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激光照射血细胞的衰变规律和损伤机制研究
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摘　要：采用ＦＬＳ９００型稳态荧光光谱仪对红色激光持续照射的正常离体血液和酒精中毒离体血

液进行了荧光检测，得到了血液物质成分变化及荧光光谱特征随时间衰变的规律．研究结果表明：

随着血液离体时间的延长，当４０７ｎｍ的紫光激励时，在６０５ｎｍ处的荧光峰峰位保持不变只是强

度缓慢减弱，但两者均在离体后的１４ｈ和１０ｈ出现了谱形突变，并在４７４ｎｍ处产生了一个强荧

光峰．比较分析发现激光对正常离体血液的衰变有明显的延缓作用，对酒精作用破坏的红细胞也有

部分修复功能，但当激光持续照射一定时间后却导致了细胞的形态改变进而加速了细胞的溶血进

程，产生了大量的内源性荧光物质还原烟碱腺嘌呤二核苷酸．本文的研究结果能为血细胞活性衰变

规律以及功能结构研究提供有意义的参考．
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０　引言

过量饮酒可引发脂肪、蛋白质、糖的代谢紊乱，

心血管疾病、胃、十二指肠、糖尿病及酒精肝等多种

疾病，同时也对血液系统和中枢神经系统有着不同

程度的损伤．酒精摄入人体后，９０％以上在肝脏代

谢、分解．一旦酒精含量超出肝脏的解毒能力，它可

直接吸收进入血液，导致血液中红细胞的变形能力

下降、平均体积增大、白细胞减少、血小板数及功能

的异常等［１］，从而加速细胞的衰变，造成生物体组织

的宏观病变．

在近年来低强度激光照射病变组织或血液的研

究受到了众多学者的广泛关注，有关低强度激光照

射引起血液及红细胞性质改变的实验研究也越来越

多［２４］．早在２０多年前医疗机构就采用低强度激光

血管内照射来治疗心脑血管疾病，虽然照射后能有

效改善微循环灌注以及组织、器官的供血，加速血液

的流动性．但有关此类的研究几乎都以临床现象和

疗效为主，虽然也已开展了不少基础实验研究，但其

作用机制至今尚无定论．研究激光照射正常离体血

液和酒精中毒离体血液的衰变规律对于阐明细胞生

命进程、探讨低强度激光的生物效应、以及低强度激

光的临床应用等都具有十分重要的意义．通常研究

细胞的衰变都是从生物学角度进行的，而近年来采

用荧光光谱技术对于血液荧光光谱的研究也有不

少［５９］，荧光光谱技术由于其诊断方法具有快速客

观、灵敏准确且简单实用等特点，因而受到了广泛的

关注和应用［１０１２］．

本文采用荧光光谱技术对激光照射的正常离体

血液和酒精中毒离体血液的衰变规律进行了比较研

究，对低强度激光和酒精对红细胞活性衰变的影响

进行了探讨，得到了激光对血细胞的作用机制，特别

是对病变红细胞的修复效应，研究结果能对病变红

细胞的特性和激光的生物学效应研究提供帮助．

１　材料和方法

实验所用仪器为英国 ＥｄｉｎｂｕｒｇｈＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ

Ｉｎｃ生产的ＦＬＳ９００型稳态荧光光谱仪．激发光源是

功率为５ｍＷ，波长为４０７ｎｍ的半导体激光器．对

离体血液进行持续照射的是功率为５ｍＷ，波长为

６３２．８ｎｍ的低强度ＨｅＮｅ激光器．

实验所用动物为两只体态相似的雄性小白鼠，

其中一只被灌入浓度为５３％的白酒并致其昏迷．

０．５ｈ后同时将两只小白鼠经眼眶采血，加入５％的

肝素抗凝，获得全血溶液．为保证实验结果的有效性

和可比性，进一步用生理盐水将二者配制成１．５ｍＬ

浓度均为１％的全血溶液．放置在温度为２０～２２℃

的室内，分别用两个型号功率完全相同，波长为

６３２．８ｎｍ的ＨｅＮｅ激光器进行持续照射，每２～３ｈ

进行一次光谱扫描检测．
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２　实验结果与分析

２．１　激光照射正常离体血液的荧光光谱研究

图１为正常离体血液经激光持续照射４ｈ、８ｈ、

１２ｈ、１４ｈ、１５ｈ以及１６ｈ内的荧光光谱图，并与新

鲜的离体血液进行对比（０ｈ）．从图中可以看出０～

１２ｈ每条谱线均有四个谱峰，其峰值分别位于

４５６ｎｍ、５１５ｎｍ、５５６ｎｍ和６０５ｎｍ处．随着激光在

０～１２ｈ内的持续照射，其谱峰位置几乎不变，只是

强度随着时间的变化逐渐缓慢减弱．从１４～１６ｈ光

谱中可以看出血液离体１４ｈ后的荧光光谱图出现

突变，６０５ｎｍ处谱峰强度缓慢减弱，在４５６ｎｍ和

５１５ｎｍ 处的谱峰逐渐消失．激光照射１６ｈ后，

４５６ｎｍ和５１５ｎｍ处的谱峰完全消失，取而代之的

是一个高强度的宽展谱峰，峰值位于４７４ｎｍ处．图

１中从４５０～５４０ｎｍ有个宽展的谱，不能从图中准

确得出发射峰的位置和数量，不便于对其进行分析

讨论．而导数荧光分析中二阶导数谱的极小值位置

对应原谱线的极大值位置，即峰位，可以精确得到荧

光的发射中心波长．因此为了精确寻找宽展谱的荧

光峰位，特对稳态荧光谱做了二阶导数，但由于０～

１２ｈ的二阶导数谱形几乎完全吻合，所以下面只对

谱形变化大的时间段即离体后１４ｈ以上光谱进行

二阶导数光谱分析，并与新鲜离体血液做对比．

图１　激光照射０～１６ｈ，１％正常离体血液的荧光光谱

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆ１％ｎｏｒｍａｌ

ｂｌｏｏｄ０～１６ｈｏｕｒｓ

图２为激光照射０～１６ｈ，１％正常离体血液二

阶导数光谱图．从图中可以看出四条谱线均有４个

明显的极小值，且其中有三个极小值的位置几乎是

不变的，即５１９ｎｍ、５５８ｎｍ和６００ｎｍ处．这与图１

中５１５ｎｍ、５５６ｎｍ和６０５ｎｍ处的稳态荧光谱峰位

置符合很好．通过查阅文献认为在５５８ｎｍ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［１３］．而５１９ｎｍ和６００ｎｍ处谱峰分别主要

由血液中的黄素腺嘌呤二核苷酸和内源性卟啉所发

射［１４］．此外，第一处极小值的光谱位置在激光照射

后发生了红移，分别有６ｎｍ，７ｎｍ和８ｎｍ的红移，

最后红移至４６２ｎｍ处．分析认为４７４ｎｍ处的高强

度谱峰应主要由４６２ｎｍ、５１９ｎｍ谱峰共同形成，而

４６２ｎｍ的谱峰强度迅速增大掩盖了５１９ｎｍ的谱

峰，形成了一个强的新谱峰．经查阅文献认为

４６２ｎｍ附近的谱峰主要由血液中的还原烟碱嘌呤

二核苷酸（磷酸盐）发射所致［１４］．

图２　激光照射０～１６ｈ，１％正常离体血液二阶导数光谱

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｓｅｃｏｎｄｏｒｄｅｒｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓｐｅｃｔｒｕｍ

ｏｆ１％ｎｏｒｍａｌｂｌｏｏｄｉｒｒａｄｉａｔｉｎｇ０～１６ｈｏｕｒｓ

正常离体血液在激光的持续照射下，从０～

１２ｈ在６０５ｎｍ处的荧光峰峰位不变，强度随着时间

的变化呈现出减弱缓慢的趋势，在１４ｈ后产生了谱

形突变．由于６０５ｎｍ处的荧光峰由卟啉发射出，而

卟啉存在于血液中的血红素中．据此可以认为激光

照射对血红素的能级跃迁几乎没有影响，只是随着

时间的延长，血细胞缓慢分解，血红素含量逐渐变

少．而不经过激光照射的正常离体血液从０～７ｈ在

６０５ｎｍ处的荧光峰强度缓慢减弱，从７～１９ｈ荧光

峰强度开始急剧降低［１５］．所以激光照射后的正常离

体血液突变时间比未经激光照射的正常离体血液的

突变时间要晚大约７ｈ，即激光的照射延缓了红细

胞的衰变．这是因为血红蛋白与膜的连接是一种弱

耦合相互作用［１６］，由于６３２．８ｎｍ的激光照射使红

细胞膜上的血红蛋白的振动能增加，进而使其脱离

与膜的链接成为细胞中的自由血红蛋白，从而改善

了红细胞的变形能力，使红细胞活性增强，延缓了血

液的衰变．但在１４ｈ后出现谱形突变并最终在

４７４ｎｍ处产生一强荧光峰，这是正常离体血液衰变

所不存在的现象．分析认为在激光照射１４ｈ后导致

了细胞的形态改变进而加速了细胞的溶血，产生了

内源性荧光物质还原烟碱腺嘌呤二核苷酸．

２．２　激光照射酒精中毒离体血液的荧光光谱研究

图３（ａ）为酒精中毒离体血液经激光持续照射２

ｈ、６ｈ、以及８ｈ内的荧光光谱图，并与新鲜的酒精

中毒离体血液进行对比（０ｈ）．从图中可以看出每条

谱线也是均有四个谱峰，其峰值分别位于４５６ｎｍ、

６７６
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图３　激光照射０～８ｈ，１０～１２ｈ和１２～１４ｈ

１％酒精中毒血液的荧光光谱

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆ１％ａｌｃｏｈｏｌｉｓｍ

ｂｌｏｏｄｉｒｒａｄｉａｔｉｎｇ０～８ｈ，１０～１２ｈａｎｄ１２～１４ｈ

５１５ｎｍ、５５６ｎｍ和６０５ｎｍ处．随着激光在０～８ｈ

内的持续照射，其谱峰位置几乎不变，只是强度随着

时间的变化逐渐缓慢减弱．

图３（ｂ）为激光持续照射酒精中毒血液１０ｈ与

１２ｈ的荧光光谱图．从图中可以看出血液离体１０ｈ

后的荧光光谱图出现突变，６０５ｎｍ处的谱峰强度缓

慢减弱，４５６ｎｍ和５１５ｎｍ处的谱峰却逐渐消失．

图３（ｃ）为激光持续照射酒精中毒血液１２ｈ与

１４ｈ的荧光光谱图．由于１４小时的谱峰强度太大

掩盖了其他时间段的谱峰，所以没将其与其他时间

段谱峰合并在一起．从图中可以看出在 １４ｈ，

４５６ｎｍ和５１５ｎｍ处的谱峰已完全消失，取而代之

的是一个极强的谱峰，峰值位于４７４ｎｍ处，由于峰

值太大已经掩盖了６０５ｎｍ处的主荧光峰．为了研

究激光照射前后的荧光发射机制，对其也进行了二

阶导数光谱分析．

图４为激光持续照射酒精中毒离体血液０～

１４ｈ二阶导数光谱图．从图中可以看出１４ｈ谱线

４６２ｎｍ处的极小值强度太大，掩盖了其他处的极小

值．经查阅文献认为４６２ｎｍ附近的谱峰主要由血

液中的还原烟碱嘌呤二核苷酸（磷酸盐）发射所

致［１４］．

图４　激光照射０～１４ｈ１％酒精中毒血液二阶导数光谱

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｓｅｃｏｎｄｏｒｄｅｒｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆ

１％ａｌｃｏｈｏｌｉｓｍｂｌｏｏｄ０～１４ｈｏｕｒｓ

酒精中毒离体血液在激光的持续照射下，从０～

８ｈ在６０５ｎｍ处的荧光峰峰位不变，强度随着时间

的变化逐渐缓慢减弱，在１０ｈ后产生了谱形突变．

而未经过激光照射的酒精中毒离体血液从０～５ｈ

在６０５ｎｍ处荧光强度缓慢减弱，从５～１３ｈ荧光峰

强度开始急剧降低［１５］．所以激光照射的酒精中毒血

液的突变时间比未经激光照射的酒精中毒离体血液

的突变时间要晚大约５ｈ，即激光的照射延缓了酒

精中毒血液的衰变，说明激光能够部分修正酒精对

红细胞的破坏．而离体１０ｈ之后出现谱形突变并最

终在４７４ｎｍ处产生了一极强荧光峰，这也是酒精

中毒离体血液正常衰变所不存在的现象．分析认为

在激光持续照射１０ｈ后激光的光热效应逐渐显现，

加上乙醇的共同作用诱发了强烈的损伤反应，如过

氧化反应、启动细胞凋亡程序等，极大的加速了细胞

的溶血进程，产生了大量的内源性荧光物质还原烟

碱腺嘌呤二核苷酸．

通过比较激光照射正常离体血液和酒精中毒离

体血液稳态荧光光谱发现，照射正常离体血液１４ｈ、

１５ｈ和１６ｈ图谱分别与照射酒精中毒离体血液

１０ｈ、１２ｈ和１４ｈ的图谱很相似，只是后者比前者

要提前２～３ｈ．主要是因为乙醇作用于红细胞提高

了细胞的渗透脆性，降低了红细胞的抗张能力，加速

了红细胞的溶血，从而使时间提前．由于激光照射在

一定程度上延缓了酒精中毒血液的衰变，所以激光

对酒精作用破坏的红细胞有部分修复功能．

７７６
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３　结论

本文采用荧光光谱技术研究了激光照射正常离

体血液和酒精中毒离体血液的衰变规律，得到：

１）持续激光照射的正常离体血液和酒精中毒离

体血液在６０５ｎｍ处的峰位不变，强度缓慢减弱，表

明激光照射对血红素的能级跃迁几乎没有影响，只

是血红素含量逐渐变少，红细胞缓慢分解；

２）激光对正常离体血液的衰变有明显的延缓作

用，也能够部分修正酒精对红细胞的破坏；

３）持续激光照射使得离体血液在４７４ｎｍ处产

生一高强度的宽展谱峰，表明长时间的激光照射会

导致细胞的形态改变，加速细胞的溶血；

４）谱峰突变的原因是持续激光照射损伤了红细

胞膜，加速了细胞的溶血，产生了大量内源性荧光物

质还原烟碱腺嘌呤二核苷酸．
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