由磷酸盐加去离子水配制而成。生物样品均

由上海生化所提供。配制的几种样品的浓度是:白蛋白为 lxl0-5 M，膜蛋白酶为 1 X 10-5 

'... plotter 
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Fig. 1 ExpBrimental s巳tup for measuring 

mu1tiphoton fluorescence 
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MJ 色氨酸 6xl0-4 M,. 6x10-3 M，酷氨酸 6Xl0→ Mo

三结果

1. 1.06μm 激光诱导的血红蛋白 (Hb) 的双光子荧光。

用1.06μm 激光照射到血红蛋白样

品上J OSA 多色仪鼓轮分别处在 640 nm 1:'厂一丁二

和 690nm 时p 观察到Hb 所发射的两个红 jl/ 
词"色荧光带，其峰值位置分别在 641nm 和 」一一-

712nm 附近2 带宽约 25nm (见图 2(α)) 0 

显然这应是Hb吸收两个1.06μm 光子后 若

产生的双光于荧光。 5 
改变照射到样品的激光能量(由一组

已知透过率的衰减片完成。)测出了 712

nm 荧光带的相对积分强度随激光能量变 - … 

Fig. :3 Comparing 0士， two kinds of fiuorescencβ 
化的关系。所得数据见表 1，相应的曲线 spectra of Hb and H pD 
It I'VE~. 见图 3。这些曲线表明3 在一定的

激光功率密度范围内 If∞EBP 即血红蛋白的红色荧光带是在吸收了两个 1.06μ皿光子后

产生的。

为进→步阐明血红蛋白的双光子荧光机制3 在相同条件下测量了血叶琳衔生物(HpD)

510 650 
w&velength(n皿】

Tω73C 

(a)Hb 
G佣

6拥 700 730 

wavelength(nm) 〈的Hb

Table 1 1'he quantitative relations between the integral intensities of 710 nm and 

laser en叮叮 E for Hb and HpD. Where E=10 Ís equal to 130 mJ 

Samp1c 且61llog1obi口 Hematoporphy:r i11 



的1.06μm 双光子荧光。结果在 660 丑m 和 713nm 处也观察到了两个红色荧光带p 带宽

约 25nm(见图 2(b)) ， 与Hb类似，且在较低能

量时p 所测得的 713nm 带的荧光积分强度 1f
对泵浦激光能量 E 的变化亦符合 11民E~ 关

系， (见表 1 和图助。在高激光能量 E(即高激

光功率密度)时p 荧光强度 1，不按 E2 关系增

加。这一现象在血红蛋白中也观察到 T(见表

1 和图功。
。

为了估算血红蛋白在1.06μ皿泵浦时的 o 20 40 创 80 

双光于吸收截面量级p 在相同条件下(但激光能 Fig. 3 The curves of 1,'" E2 

量不同)，测量了 Rh6G 吸收两个1.06μm 光子所发射的积分荧光强度 160， 同时测量 Hb

和 HpD 的 710nm 荧光带的积分荧光强度。

据文献报道E吨， 1刻，蛋白质分子的荧光量子产额在 10-2 量级， Rh6G 的荧光量子产额

φBG~10-1，而 HpD的荧光量子产额是介于上述二者之间的。为此假定 φHb/如G 士 0.1， φ即0/

cþ6G 士 0.50 利用荧光强度公式 locccþP2σ(这里 c-浓度， p一功率 ocE 能量)，即可估算 Hb

的双光子吸收截面 σ。

本实验中所用的样品浓度是 cHb =4 X 10-5 M, DHPO =3.3 X 10-4 M, C6G= 10-3 Mo 

使用的激光能量 E 和测得的荧光强度 I 分别为 EHb =130 mJ, E HPo =130 mJ, E6G 

=32 mJ, 1 Hb =8912/ 240, I npo = 9266/ 90, 1 6G =13800/ 9 0 已知 σω击5G口气 。G=10- ::í O

厘米仁秒/分子·光子)则 σm生 2G"σHpO击 1Go

粗略计入短波荧光带 (RP 630 n皿荧光带)

的贡献p 则 σHb生 3 GJ σBPo~ 1. 5 G o 

关于蛋白质分子的双光子吸收截面还未见

报道，但有文献报道C6J Hp 的1.06μm 双光子

吸收截面为 100，比本文估算的略大些。

2. 1.06μm 激光诱导的 Hb 的四先子荧
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1. 06μm 激光经短聚焦透镜 (f=90 mm) 

聚焦后p 射入到样品池内。多色仪中心鼓轮在

370nm 时观察到血红蛋白的荧光峰值位置在

392nm，带宽约 25nm(见图 4) 0 

在相同条件下，没有观察到 HpD、色氮

.405 

Fig. 4 The UV fìuorescence emissìon of Hb. 

The maximum is at 392 nm. The concentratroD 
臼 4 X 10-5 M. The wavelength of e:x:citing laser 

is1064 nm 
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酸膜蛋白酶等生物样品于此波段的上述荧光带。

告
巳 分析与讨论

血红蛋白携带氧的功能是由血红素基团完成的。血红素具有llr琳环结构，且环中央带
有铁离子的生物分子，与 HpD 很类似 (HpD 是具空心吟琳环的血吟琳衍生物)0 都具有眼
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收带 Sore古带、(近紫外)、 α 带和 β 带(可见区)。研究它们的分子结构与电子跃迁表明:

80ret 带是叶琳环的何N旷电子跃迁所引起， α 和 β 带的光谱特点是与日卡琳环的配位场和

第六配位体上原子的特性有关D

由图 2 可以看到 ， Hb 与日pD 均有两个红色荧光带p 峰值位置也较接近(712 与 713

nm) 640 与 660 nm) ，荧光带宽基本相同p 荧光带的轮廓比较相似。而在相同条件下探测

不含血红素基团的膜蛋白酶p 未接收到上述荧光信号。因为血红素与 HpD 的骨架结构基本

相同y 由此认为3 血红蛋白的双光子荧光来自其中血红素基团的吟琳环结构。

由图 2 示出的血红蛋白和 HpD 在1.06μm 激光激发下的双光子荧光发射谱带和在同

样浓度下， 0.53μm 激光激发的单光子荧光发射谱带的包络可以看出p 这两种样品的双光

于荧光谱带与单光子荧光谱带成一近乎"镜像~)关系。且两种样品的双光子荧光谱带相对单

光子荧光谱均红移约 40"，50 nmo 

关于"红移J)现象的机制至今不明。但是血红蛋自在 0.53μm 激光激发下的双光子荧

光发射谱相对 266nm 激光激发的单光子荧光发射谱带的红移现象已不止一次地在实验中

观测到了 C3， 6J。 这种现象在一些有机分子的双光子过程中也观察到了阳。至今还未见双光

子荧光谱相对单光子荧光谱"兰移"的报道。生物大分子能级密集，各个特征谱带相互重叠，

极易发生能量转移。许多实验表明C9'J生物分子发色团的荧光寿命为 10-9 sec 量级;又本实

验中的 1.06μm 激光脉宽为 10 ns，均远大于生物大分子的能量驰豫时间 10-12 "，10-13 sec。

据此估计，本实验中这种红移现象很可能是由两个1.06μm 光子两步激发，而其中间态同

时发生了能量转移造成的。

我们经实验证明， HpD 在 0.53μm 激光激发下产生的单光子两个荧光谱带的峰值位

置和相对强度与 HpD 存在于溶剂中的状态紧密相关。 RP洛剂不同p 浓度不同，二谱带的峰

值位置及相对强度就明显不同。甚至可以得到相反的相对强度比。由此认为，血红蛋白单

光予的两个荧光谱带的相对强度比与血红蛋白在 PAS 中的状态有关。

在较高功率密度 (0.4 MW Icm2) 时， Hb 与 HpD 的双光子荧光强度并没按平方关系增

加3 这与文献 [2J报道类似。在 [2J 中激光功率达 5 MWjcm2 时平方关系破坏，并认为这是

由于第一跃迁达到饱和引起的。我们认为很可能存在另一种可能性3 即激发态的再吸收:被

激发的粒子尚未发出荧光p 就被进一步激发到更高的能态。在高功率密度下3 基态粒子数耗

尽与激发态的再吸收都可能发生。特别是 HpD 的荧光寿命为几十四C8J 比激光脉宽 10n9

还要大2 激发态的再吸收更容易发生。

血红蛋白的四光子过程还未见报道过。 但有人研究了在染色体和细胞核里的 0.53μm

四光子过程阻。经计算，在我们实验中焦点处的光子数密度约 1(r!9 poto/cro2 .sec。在这样

高的功率密度下产生四光子过程是可能的。

在蛋白质分子所含有的近 20 种氨基酸中，以色氨酸、酷氨酸、苯丙氨酸为荧光生色团。

其它氨基酸都是非荧光性的。这三种氨基酸的紫外荧光峰值位置一般依次为 350、 303、 282

nm 且以色氨酸的荧光为最强。由此认为血红蛋白在 302nm 处的荧光辐射可能来 自 其中

的色氨酸残基。

而在相同的实验条件下没有观察到 HpD(只具叶琳环结构，不含色氨酸残基)，色氨酸

〈不含吟琳环结构)、膜蛋白酶(即不含叶琳成份、又不含色氨酸残基〉等在该波段的辐射3 却
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在 710nm 处观测到血红蛋白和 HpD 的弱辐射。 Szabo等(9J在研究血红蛋白的衰减规律时

指出，血红蛋白中的血红素与色氨酸在结构上靠得很近y 二者之闯发生能量转移完全可能。

所以我们认为血红蛋白的四光子荧光过程可能与血红素吸收1.06μm 激光的四光子并向

色氨酸的能量转移有关c
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Abstract 

Hemoglobin and 的her samples were irradiated by 白。 1064 丑m light of a 

nanosecond pulse Nd:YAG laser. At roo皿也empera古ure， we 直r剖 observed 古wO red 

fluorescence bands which result from absorbing two 1064 nm pho也ons in hemoglobin 

(Hb) , and we measured 古he fluorescence emission spec忧a at red region for Hb and 

hemo力oporphyrín derivative (HpD). Bo古h Hb and HpD have 古wo fluorescence emission 

maxima. A red shift in waveleng古h and a mirror image in 也he intensi古y of fiuorscenúe 

emissions by two-photon exúi帕拉on rela也ive 怕也的 by one-pho古on (532-nm) exci阻古ion

were observed. The experimen恼.1 anal ysis showed 古hat 古11e fiuoresúenoe of Hb 

originates from the porphyrin ring of 古he heme gro叩J ju川剧由的 of HpD from the 

porphyrin ring. Besides, we also observed 仙。 fluoresúenúe e皿ission 的 UV 392… nm 

for Hb, which may come from 古he 臼yp右。phans in Hb. 

Key W ords: bjomoleúular speú也rosúopy; mul古Jple pho力on fluoresce且ce; hema古0-

porphyrin derivative; hemoglobin. 


