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银纳米微粒对锌卟啉的荧光增强效用研究
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摘要 采用波长为 407 nm的激光照射以银纳米颗粒作为荧光增强剂的成人全血溶液，研究其对血液中锌卟啉 (ZPP)
的荧光增强作用。实验结果表明，胶体状态的银纳米颗粒可以显著增强锌卟啉的荧光强度，增强效果最大可以达

到 5.2倍，且荧光增强效率随银胶加入量的增加呈现先增后减的趋势。分析认为，当溶液中锌卟啉分子和银纳米颗

粒之间的距离满足荧光增强条件时，引起荧光强度的增加。加入大量的银胶颗粒时，分子之间作用距离逐渐减小，

增强效果发生变化。研究结果表明使用银纳米颗粒可以实现低浓度血样中锌卟啉荧光的增强效应，为提高锌卟啉

检测的灵敏度和精度提供有价值的参考。
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Abstract Adult blood with silver nanoparticles is radiated by laser with wavelength of 407 nm, and the effect

of colloidal silver nanoparticles on the fluorescence performance of zinc porphyrin (ZPP) in blood has been

investigated. It has been found that colloidal silver nanoparticles can enhance fluorescence intensity of ZPP in

low concentration human blood significantly, the highest enhancement ratio is about 5.2. Moreover, with the

increase in silver colloid amount, the fluorescence enhancement efficiency increases firstly and then

decreases. Theoretical analysis indicates that when the distance between ZPP molecules and silver

nanoparticles in the solution meets fluorescence enhancement condition, the intensity of ZPP fluorescence can

be improved. However, after adding extra silver particles, the distance between molecules will decrease, which

is detrimental to the enhancement effect. The research shows that silver nanoparticles can enhance the

fluorescence intensity of ZPP in low concentration human blood, which is important for the improvement of

ZPP detection sensitivity and accuracy.
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1 引 言
卟啉是人体血液中的主要光敏物质之一，血卟啉代谢是一种人体正常的生理活动，对维持人体正常的

生理功能具有重要意义。锌卟啉由游离原卟啉与锌离子络合形成，可作为体内铅吸收的检测指标，健康机

体中锌卟啉的正常含量为 0.6~1.0 μm/L。有文献记载 [1]，大多数恶性肿瘤 (如肝癌、胃癌、肺癌、白血病等)周围

及血液中锌卟啉含量明显增高。因此锌卟啉的检测对诊断机体健康状态具有非常重要的意义。常用的监
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测锌卟啉含量的方法 [2]有很多，如高效液相色谱法、荧光法、分光光度法。其中荧光法具有方法简便、选择性

好、重现性好、灵敏度高、取样量少及设备简单等优点，目前常用于锌卟啉相关实验研究中。由于锌卟啉在

体内的含量很少，利用传统的荧光光谱技术对正常血液与非正常血液中的锌卟啉荧光进行研究，发现两种

荧光的差异性不是很大，单纯依据两者的荧光强度进行诊断稍有困难，满足不了当前的研究和临床使用要

求。因此亟需寻找一种提高光谱法检测血液中锌卟啉灵敏度的方法。

大量研究表明 [3-5]，金属纳米颗粒具有特殊的表面等离子体共振作用，能增强粒子表面的局域电磁场，影

响颗粒表面及周围荧光团的自由空间条件，进而可以增强一些物质的荧光光谱、表面增强拉曼散射光谱等，

增强的光谱效应可显著提高光谱检测的灵敏度，在生物医学领域得到了广泛的应用 [6-7]。刘琨等 [6]以银胶体

粒子为表面增强拉曼散射基底，获得了高信噪比的小鼠血清表面增强拉曼光谱，该光谱中可以清晰地看到

血清中多种蛋白类分子的拉曼特征峰。通过探索性实验发现在荧光光谱技术的基础上引入金属纳米微粒

增强荧光的技术，可以增强血液中锌卟啉在 570~700 nm范围的荧光强度。本文基于银纳米颗粒对全血溶液

的荧光增强，研究了银纳米颗粒对低浓度血液中锌卟啉的荧光增强效果，研究结果可以为精确监测锌卟啉

的含量提供有价值的参考。

2 实验设备和样品
实验所用主要仪器为 Edinburgh Instruments公司生产的 FLS920型多功能光谱仪，激发光光源是输出波

长为 407 nm的 PDL800-B型皮秒脉冲半导体激光器。扫描 450~750 nm范围内的样品发射光谱。

实验中，以柠檬酸钠(C6H5Na3O7·2H2O)作为还原剂还原硝酸银(AgNO3)溶液得到银胶(AgNPs)，柠檬酸钠同

时兼做稳定剂，实验中使用的柠檬酸钠和 AgNO3溶液均为分析纯。有研究表明这种实验方法得到的银胶中，

银纳米粒子会吸附柠檬酸根离子而形成扩散的双电层结构，使表面带有负电荷而阻止银粒子的聚集 [8-9]。透

射电子显微镜 (TEM)下观察到的图像如图 1所示。从图 1中可以看出，银纳米颗粒的分散性和均一性较好，

形貌近似圆形，有少量的棒形，尺寸大约为 40~80 nm。

图 1 银胶 TEM图像

Fig.1 TEM image of silver colloid
实验所用血样来自医院检验科的健康成人体检血样，置于血常规管 (K2EDTA)中低温保存。人全血溶液

配制过程中，以医用标准生理盐水作为溶剂。为了消除加入银胶溶液对血样浓度的影响，固定每份样品的

体积为 2 mL，具体配制方法如表 1所示。进行荧光光谱测量时，同组实验中采用相同的扫描参数，且血样来

自同一人的同次血样采集。

表 1 0.4%全血溶液的荧光增强实验样品配制表

Table 1 Sample preparation table for fluorescence enhancement test of 0.4% whole blood solution
Sample No.
AgNPs /mL

Normal saline /mL
Whole blood /mL

Total /mL

1
0

1.992
8
2

2
0.4

1.592
8
2

3
0.5

1.492
8
2

…

…

…

…

…

15
1.7

0.292
8
2

16
1.8

0.192
8
2

17
1.9

0.092
8
2
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3 实验结果
3.1 正常全血溶液的光谱研究

3.1.1 人全血溶液的荧光光谱

采用波长为 407 nm的激发光激发不同浓度的正常全血溶液，其浓度分别为 0.4%、0.8%、1.5%、4%、7%和

10%，获得不同浓度的全血溶液荧光光谱，如图 2所示。由图 2可知，荧光光谱中会出现 4个很明显的峰，峰

值分别位于 473，515，560和 600 nm左右，其中锌卟啉在 590 nm左右有一个发射峰 [10-11]，隐藏在 600 nm左右

的宽发射带内而不可见。

图 2 人全血溶液荧光光谱

Fig.2 Fluorescence spectra of human blood solution with different concentrations
3.1.2 人全血溶液的吸收光谱

为了研究银胶对血液是否有荧光增强作用及如何达到最好的增强效果，实验中测量了银胶的吸收光谱

和全血溶液的吸收光谱，如图 3所示。从图 3可以看出，银胶在 350~550 nm 范围内有一吸收带，峰位置在

435 nm处，为银胶的表面等离子体共振波长，分析认为制备银纳米颗粒大小不均匀，银纳米颗粒吸收峰的位

置随颗粒尺寸的增加发生了红移形成这一较宽的吸收带。全血溶液有 5个吸收峰，分别位于 277、344、417、
542和 577 nm处，其中 417 nm处最强。

图 3 银胶和全血溶液的吸收光谱

Fig.3 Absorption spectra of colloidal silver solution and blood solution
有研究表明，当金属纳米颗粒的表面等离子体共振波长与荧光分子的吸收带重合时，金属纳米颗粒表

面产生的局域电磁场增加荧光团的激发率，会达到最大的荧光增强效果 [12]。实验中银纳米颗粒在 435 nm附

近的等离子体共振波长与血样在 417 nm处的吸收带有很好的重合，理论上预测银纳米颗粒增强锌卟啉的荧

光强度存在可能性。

3.2 人全血溶液的荧光增强光谱研究

3.2.1 银胶对全血溶液荧光增强作用研究

对加入相同量银胶的 0.4%全血样品和 4%全血样品进行比对实验，样品配制参照表 1。分别得到两组样

品在 570~750 nm范围内的荧光增强光谱图，如图 4所示，其中“+N mL AgNPs”表示在该份全血溶液样品中加

入了 N mL银胶溶液，其他与图中意义相同。

根据图 4分析 0.4%全血溶液在 597 nm处的荧光峰，银纳米颗粒的加入对该峰的荧光强度有明显的增强
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作用。4%全血溶液的荧光峰位置在 612 nm左右，银纳米颗粒的加入使这个位置的荧光峰强度发生了严重

的荧光淬灭，峰的位置没有明显变化。

图 4 全血溶液荧光增强光谱图

Fig.4 Fluorescence enhanced spectra of whole blood solution
鉴于银纳米颗粒对 0.4%全血样品荧光光谱有明显的增强作用，在后续实验中将使用该浓度的血液样品

进行不同量的银纳米颗粒对全血溶液荧光增强效果的研究。

3.2.2 不同银胶量的增强效果研究

为了详细研究加入不同量的银纳米颗粒对全血溶液中锌卟啉成分荧光增强的效果，对加入不同量银胶

的 0.4%全血样品进行了比对实验，荧光增强实验中样品具体制备方法如表 1所示。

获得表 1中 1~17号样品的荧光增强光谱，部分结果如图 5所示。从图 5中可以看出，该组样品中获得的

0.4%全血溶液的荧光光谱图中荧光峰的位置在 598 nm左右，随着银胶加入量的增加，银纳米颗粒对 598 nm
处的荧光增强作用呈现先增后减的趋势。

图 5 加入不同量银胶的 0.4%全血溶液荧光增强光谱

Fig.5 Fluorescence enhanced spectra of 0.4% whole blood solution with various amount of silver nanoparticles added

4 分析讨论
从图 5 中可以看出，580~700 nm 是一个宽展的发射带，其中隐藏了锌卟啉在 590 nm 附近的荧光发射

峰。特对这 17份荧光光谱的二次导数进行分析，部分结果如图 6所示。所有光谱的二次导数在 590 nm左右

均有明显的极小值。这说明 17份样品在 590 nm 左右有被隐藏的荧光峰，统计计算得出这 17份光谱中在

590 nm周围的峰平均位置为 591.5 nm，该发射峰是锌卟啉的特征峰。

为了详细研究银胶加入量与荧光增强效果的关系，得到 591 nm处的荧光增强率随银胶加入量变化的曲

线，如图 7所示。其中荧光增强倍率通过 (1)式得到，式中 IA 为加入一定银胶量的全血样品在 591 nm处的荧

光发射峰强度，IB 为纯 0.4%全血溶液在 591 nm处的荧光发射峰强度。

N = IA - IB
IB

. (1)
由图 7可以看出，随着银胶加入量的增加，银纳米颗粒对锌卟啉在 591 nm处荧光的增强效果呈现先增

后减的趋势。当锌卟啉的加入量为 1.0 mL左右时获得最强的荧光增强效果，约为 5.2倍。
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图 6 部分荧光增强光谱的二次导数

Fig.6 Second derivatives of partial fluorescence enhanced spectra

图 7 锌卟啉荧光增强倍率随银胶加入量的变化图

Fig.7 Zinc porphyrin fluorescence enhancement ratio with the amount of silver variation
有研究表明，金属纳米微粒增强荧光的途径主要有两种 [10]：1) 金属纳米微粒的表面等离子体共振增强局

域电磁场，局域电磁场增加荧光团的激发率；2) 局域电磁场的存在引起荧光量子产率的增加，提高了荧光分

子的辐射衰减率。理论上，当金属纳米微粒的表面等离子体共振波长与荧光团的吸收带重合时，易发生第

一种荧光增强机制，可以获得较好的荧光增强效果 [13]。实验中银胶的吸收峰在 435 nm左右，吸收带为 350~
550 nm，恰与人全血溶液的最强吸收峰 417 nm有重合，因此银纳米颗粒可以起到增强全血溶液荧光发射峰

的作用。当锌卟啉受到 400 nm左右的激发光激发时，吸收光子并从基态跃迁到激发态，产生 1S1,0→0S0,0的能

级跃迁，发射 590 nm的荧光 [14]。

金属微粒与荧光团之间的距离 d影响荧光团的激发效率和辐射衰减率 [15]，当 d在 5~25 nm范围内，荧光

团的激发效率和辐射衰减率被提高，易产生有效的荧光增强。当 d＜5 nm时，荧光团会产生非辐射衰减而导

致荧光淬灭。实验中，在固定 2 mL的实验样品中，随着银纳米颗粒数量的增加，银纳米粒子与血样中各种荧

光团之间的距离 d会逐步减小，从而引起荧光增强效果发生改变。

5 结 论
1) 全血溶液的吸收带与银纳米颗粒的表面等离子体共振波长有很好的重合，在银纳米颗粒产生的局域

电磁场影响下，锌卟啉的激发率显著增加，从而使锌卟啉的荧光得到增强。

2) 适当银胶的加入对低浓度血液中锌卟啉在 591 nm处的荧光发射峰起到了荧光增强作用。随着银胶

加入量的增加，对锌卟啉荧光的增强效果呈先增后减的趋势。当银胶加入量在 1.0 mL左右时达到最佳荧光

增强效果，荧光增强倍数可以达到 5.2倍。
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3) 在固定 2 mL体积的样品中，不同银胶颗粒数量影响着银胶颗粒和锌卟啉分子的距离，对锌卟啉荧光

分子的荧光产生了不同的增强效果。

研究结果对进一步提高锌卟啉荧光检测灵敏度、扩大荧光技术的应用范围提供了更多的可能，为金属

荧光增强技术进一步应用于血液荧光检测的研究提供了参考。金属增强荧光技术在理论上还有待进一步

完善和实验验证，可以通过建立合理的理论模型等多种手段深入研究金属增强荧光的规律，进一步扩大金

属纳米微粒增强荧光的应用范围。
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