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乙醇中毒血液荧光偏振特性研究
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摘要　研究了４０７ｎｍ激光激发乙醇中毒血液的稳态和偏振荧光光谱特征，计算了乙醇中毒、正常血液荧光的偏振

度以及分子的旋转弛豫时间，结果表明乙醇中毒血细胞的退偏效果明显差于正常血细胞，而分子旋转弛豫时间却

明显高于正常值，此结果与血液流变学测量结果一致。分析认为乙醇中毒引起了血液粘度升高和红细胞体积增

大，两者的共同作用最终导致中毒血液荧光强度、荧光偏振度和分子弛豫时间的规律变化。

关键词　光谱学；偏振荧光；乙醇中毒；偏振度

中图分类号　Ｑ６３１　　　文献标识码　Ａ　　　犱狅犻：１０．３７８８／犃犗犛２０１０３００７．２０６５

犚犲狊犲犪狉犮犺狅狀狋犺犲犉犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲犘狅犾犪狉犻狕犪狋犻狅狀犆犺犪狉犪犮狋犲狉犻狋犻犮狅犳犃犾犮狅犺狅犾犻狊犿犅犾狅狅犱

犔犻狌犢犻狀犵　犎犲犠犲狀犾犻犪狀犵　犔犻狌犆犺犲狀犵
（犆狅犾犾犲犵犲狅犳犘犺狔狊犻犮狊牔犈犾犲犮狋狉狅狀犻犮犈狀犵犻狀犲犲狉犻狀犵，犡狌狕犺狅狌犖狅狉犿犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犡狌狕犺狅狌，犑犻犪狀犵狊狌２２１１１６，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋　犅狅狋犺狅犳狋犺犲犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲犪狀犱狆狅犾犪狉犻狕犪狋犻狅狀狊狆犲犮狋狉犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狋犻犮狅犳狊狋犲犪犱狔狊狋犪狋犲犪狀犱狆狅犾犪狉犻狕犲犱犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲

犻狀犱狌犮犲犱犫狔４０７狀犿犾犪狊犲狉狅犳狀狅狉犿犪犾犪狀犱狋犺犲犪犾犮狅犺狅犾犻犮狑犺狅犾犲犫犾狅狅犱犪狉犲狊狋狌犱犻犲犱．犅狔犮犪犾犮狌犾犪狋犻狀犵狋犺犲狆狅犾犪狉犻狕犪狋犻狅狀犱犲犵狉犲犲

犪狀犱狋犺犲狉狅狋犪狋犻狅狀狉犲犾犪狓犪狋犻狅狀狋犻犿犲狅犳狋犺犲狋狑狅犫犾狅狅犱犮犲犾犾狊，狋犺犲犱犲狆狅犾犪狉犻狕犪狋犻狅狀犲犳犳犲犮狋狅犳犪犾犮狅犺狅犾犻狊犿犫犾狅狅犱犻狊犾犲狊狊狋犺犪狀狋犺犲

狀狅狉犿犪犾狅狀犲，犫狌狋狋犺犲狉狅狋犪狋犻狅狀狉犲犾犪狓犪狋犻狅狀狋犻犿犲犻狊狅狆狆狅狊犻狋犲．犜犺犲狉犲狊狌犾狋犻狊犻狀犪犮犮狅狉犱犪狀犮犲狑犻狋犺狋犺犲犺犲犿狅狉犺犲狅犾狅犵犻犮

犿犲犪狊狌狉犲犿犲狀狋狊．犅犲犮犪狌狊犲狅犳犪犾犮狅犺狅犾犻狊犿，狏犻狊犮犻犱犻狋狔狅犳犫犾狅狅犱犪狀犱狋犺犲狏狅犾狌犿犲狅犳犲狉狔狋犺狉狅犮狔狋犲犫犲犮狅犿犲犵狉犲犪狋犲狉．犜犺犲

犮狅犿犫犻狀犲犱犪犮狋犻狅狀狅犳狋犺犲狋狑狅犮犺犪狀犵犲狊犻狀犱狌犮犲狊狋犺犲狉犲犵狌犾犪狉犻狋狔狏犪狉犻犪狋犻狅狀狅犳犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲犻狀狋犲狀狊犻狋狔，狆狅犾犪狉犻狕犪狋犻狅狀犱犲犵狉犲犲犪狀犱

狋犺犲狉狅狋犪狋犻狅狀狉犲犾犪狓犪狋犻狅狀狋犻犿犲狅犳狋犺犲狀狅狉犿犪犾犪狀犱犪犾犮狅犺狅犾犻狊犿犫犾狅狅犱犮犲犾犾狊．

犓犲狔狑狅狉犱狊　狊狆犲犮狋狉狅狊犮狅狆狔；狆狅犾犪狉犻狕犲犱犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲；犪犾犮狅犺狅犾犻狊犿；狆狅犾犪狉犻狕犪狋犻狅狀犱犲犵狉犲犲

　　收稿日期：２００９０８１１；收到修改稿日期：２００９０９２５

基金项目：江苏省自然科学基金（ＢＫ２００７２０４）、江苏省教育厅科研项目（０７ＫＪＤ１４０２０８）和省部级培育项目（２００６ＰＹＬ００１）

资助课题。

作者简介：刘　莹（１９７０—），女，博士，教授，主要从事光与生物分子、有机分子相互作用的实验和理论等方面的研究。

Ｅｍａｉｌ：Ｌｉｕｙｉｎｇ７０＠１２６．ｃｏｍ

１　引　　言

近年来有关乙醇代谢动力学以及乙醇对人体细

胞的作用机理受到广泛关注。过量饮酒对中枢神经

系统、心脑血管、消化系统、周围神经末梢都有损伤，

并导致各类中毒现象的出现。长期大量酗酒可导致

红细胞变形能力下降，红细胞平均体积增大，白细胞

数减少，血小板数及功能等方面的异常等，进而增加

出血及血栓性病变的危险［１］。乙醇与生物组织的作

用靶位是细胞膜。当乙醇分子进入机体后，立即进

入膜的疏水区，同时改变膜结构和影响膜的物理性

质。近十年来，通过荧光偏振、电子自旋共振、核磁

共振以及差示扫描量热技术研究了乙醇对生物膜和

人工膜的作用，取得了一定的成果［２～４］。乙醇对红

细胞膜的影响较大，嗜酒者红细胞膜表面存在微结

构异常。Ｇａｓｔａｌｄｉ等
［５］对长期酗酒患者的红细胞膜

脂质组成和代谢的研究表明乙醇可引起红细胞合成

时胞膜成分的改变，导致脂质重建和功能异常。

过量饮酒会导致血细胞功能异常，从而影响生

物体的宏观病变。检测血液病变或血细胞功能异常

的方法很多。传统的血液检验一般是基于血细胞形

态学，细胞的结构与功能，细胞的代谢与免疫以及细

胞的衰老和消亡等理论基础上进行的。而近年来得

到迅速发展的荧光光谱技术诊断方法具有快速客

观、灵敏准确、无痛无损且简单实用等特点，并可检
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测出常规方法难以发现的表征生物病变的微弱荧

光，因而受到了广泛的关注和应用［６～１０］。而光镊可

以对小微粒或者活细胞进行无损伤地操纵，对每一

个细胞进行有目的的或者随机性的检测，直观地研

究细胞的形状和细胞体的结构随着时间的变化。

通过正常血液和乙醇中毒血液的荧光光谱和偏

振荧光光谱的检测，比较血液荧光光谱特征参数随

时间的衰变规律，测量了两种红细胞活性衰变即旋

转弛豫时间的变化，同时结合乙醇中毒引起运动神

经损伤随时间的恢复程度，给出乙醇与血液作用的

过程和机理。最终分析乙醇对血细胞的作用机理，

旨在研究乙醇摄入体内以后的代谢规律，分析乙醇

对血细胞作用的机理，为合理的饮酒模型的建立和

急性乙醇中毒的诊断提供参考。

２　实验仪器和方法

实验中采用的是英国 ＥｄｉｎｂｕｒｇｈＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ

公司生产的ＦＬＳ９００型稳态和时间分辨荧光光谱

仪，其中光源为半导体激光器，功率是５ｍＷ、波长

为４０７ｎｍ。发射谱扫描区间为４００～７５０ｎｍ。测

量采用相关单光子计数系统。实验所用动物是徐州

医学院动物研究中心提供的雄性日本大耳兔，实验

中给其灌入体积分数为５３％的白酒并致其昏迷，并

分别于吸食乙醇中毒后不同时间，采集血液样品。

在进行偏振荧光光谱的检测时，在激光器和样

品之间放置一个偏振片作为起偏器。检测器和样品

之间的检偏器由光谱仪自带。将起偏器和检偏器设

置成平行和垂直，分别扫描正常和乙醇中毒各浓度

的全血溶液，分别得到平行和垂直时的荧光光谱。

３　实验结果与分析

３．１　乙醇中毒血液与正常血液的稳态荧光光谱

用４０７ｎｍ的激光激发灌酒后不同时段（单位

为ｈ）全血溶液并记录其荧光光谱图如图１所示。

其中ｎｏｒｍａｌ表示正常血液的荧光谱线。

从图中可以看出，每条谱线均有三个谱峰，其峰

值分别位于５１０，５５６和６０５ｎｍ处。通过分析血液

的吸收光谱和查阅文献，发现５５６ｎｍ处的谱峰并

不是荧光团所发射的特征峰，而是因为吸收造成的

假象［１１］。而且该谱峰离激励光太近，受到激励光的

影响也较大。因此在实验中只讨论６０５ｎｍ处的荧

光峰的变化规律。而６０５ｎｍ处的谱峰主要是血液

中的卟啉类物质收激发后产生的［２～１５］。通过比较

体积分数为１％的全血溶液的荧光光谱图，发现在

灌酒后的不同时间恢复过程中，６０５ｎｍ 荧光峰的强

度先增强随后减小，直至最后恢复正常。其中在乙

醇中毒６ｈ左右６３０ｎｍ荧光峰的强度达到最大，到

１１ｈ时基本恢复正常，其荧光强度随酒精中毒时间

的定量关系曲线如图 ２ 所示。在不同时间段，

６０５ｎｍ处的荧光强度变化过程中，峰位置基本保持

在６０５～６０６ｎｍ之间，无明显偏移。通过多次实验

发现，所得实验结果几乎一致。

图１ 正常和乙醇中毒全血溶液荧光光谱

Ｆｉｇ．１ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｔｒａｏｆｎｏｒｍａｌａｎｄａｌｃｏｈｏｌｉｃ

ｗｈｏｌｅｂｌｏｏｄ

图２ 乙醇中毒全血溶液荧光强度随时间的定量变化曲线

Ｆｉｇ．２ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｃｕｒｖｅｏｆｔｈｅｗｈｏｌｅｂｌｏｏｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｉｎｔｅｎｓｉｔｙａｆｔｅｒａｌｃｏｈｏｌｉｓｍｖｅｒｓｕｓｔｉｍｅ

　　在实验过程中同时观察并记录兔子因灌食白酒

昏迷后恢复过程中体征的变化情况。开始主要表现

为行动迟缓，步履蹒跚，呼吸急促，灌酒１ｈ以后兔

子开始昏睡，６ｈ后开始逐渐苏醒，１１ｈ左右基本恢

复正常。兔子灌酒以后这一系列的体征变化和全血

溶液的荧光光谱变化规律相同，荧光峰随时间的衰

变过程和兔运动神经损伤的恢复过程完全一致，说

明乙醇中毒引起兔子体征变化与荧光光谱的变化有

着一定的内在联系。

３．２　乙醇中毒血液与正常血液的偏振荧光光谱

图３（ａ）为正常全血溶液的荧光偏振光谱。

图３（ｂ）为乙醇中毒后全血溶液的荧光偏振光谱图。

图中表示平行和垂直分别表示检偏器和起偏器的方

６６０２
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向相互平行和垂直。由于全血溶液中可发出荧光内

源荧光团的退偏作用，使得在和激励光偏振方向垂

直（ｖｅｒｔｉｃａｌ）和平行（ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ）方向上同样都可以

检测到荧光。从两幅偏振荧光光谱图可以看出，平

行方向上的荧光强度比垂直方向强，即发射出的荧

光虽然记忆了激励光的偏振信息，即发射的荧光也

具有偏振性但偏振方向改变了。由于前半区的两个

次峰是受到了血液自吸收作用而形成的假峰，所以

仍然主要讨论有血卟啉发出的峰位在６０５ｎｍ的主

荧光峰。

图３ １％乙醇中毒全血溶液（ａ）和正常全血溶液（ｂ）的偏振荧光光谱

Ｆｉｇ．３ Ｐｏｌａｒｉｚｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆａｌｃｏｈｏｌｉｃｗｈｏｌｅｂｌｏｏｄｗｉｔｈｔｈｅｖｏｌｕｍｅ

ｆｒａｃｔｉｏｎｏｆ１％ （ａ）ａｎｄｎｏｒｍａｌｗｈｏｌｅａｂｌｏｏｄ

　　根据偏振度的定义式

犘＝
犐ｈ－犐ｖ
犐ｈ＋犐ｖ

， （１）

可求得

犘１ ＝
４８６６６－２４２１３

４８６６６＋２４２１３
＝０．３３５， （２）

犘２ ＝
５８６１６－２１１９８

５８６１６＋２１１９８
＝０．４６８， （３）

式中犘１ 为正常的全血溶液偏振度、犘２ 为乙醇中毒

以后的偏振度。

影响偏振度的因素主要有分子的旋转扩散效

应，吸收偶极矩和发射偶极矩的取向以及能量转移

等。由于体积分数１％的全血溶液是比较稀的溶

液，可以忽略能量转移对它的影响，同时实验使用的

激励光为最佳激励光可以认为吸收偶极矩和发射偶

极矩是近似平行的。所以主要考虑分子旋转扩散对

偏振的影响。

由荧光偏振理论可知，当偏振光激励时，分子在

激发时发生的旋转运动越弱，发射光的偏振程度就

越高，反之，分子旋转能力较强，去偏振效果越明显，

发射荧光的偏振度较小。从实验结果可以看出，乙

醇中毒血液的荧光偏振度明显比正常血液大，说明

中毒后分子旋转受到阻碍，分析认为可能主要有两

个原因所致：一是分子体积变大导致旋转困难，二是

环境粘度变大。

一般用旋转弛豫时间τ来表征分子旋转快慢。

分子旋转的快慢主要受到温度犜、粘度η、体积犞 的

影响：

τ＝
３η犞
犚犜

， （４）

式中犚为普适气体恒量。当考虑旋转扩散效应时

犘＝
３ｃｏｓ２α－１

ｃｏｓ２α＋τＦ／τ＋１
， （５）

式中α为分子的吸收偶极矩和发射偶极矩的取向夹

角，τＦ 为分子在激发态的寿命。根据（４），（５）式和

前面计算的结果可估算出乙醇中毒前后分子旋转弛

豫时间相对于正常血液的增加了７０％ 。

由此可见乙醇中毒后分子的旋转弛豫时间明显

升高，这说明乙醇中毒使得血液的粘度升高。为了

验证这一结论，把正常和乙醇中毒的血液样品送到

医院进行了血液流变学分析，其结果如表１所示。

从表中可以看出，乙醇中毒后血液的粘度明显增大。

计算结果和测量结果相一致，而且由于粘度增加导

致的分子旋转时间增加起主要作用，分子体积变大

也会引起旋转时间的变化。

表１ 正常和乙醇中毒血液流变学分析

Ｔａｂｌｅ１ Ｈｅｍｏｒｈｅｏｌｏｇｉｃｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓｏｆｎｏｒｍａｌ

ａｎｄａｌｃｏｈｏｌｉｃｗｈｏｌｅｂｌｏｏｄ

Ｗｈｏｌｅｂｌｏｏｄ

ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ

Ｈｉｇｈｓｈｅａｒ

ｒａｔｅ

Ｍｉｄｄｌｅｓｈｅａｒ

ｒａｔｅ

Ｌｏｗｓｈｅａｒ

ｒａｔｅ

Ｎｏｒｍａｌ

ｂｌｏｏｄ／（ｍＰａ／ｓ）
１．９４ ２．２３ ４．７１

Ａｌｃｏｈｏｌｉｓｍｗｈｏｌｅ

ｂｌｏｏｄ／（ｍＰａ／ｓ）
２．７４ ３．２２ ６．８３

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

ｖａｒｉａｔｉｏｎ／％
４１ ４４ ４５

７６０２
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　　 重度饮酒可严重影响机体各器官的功能与代

谢。红细胞在血液中占４０％，因而红细胞数量、比

容等参数的变化对血液的生理机能有较大的影响。

由于急性乙醇中毒后，中毒者血液中的红细胞数

（ＲＢＣ）、血红蛋白浓度（ＨＧＢ）、红细胞比容（ＨＣＴ）

增高。急性乙醇中毒者的３个红细胞平均指数

（ＭＣＶ，ＭＣＨ，ＭＣＨＣ）均增高
［３］。说明红细胞体

积的增大，且出现异形，细胞内血红蛋白容量的增

加。红细胞太多会导致血液粘滞性增高，流动缓慢，

以及血管内血栓形成；红细胞体积的增大将使其变

形能力减弱，通过毛细血管的能力也相应减弱，容易

引起红细胞的滞留聚集形成凝血而引起血栓，因而

急性乙醇中毒者有引发血液粘稠、引起凝血、形成血

栓或血管栓塞等的危险。

另外，乙醇中毒引起红细胞体积的增大，使得红

细胞之间由于碰撞造成的能量转移几率增加，使得

荧光量子产率降低，即发生了荧光碰撞猝灭；又由于

急性乙醇中毒后，红细胞数、红细胞比容的增加，导

致了血液粘滞性增加，减少了分子间碰撞的几率，从

而减少了能量的损失，荧光量子产率增强。即乙醇

中毒后导致红细胞体积增大而产生的荧光猝灭和血

液粘滞性增加引起的荧光加强；两个原因共同作用

导致了全血溶液荧光光谱的规律变化。

４　结　　论

采用４０７ｎｍ的激光照射乙醇中毒全血溶液，

实验中检测到了稳态荧光光谱和偏振荧光光谱，初

步得到了乙醇作用后全血溶液荧光光谱的变化规

律，得到如下结论：１）在灌酒后的不同时间恢复过程

中，血液荧光峰的强度随时间而发生规律性变化：

６０５ｎｍ荧光峰的强度先增强随后减小，直至最后恢

复正常。２）乙醇中毒引起红细胞体积的增大，使得

红细胞之间由于碰撞造成的能量转移几率增加，使

得荧光量子产率降低，即发生了荧光碰撞猝灭，使荧

光峰强度变小。３）乙醇中毒血液偏振荧光光谱得到

的荧光偏振度为０．４６８比正常情况下０．３３５要高。

估算了荧光团分子的旋转弛豫时间，通过血液流变

学测量，实验结果和计算结果均表明乙醇中毒后血

液的粘度明显升高。４）血液的粘滞性变大减小了荧

光分子流动性，使得分子碰撞的几率变小，两者共同

作用导致了乙醇中毒血液荧光强度的规律变化。
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