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摘要　实验获得了激光照射红细胞悬液的荧光光谱，并分别监测不同荧光峰值波长处强度随时间的衰变过程，测

试了其相应的荧光寿命。结果表明，在波长为４０７ｎｍ的激光照射下，红细胞悬液向外发射中心波长分别位于５９６，

６２８，６９２ｎｍ的荧光光谱，各荧光峰对应衰变过程的平均荧光寿命分别为１．９７，１３．３１，１４．５８ｎｓ。利用荧光强度和

吸收率的加和性表示了混合物的总吸收率和总荧光发射强度，通过理论计算获得了红细胞悬液中锌卟啉、原卟啉

和其他游离物参与荧光发射的相对含量和相对强度在不同荧光峰位的变化关系，进一步解释了不同峰位处荧光发

射强度和平均荧光寿命的变化原因。
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１　引　　言

近年来，随着低强度激光血管内照射疗法和自

体荧光光谱诊断技术在国内外医院的开展，激光与

血液相互作用的研究已成为国内外学术界关注的热

点问题之一［１～５］。荧光光谱技术是分析物质成分和

分子结构的有力工具，荧光光谱不仅能反映出发光

分子的化学结构及电子的能量状态，而且能反映出

发光分子与周围分子相互作用的信息，由于具有极

０４３０００５１
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高的灵敏度以及无损、安全和实时等优点而成为光

生物医学的主要研究领域之一［６～１０］。

自２０世纪８０年代开始，生物组织荧光分析技

术发展很快，特别是激光诱导荧光法在临床诊断上

的应用一直受到人们的关注［１１～１４］，荧光光谱分析在

血液光谱、肿瘤诊断和皮肤等生物组织中的应用与

研究报道较多［１５～１８］。血液的荧光光谱则可以部分

地反映血液分子吸收光子能量以后所发生的能量转

移情况，分析研究这些谱线的结构，有助于进一步理

解激光与血液的相互作用机理。本文通过实验获得

红细胞悬液的稳态荧光光谱和时间衰变过程曲线，

并采用指数拟合方法进行解卷积处理，测试了不同

荧光团在５９６，６２８，６９２ｎｍ荧光峰处的荧光寿命。

利用荧光强度和吸收率的加和性分析混合物的总吸

收率和总荧光光子数目，计算不同峰位对应整个衰

变过程的平均荧光寿命，并通过对比锌卟啉和原卟

啉进行荧光发射的相对百分含量和相对荧光强度，

对红细胞悬液荧光发射的结构特性进行了解释。

２　实验仪器和方法

２．１　实验样品制备

血液样品取自健康小白鼠，经眼眶采血后，加入

质量分数为５％的肝素１ｍＬ抗凝获得全血溶液。

用台式离心机分离血细胞，经３０００ｒ／ｍｉｎ的转速分

离１０ｍｉｎ，去除上清液和部分白细胞，上述过程重

复３次，获取红细胞。再加入适量生理盐水，配制成

质量分数为３％的红细胞悬液。

２．２　实验器材和方法

实验中采用英国ＥｄｉｎｂｕｒｇｈＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔＩｎｃ生

产的ＦＳＬ９２０型稳态和瞬态荧光光谱仪，其扫描波

长在２００～９００ｎｍ范围内连续可调。激发光光源

为半导体激光器，其功率为５ｍＷ，波长为４０７ｎｍ，

脉宽为１．０～１．６ｎｓ。

稳态光谱测量时，选取发射光的狭缝波带宽度

为５ｎｍ，波长范围为５６０～８００ｎｍ，光谱的扫描间

隔为１ｎｍ，每一波长处的积分时间为０．２ｓ。荧光

寿命测量采用时间相关单光子计数方法，重复频率

为４０ｋＨｚ，在荧光峰值波长５９６，６２８，６９２ｎｍ处进

行监测，累积计数１０００次左右。

实验检测时将盛有３ｍＬ红细胞悬液的石英比

色皿置于样品池中，所有检测均在２２℃左右的室温

下进行，每一样品均进行三次扫描测试，每次检测前

摇均，以保证红细胞悬液浓度的相对准确性。

３　实验结果与分析

３．１　用４０７狀犿的激光照射红细胞悬液的稳态荧

光光谱

图１为实验获得的４０７ｎｍ 激光照射红细胞悬

液的稳态荧光光谱，扫描范围为５６０～８００ｎｍ。可

以看出，该谱线中有３个荧光峰，其对应波长分别为

５９６，６２８，６９２ｎｍ，其中６２８ｎｍ处为一谱带较窄的

荧光峰，其荧光强度最大，６９２ｎｍ附近为一较宽谱

带的荧光峰，而５９６ｎｍ对应荧光峰的峰值强度最

弱。

图１ ４０７ｎｍ的激光照射红细胞溶液的荧光光谱

Ｆｉｇ．１ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ

ｉｒｒａｄｉａｔｅｄｂｙｌａｓｅｒｗｉｔｈｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｏｆ４０７ｎｍ

人和哺乳动物血液中通常都存在微量光敏性物

质，这些光敏性物质主要是游离性的卟啉［１９，２０］。卟

啉类光敏性物质通常具有在６００～７００ｎｍ波长范

围内发射荧光的特征，其中原卟啉在６３０ｎｍ处有

一最大荧光发射峰，其次为６９０ｎｍ
［２１］；而锌卟啉的

最大荧光发射峰位于５９４ｎｍ，其次为６３０ｎｍ，此外

锌卟啉在波长为６９０ｎｍ处也有微弱的荧光
［２２］。因

此，在实验获得的红细胞悬液荧光光谱中，５９６ｎｍ

的荧光峰主要由锌卟啉发射，而６２８ｎｍ和６９２ｎｍ

处的荧光峰则主要是锌卟啉和原卟啉共同发射

而成。

３．２　红细胞悬液的时间分辨荧光光谱

为了详细研究红细胞悬液发射荧光的结构特

点，对其发射荧光光子的荧光寿命进行了研究，图２

为４０７ｎｍ的激光照射下，５９６，６２８，６９２ｎｍ荧光光

子的数目随时间衰变的过程及数据拟合曲线。探测

荧光光子的寿命时，若发光物质由两种以上组成，则

整个曲线含有多个部分，将曲线分成不同的部分再

分别进行拟合成不同的直线，根据不同直线的条数

和斜率就可以计算出发射荧光的物质种类和各自不

同的荧光寿命。从图２中可以看出，荧光强度随时

０４３０００５２
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图２ 不同荧光峰处检测的荧光光子强度随时间的实际

衰变过程曲线

Ｆｉｇ．２ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｈｏｔｏｎｉｎｔｅｎｓｉｔｙｄｅｃａｙｐｒｏｃｅｓｓｖｅｒｓｕｓ

ｔｉｍｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｅａｋｓ

间的实际衰变过程呈对数曲线发生弯曲而不是一条

直线，说明红细胞悬液中发射荧光光子的物质不止

一种。将获得的荧光衰减动力学曲线去除背景带来

的干扰，采用指数方法拟合并分别进行解卷积处理，

最终得到各荧光光子的寿命。其拟合式为

犚５９６ｎｍ（狋）＝１９．１８＋０．７１ｅｘｐ（－狋／４．２１）＋

　　　　 　６．８８ｅｘｐ（－狋／０．９９）

犚６２８ｎｍ（狋）＝８．７８＋４．７３ｅｘｐ（－狋／１５．７８）＋

　　　　　４．２２ｅｘｐ（－狋／４．５２）＋１．０３ｅｘｐ（－狋／１．２１）

犚６９２ｎｍ（狋）＝１７．４０＋６．１９ｅｘｐ（－狋／１５．４８）＋

　　　　　３．０３ｅｘｐ（－狋／４．１９

烅

烄

烆 ）

，

（１）

式中５９６ｎｍ荧光峰对应２个寿命值分别为４．２１ｎｓ

和０．９９ｎｓ，其中４．２１ｎｓ为锌卟啉的荧光寿命，

０．９９ｎｍ为其它游离物的荧光寿命；主峰位６２８ｎｍ

处对应有３ 个荧光寿命，大小为 １５．７６，４．５２，

１．２１ｎｓ，分别对应了原卟啉、锌卟啉和其它游离物

的荧光寿命；峰值为６９２ｎｍ的荧光峰位相应有２个

荧光寿命，分别为１５．４８ｎｓ和４．１９ｎｓ，与原卟啉和

锌卟啉的荧光寿命相对应。

４　讨　　论

当用波长为４０７ｎｍ的激光照射时，在５９６，６２８，

６９４ｎｍ处产生了３个荧光峰。根据吸光度的加和

性［６］，若用ε犻，λ犻表示不同的荧光峰处各荧光团分子吸

收４０７ｎｍ入射光的吸收强度，犮犻 为各参与发光组分

的浓度，犫为液池的长度，则当入射光照射红细胞悬液

时，溶液中不同发射峰对应荧光团的总吸光度为

犃λ１

犃λ２

犃λ

烄

烆

烌

烎３

＝

ε１，λ１ ε２，λ１ ε３，λ１

ε１，λ２ ε２，λ２ ε３，λ２

ε１，λ３ ε２，λ３ ε３，λ

烄

烆

烌

烎３

犫犮１

犫犮２

犫犮

烄

烆

烌

烎３

， （２）

式中犃λ１，犃λ２，犃λ３分别表示红细胞悬液对发射峰位

于λ１＝５９６ｎｍ，λ２＝６２８ｎｍ和λ３＝６９４ｎｍ的荧光

团的总吸光度。

根据实验结果可得：ε２，λ１＝０，ε３，λ３＝０。因而（２）

式为

犃λ１

犃λ２

犃λ

烄

烆

烌

烎３

＝

ε１，λ１ ０ ε３，λ１

ε１，λ２ ε２，λ２ ε３，λ２

ε１，λ３ ε２，λ３

烄

烆

烌

烎０

犫犮１

犫犮２

犫犮

烄

烆

烌

烎３

． （３）

　　对于溶液型发光物质的荧光强度犉，除了和物

质的荧光量子产率犢犉 有关外，还和浓度犮以及物质

的摩尔吸光系数ε有关
［６］：

犉＝２．３犢犉犐０ε犫犮， （４）

式中犐０ 为入射光强度。利用荧光强度的加和性
［６］，

若用犢１犉
λ２

，犢２犉
λ２

和犢３犉
λ２

分别表示锌卟啉、原卟啉和

其它游离物吸收波长为４０７ｎｍ的入射光而发射荧

光波长为６２８ｎｍ的荧光量子产率，则产生波长为

６２８ｎｍ荧光光子的强度为

犉６２８ｎｍ ＝２．３犢
１
犉
λ２
犐０ε１λ２犫犮１＋２．３犢

２
犉
λ２
犐０ε２λ２犫犮２＋

２．３犢３犉
λ２
犐０ε３λ２犫犮３． （５）

　　同样，根据锌卟啉、原卟啉和其它游离物产生荧

光光子的特点，也可以得到产生波长为５９６ｎｍ和

６９２ｎｍ荧光光子的强度。

如果发射荧光光子的物质不止一种且混合在一

起，每种物质均有可能吸收入射光能量并发射荧光

光子，利用单光子计数法并结合仪器软件分析混合

物中各发射荧光物质的相对含量，荧光强度的百分

比等信息，其计算式为

０４３０００５３
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犮犻＝犅犻 ∑
３

犻＝１

犅犻，　犻 ＝犅犻τ犻 ∑
３

犻＝１

犅犻τ犻，

〈τ〉＝∑
３

犻＝１

犅犻τ
２
犻 ∑

３

犻＝１

犅犻τ犻， （６）

式中犮１，犮２，犮３为红细胞悬液中锌卟啉、原卟啉和其

它游离物的质量分数，犅１，犅２，犅３ 为各组分在数据

拟合中对应的前置因子，１，２，３ 为锌卟啉、原卟

啉和其它游离物所发射荧光光子数（强度）占总荧

光光子数目（总强度）的百分比，〈τ〉为整个衰变过

程的平均衰变时间，即混合溶液的平均荧光寿命，

τ１，τ２，τ３ 分别为锌卟啉、原卟啉和其他游离物的荧

光寿命。

通过以上公式可以将红细胞悬液中含有的锌卟

啉和原卟啉参与发射荧光的质量分数、荧光强度占

总发射强度的百分比以及总衰变过程的荧光寿命计

算得出。对于主荧光峰位６２８ｎｍ处的荧光发射，

原卟啉、锌卟啉和其它游离物参与荧光发射的质量

分数分别为：犮１ ＝４２．２７％，犮２ ＝４７．４０％，犮３ ＝

１０．３３％。各荧光强度占总强度的相对百分比分别

为：１＝２０．１０％，２＝７８．５８％，３＝１．２７％。整个

衰变过程的平均荧光寿命为：〈τ〉６２８ｎｍ＝１３．３１ｎｓ。通

过计算结果可以看出，原卟啉参与荧光发射的相对含

量和锌卟啉基本相同，但相对荧光强度约为锌卟啉的

４倍，可见在６２８ｎｍ峰值处原卟啉的量子产率明显

高于锌卟啉。此时对应的电子跃迁能级间隔约为

１．０８ｅＶ。

同理，５９６ｎｍ峰位处，该衰变过程的平均荧光

寿命为〈τ〉５９８ｎｍ＝１．９７ｎｓ，对应的电子跃迁能级间

隔约为０．９７ｅＶ。锌卟啉和其他游离物参与荧光发

射的质量分数分别为９０．６８％和９．３２％，对应的相

对荧光强度分别为６９．５９％和３０．４１％，此时锌卟啉

为主要的荧光发射团，但其他游离物也在该峰位荧

光发射处做出了一定的贡献。而在６９２ｎｍ 峰位

处，此衰变过程的平均荧光寿命为 〈τ〉６９２ｎｍ ＝

１４．５８ｎｓ，对应的电子跃迁能级间隔约为１．２６ｅＶ。

原卟啉的质量分数为７５．６７％，其相对荧光强度为

９１．９９％；锌卟啉的质量分数为２４．３３％，相对荧光

强度为８．０１％。原卟啉的相对浓度为锌卟啉的３

倍，而相对荧光强度却为锌卟啉的十几倍，其量子产

率较高，进一步说明此峰位的荧光发射主要来源于

原卟啉。

由计算结果可知，在一定浓度的红细胞悬液中，

原卟啉、锌卟啉和其他游离物的含量固定不变，但在

激发光照射下，由于各发光组分对荧光发射波长的

变化较为敏感，其参与荧光发射的相对百分比在不

同荧光峰位处有所不同，因而引起各组分的荧光强

度占总强度的相对含量发生了变化，并导致了总荧

光发射强度和平均荧光寿命在不同峰位处的改变。

５　结　　论

实验检测了红细胞悬液在激光照射下的稳态和

瞬态荧光光谱，获得了相应的荧光寿命，并理论计算

了红细胞悬液中锌卟啉和原卟啉发射荧光的质量分

数和相对荧光强度。在波长为４０７ｎｍ 激光照射

下，溶液向外发射中心波长分别位于５９６，６２８，６９２

ｎｍ的荧光光谱，各荧光峰对应的整个衰变过程的

平均荧光寿命分别约为１．９７，１３．３１，１４．５８ｎｓ。对

于主荧光峰位６２８ｎｍ处，原卟啉参与荧光发射的

相对含量和锌卟啉基本相同，但相对荧光强度约为

锌卟啉的４倍。５９６ｎｍ峰位处，锌卟啉作为主要的

荧光发射团，其对应的相对荧光强度约占总强度的

２／３。而在６９２ｎｍ峰位处，原卟啉的相对浓度为锌

卟啉的３倍，而相对荧光强度却为锌卟啉的１１倍。

锌卟啉和原卟啉在不同峰位处发射荧光相对含量的

差异，可为进一步研光与血液的相互作用提供理论

依据，并对临床上健康和异常生命体特征识别具有

参考价值。
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