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摘　要：为了研究细胞超弱光子辐射的动力学特征及其所揭示的生物学意义，用２０μＷ／ｃｍ
２ＵＶＢ

辐射大豆愈伤组织２ｈ，测定停止辐射后４ｄ内大豆愈伤组织在ＬＥＤ光诱导下的延迟发光．通过建

立延迟发光动力学方程和数学拟合得到了大豆愈伤组织超弱光子辐射中的延迟发光积分强度、初

始光子数、衰减参数和自发发光，讨论了这些发光动力学参数的生物学意义．研究结果表明，在停止

ＵＶＢ辐射后的４ｄ内，大豆愈伤组织的光诱导延迟发光服从双曲线弛豫．动力学分析发现，延迟

发光积分强度和初始光子数随处理后时间的进行呈现波动变化，停止ＵＶＢ辐射后，自发发光和丙

二醛（ＭＤＡ）含量均呈现升高的趋势，在辐射后２ｄ附近达到峰值，此后同步下降．用延迟发光积分

强度和自发发光的比值定义细胞的状态参量犙和序参量犚，发现 ＵＶＢ辐射后大豆愈伤组织细胞

犙值或犚 值的变化反映了ＵＶＢ辐射对大豆愈伤组织细胞的损伤以及细胞的恢复过程．
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０　引言

生物超弱光子辐射包括自发发光和延迟发光．

自发发光是指生物系统在暗中产生的光子发射，延

迟发光是指外界短暂光照射后生物系统出现的持续

发光现象．近年来的大量研究表明，生物超弱光子辐

射是生命系统一个重要的信息源，它与生物的光合

作用、氧化代谢、ＤＮＡ合成反应、细胞分裂和死亡以

及生长调控等等许多基本生命过程都有极为密切的

联系［１４］，并且对生物系统内部的微观变化及外界环

境的影响高度敏感，是生物代谢状态极其灵敏的物

理指标［５７］，因此，其在医学、农业和环境检测等众多

方面都具有重要的应用价值［８］．目前，生物超弱光子

辐射的应用研究报道很多，但是，机理和定量研究较

少．由于缺乏对生物超弱光子辐射定量规律的了解，

制约了应用研究的进展．

有实验表明，ＵＶＢ辐射可以引起植物叶片超

弱光子辐射的明显改变［９］，那么，对于代谢旺盛的愈

伤组织，其超弱光子辐射对 ＵＶＢ辐射应该有更强

烈的反应．有鉴于此，本文以大豆愈伤组织为材料，

研究ＵＶＢ辐射诱导下大豆愈伤组织超弱光子辐射

的动力学规律，探索其定量分析方法，期望本文的研

究结果有助于揭示生物超弱光子辐射的定量规律，

并解读其所蕴含的物理意义和生物学意义，从而促

进生物光子技术的应用研究．

１　材料与方法

大豆愈伤组织的培养方法见文献［１０］，待大豆

愈伤组织呈指数增长趋势（１３ｄ左右）时，将愈伤组

织进行ＵＶＢ（３１２ｎｍ，２０Ｗ 北京电光源研究所提

供）辐射处理，处理剂量由台湾产ＴＮ３４０型紫外线

光强计（ＵＶＬｉｇｈｔｍｅｔｅｒ）确定．ＵＶＢ处理剂量为

２０μＷ／ｃｍ
２，处理时间为２ｈ，分别在处理后的１天

（１ｄ）、２天（２ｄ）、３天（３ｄ）、４天（４ｄ）取样．

大豆愈伤组织超弱光子辐射的测量由自制的测

量系统完成，该系统由激发光源、光源驱动模块、温

度控制模块、快门驱动模块、光探测器、数据采集与

处理模块、暗室和计算机构成，可以同时测量自发发

光和延迟发光，系统结构如图１．

在该系统中，激发光源为单只中心波长为

４５６ｎｍ的白色大功率超高亮度ＬＥＤ，采用低噪声低

压差大功率恒流源芯片ＣＮ５６１１及其外围电路为

ＬＥＤ提供稳定的驱动电流．ＬＥＤ发出的光经过透镜

均匀照射到样品上，样品受激后发出的光经过电子

快门进入光探测器进行数据采集．光探测器参照目
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图１　延迟发光检测系统结构图

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｄｅｌａｙｅｄｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

前大多数研究者采用的日本滨松（Ｈａｍａｎａｔｓｕ）公司

生产 的 光 子 计 数 专 用 大 口 径 光 电 倍 增 管

（ＰＭＴ）
［３，７，１１１２］．ＬＥＤ光源和电子快门的电路系统

控制图如图２，系统的工作过程见图３．整个电路系

统以ＡＴ８９ｓ５２单片机作为控制核心，进行光照时间

图２　电路系统控制图

Ｆｉｇ．２　Ｃｉｒｃｕｉｔｓｙｓｔｅｍｃｏｎｔｒｏｌｃｈａｒｔ

图３　系统工作流程图

Ｆｉｇ．３　Ｗｏｒｋｆｌｏｗｃｈａｒｔｏｆｓｙｓｔｅｍ

的控制．在电路进行复位后，对光照时间进行设置，

然后按开始键使整个电路进行工作．当计时时间到

以后，单片机输出一个控制信号使光源熄灭，同时由

单片机发出控制信号使快门打开，采集系统开始采

集生物延迟发光信号，并在计算机上得到需要的信

息．

样品室温度由温度控制系统控制，其由加热器、

温度传感器和温度控制器构成，保证样品室达到恒

温状态，且恒温段波动控制在±０．５℃的范围内．该

系统在温度为２５℃、ＰＭＴ加载负高压１０００Ｖ时，

暗室的本底噪声的平均光子计数为２８ｃｐｓ．

测量时称取１．０００ｇ处理后的愈伤组织，用镊

子把愈伤组织夹成均匀的颗粒状，把愈伤组织放在

测量系统的样品室中在１５００Ｌｘ光照５ｍｉｎ后延

迟０．５ｓ开始测量延迟发光．每次测量时间为３０ｓ，

采集数据间隔为０．５ｓ，工作电压－１０００Ｖ．为了减

少实验误差，测量前后各测１次本底，每个处理设置

３个重复，取平均．测量样品的自发发光时，关闭激

发光源，在黑暗中处理５ｍｉｎ，其他操作同延迟发光

测定．测量温度保持在２５℃．

丙二醛（ＭＤＡ）含量的测定采用硫代巴比妥酸

（ＴＢＡ）测定 ＭＤＡ含量的方法
［１３］，以每克鲜重所含

ＭＤＡ物质的量表示 ＭＤＡ含量（μｍｏｌ·ｇ
－１ＦＷ）．

２　结果与分析

２．１　犝犞犅辐射诱导的大豆愈伤组织延迟发光动

力学分析

将大豆愈伤组织用２０μＷ／ｃｍ
２ 的 ＵＶＢ辐射

０５４１
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２ｈ，在停止辐射后１ｄ、２ｄ、３ｄ和４ｄ时的延迟发光

曲线如图４．图中ＣＫ为不经 ＵＶＢ辐射处理的对

照组．由图４可见，各组曲线在辐射后４ｄ内呈现出

不同的变化．

图４　ＵＶＢ辐射后大豆愈伤组织４天内的延迟发光曲线

Ｆｉｇ．４　Ｄｅｌａｙｅｄｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅｃｕｒｖｅｓｏｆｓｏｙｂｅａｎｃａｌｌｕｓ

ｉｎｆｏｕｒｄａｙｓａｆｔｅｒＵＶＢｒａｄｉａｔｉｏｎ

为了定量分析图４所示的各延迟发光曲线的特

征和区别，认为生物光子辐射起源于生命物质中多

模光子辐射与处于激发态的各种生物分子间的集体

相干效应．于是，根据发光动力学基本原理可知，处

于激发态的生物分子布居数应该服从以下的非线性

动力学方程

ｄ狀／ｄ狋＝－μ·狀
γ（狋） （１）

式中，μ和γ是两个常数．

设狀０ 为外来激发光光照终止时（狋＝０）激发态

上高能分子的布居数，辐射强度犐（狋）正比于激发态

布居数的减少率，即犐（狋）∝－ｄ狀／ｄ狋，式（１）给出的辐

射强度为

犐（狋）＝
犐０

１＋
狋（ ）τ

β
（２）

式中，β＝
γ
γ－１

，τ＝
１

μ（γ－１）狀
γ－１
０

，犐０＝μ狀
γ
０．

但是，由式（２）将得到狋→∞时，犐＝０的情况．由

于在外来光激发下，生物超弱光子辐射应包括自发

发光犐ＳＬ和延迟发光，狋→∞时，犐应该趋近于自发发

光，考虑到这一点，将式（２）修改为

犐（狋）＝犐ＳＬ＋
犐０

１＋
狋（ ）τ

β
（３）

式中，犐ＳＬ为单位时间内的自发发光．

应用式（３）拟合图４中各延迟发光曲线，可以得

到延迟发光动力学过程的特征参数犐０、τ和β以及

犐ＳＬ，结果示于表１，犚
２ 是表征拟合优度的决定系数．

由表１可见，各组曲线的犚２ 均在０．９９８以上，表明

式（３）表示的动力学方程很好地刻画了图４中大豆

愈伤组织延迟发光及其在 ＵＶＢ辐射诱导下的变

化，也说明了大豆愈伤组织的延迟发光确实来源于

多模光子辐射与处于激发态的各种生物分子间的集

体相干效应．

表１　犝犞犅辐射诱导的超弱光子辐射动力学参数的变化

犜犪犫犾犲１　犞犪狉犻犪狋犻狅狀狊狅犳犱狔狀犪犿犻犮狆犪狉犪犿犲狋犲狉狊狅犳狌犾狋狉犪狑犲犪犽

犫犻狅狆犺狅狋狅狀犲犿犻狊狊犻狅狀犻狀犱狌犮犲犱犫狔犝犞犅狉犪犱犻犪狋犻狅狀

ＴｉｍｅａｆｔｅｒＵＶＢ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ／ｄ
ＣＫ １ ２ ３ ４

犐ＳＬ／ｃｏｕｎｔｓ．０．５ｓ
－１ ４３．０１ １７７．３３ ２１６．３２ ４０．１６ ３４．８６

犐０／ｃｏｕｎｔｓ．０．５ｓ
－１ ２８０６．３ ３５１１．８ ２３９３．２ １５０９．９ １７３５．９

τ／ｓ ５．５７６５ ５．３３６０ ４．２１７８ ４．４３１３ ５．８５６９

β １．２２１０ １．３１９３ １．２３１４ ０．９６９２ １．１３８９

犚２ ０．９９９２ ０．９９９４ ０．９９９１ ０．９９８９ ０．９９８５

２．２　延迟发光积分强度犐（犜）与初始光子数犐（０）

的变化

将式（３）对时间积分可以得到延迟发光曲线下

的面积，称为延迟发光积分强度，用犐（犜）表示，其解

析表达式为

犐（犜）＝犐ＳＬ犜＋
τ犐０

β－１
１－

１
（１＋犜／τ）β［ ］－１

（４）

式中，犜为测量时间．

将犜＝３０ｓ和表１中的各参数值带入式（４）可

以计算出图４中对照和各处理组延迟发光积分强度

犐（犜）．由式（３）可知，延迟发光初始光子数犐（０）＝

犐ＳＬ＋犐０．由表１中参数和式（４）算出的犝犞犅 辐射后

４ｄ内大豆愈伤组织延迟发光犐（犜）和初始光子数

犐（０）的变化见图５．在图５中，相对于未受处理的对

照组（ＣＫ），在ＵＶＢ辐射后１ｄ，处理组的犐（犜）和

犐（０）都有所增强；在ＵＶＢ辐射后２～３ｄ，两者呈现

下降的趋势；在４ｄ时两者开始回升．相关性分析表

明，犐（犜）与犐（０）呈现很好的正相关，拟合优度犚２＝

０．９９８３８．

图５　大豆愈伤组织延迟发光初始光子数和积分强度的变化

Ｆｉｇ．５　Ｖａｒｉａｔｉｏｎｓｏｆｉｎｉｔｉａｌｌｉｇｈｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙａｎｄｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ

ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＤＬｏｆｓｏｙｂｅａｎｃａｌｌｕｓ

关于犐（犜）的生物学意义，由式（４）可知，犐（犜）

与犐０ 成正比，而由式（２）中关于犐０ 的定义可知，犐０

与外来激发光光照终止时（狋＝０）激发态上高能分子

１５４１
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的布居数 有关．由于代谢越旺盛，处于激发态的生

物分子就越多，犐０ 也就越大，因此，犐０ 或者犐（犜）的

大小表征了细胞生命系统总体代谢强度．

２．３　自发发光犐ＳＬ和 ＭＤＡ的变化

为了阐明自发发光犐ＳＬ的变化规律及其生物学

意义，同步测定了ＵＶＢ诱导的大豆愈伤组织犐ＳＬ和

ＭＤＡ的变化，结果示于图６．在停止ＵＶＢ辐射后，

犐ＳＬ和 ＭＤＡ含量均呈现升高的趋势，在２ｄ附近达

到峰值，此后迅速下降．由于ＵＶＢ辐射对植物细胞

的损害过程为：紫外辐射增强→保护酶（ＳＯＤ、

ＣＡＴ、ＰＯＤ）活性降低→活性氧（Ｏ
－、·ＯＨ、Ｈ２Ｏ２）

集聚→膜脂过氧化作用增强→丙二醛（ＭＤＡ）含量

骤增→膜结构完整性破坏→膜选择透性丧失→细胞

内环境变化（生物电位、ｐＨ 异常）→细胞结构或功

能受损→代谢紊乱或细胞死亡，因此，ＵＶＢ辐射导

致的细胞伤害可以通过 ＭＤＡ 含量的升高来表

示［１４１５］．根据这个结果，由图６可以推断，在停止

ＵＶＢ辐射后１ｄ和２ｄ时 ＵＶＢ辐射对细胞造成

的伤害仍在延续；在停止辐射后２ｄ时，伤害达到最

大，此后细胞的自组织作用使之逐渐恢复原状．由于

ＵＶＢ辐射诱导的大豆愈伤组织细胞犐ＳＬ和 ＭＤＡ

含量的变化趋势是相同的，这种一致性表明，ＭＤＡ

含量的变化可能是大豆愈伤组织犐ＳＬ变化的原因，

犐ＳＬ的大小可以作为活性氧含量高低（或者膜质过氧

化程度）的标志．

图６　大豆愈伤组织自发发光和 ＭＤＡ的变化

Ｆｉｇ．６　Ｖａｒｉｔｉｏｎｓｏｆｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ

ａｎｄＭＤＡｏｆｓｏｙｂｅａｎｃａｌｌｕｓ

２．４　大豆愈伤组织细胞状态参量犙和序参量犚 及

其变化

在细胞生命活动中，细胞代谢驱使细胞生命状

态更加有序，而生命活动中活性氧的过量产生使细

胞趋于无序，细胞生命状态应取决于两者的平衡．由

于延迟发光积分强度犐（犜）的大小可以作为细胞代

谢强度的指标，自发发光犐ＳＬ的大小可以作为活性氧

含量高低（或者膜质过氧化程度）的标志，因此，细胞

状态可以定义和表征为

犙＝犐（犜）／犐ＳＬ犜 （５）

这里，犙是一个无量纲的纯数．因为犙值越大，表明

细胞生命系统的状态越好，故犙可以作为表征细胞

生命状态的状态参量．

细胞生命系统是一个远离平衡的自组织系统．

在非平衡统计物理学中，远离平衡的系统状态是通

过系统的序参量来表达的，用序参量的大小反映系

统与热平衡态偏离的程度．当系统序性最高时，序参

量为１；系统最混乱（即序性最低时），序参量为０．根

据这一特点，定义细胞生命系统的序参量犚为

犚＝１－１／犙＝１－犐ＳＬ犜／犐（犜） （６）

式（６）中，犐（犜）越大，若此时犐ＳＬ较小，犚就越大，系

统有序程度越高；当犐ＳＬ＝０时，犚＝１，系统达到序性

最高的状态；当犐ＳＬ犜＝犐（犜）时，犚＝０，系统达到无

序状态．因此，犚的数值大小反映了细胞生命状态及

其与平衡态的偏离．

图７　大豆愈伤组织状态参量和序参量的变化

Ｆｉｇ．７　Ｖａｒｉａｔｉｏｎｓｏｆｓｔａｔｅｐａｒａｍｅｔｅｒａｎｄｏｒｄｅｒｐａｒａｍｅｔｅｒ

ｏｆｓｏｙｂｅａｎｃａｌｌｕｓ

将表１中犐ＳＬ和图５中犐（犜）带入式（５）和式（６）

得到的大豆愈伤组织细胞状态参量犙 和序参量犚

的变化见图７．在停止ＵＶＢ辐射后１ｄ和２ｄ，和未

受辐射的对照组相比，大豆愈伤组织细胞状态参量

犙有明显下降，在２ｄ附近达到最低值，此后开始回

升；序参量犚的变化趋势与犙 的变化趋势相似，在４

ｄ时犚值已经接近于对照的水平．这一结果表明，在

停止辐射后２ｄ时间内，细胞的状态及其有序程度

仍然比未受辐射的细胞要差，在２ｄ以后细胞状态

及其序性开始恢复，在４ｄ时细胞的有序程度基本

恢复到未受伤害的正常水平．

与图６相比较，细胞 ＭＤＡ含量的变化与状态

参量和序参量的变化刚好相反，说明了图７中状态

参量和序参量的变化确实反映了ＵＶＢ辐射诱导下

大豆愈伤组织细胞结构与功能的破坏和恢复过程．

３　讨论

对生物超弱发光中自发发光和延迟发光的采
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８期 习岗，等：ＵＶＢ诱导的大豆愈伤组织超弱光子辐射的动力学分析

集、分析和解读是生物光子技术应用研究的基础，其

中，光诱导的延迟发光技术是生物光子技术未来优

先研究和发展的重点之一．由于光诱导的延迟发光

涉及到处于激发态的大量分子的相干跃迁，其发光

的物理机制和发光时间都与荧光有很大区别．为了

准确获取延迟发光的衰减特征，而又避免荧光干扰，

必须在激发光停止数微秒以后开始采集延迟发光信

号，同时，由于延迟发光随时间快速衰减，为了对比

分析各处理组的延迟发光特征，必须准确控制各组

测量中延迟发光的采集时间，本研究采用单片机控

制电子快门的方法满足了这种要求．

在一些研究中，常将延迟发光曲线下的面积称

为延迟发光强度，以此作为延迟发光的量度［９，１６１７］，

而对于延迟发光衰减特征所隐含的物理意义和生物

学意义较少涉及．本文认为延迟发光起源于多模光

子辐射与处于激发态的各种生物分子间的集体相干

效应，通过建立生物光子辐射的非线性动力学方程

式（１），得到了延迟发光的弛豫特征式（３），并进而获

得了延迟发光积分强度的解析表达式（４）．式（３）的

意义在于一方面证明了生物延迟发光是一种涉及大

量激发态分子的相干跃迁，其服从双曲线弛豫；另一

方面将超弱光子辐射中的自发发光和延迟发光统一

起来，通过式（３）对实验测得的延迟发光数据进行拟

合，可以同时得到延迟发光积分强度犐（犜）、初始光

子数犐（０）、衰减参数τ（或β）和单位时间的自发发光

犐ＳＬ，通过这些参数可以实现对生物超弱光子辐射信

息的提取、分析和识辨．

在生命科学的研究中，细胞序性在研究细胞状

态、演化及其与环境的关系中具有极为重要的意义，

然而，至今未见细胞序性的研究，甚至连细胞系统的

“状态”本身都没有准确的概念．本文从延迟发光和

自发发光的生物学意义出发，用延迟发光积分强度

犐（犜）和自发发光犐ＳＬ定义了细胞的状态参量犙和序

参量犚，并通过实验证明了犙值或犚 值的变化反映

了ＵＶＢ辐射对大豆愈伤组织细胞结构与功能的破

坏以及去除辐射后的细胞恢复过程．由于细胞状态

参量犙和序参量犚 综合反映了细胞的自组织能力，

其测量具有快速、无损和灵敏等优势，从而为研究活

体细胞的状态、序性及其演化提供了新的思路和方

法，期待着本文提出的细胞状态理论及其组织序的

分析方法得到更多的实验证明和广泛的应用．

４　结论

用２０μＷ／ｃｍ
２ＵＶＢ辐射大豆愈伤组织２ｈ，在

停止辐射后的４ｄ内未受辐射的对照组和处理组的

光诱导延迟发光均服从双曲线弛豫．通过对延迟发

光动力学方程的分析，可以得到自发发光强度和延

迟发光的动力学参数．自发发光强度的大小可以作

为活性氧含量高低（或者膜质过氧化程度）的标志，

延迟发光积分强度或者初始光子数的大小可以作为

细胞代谢强度的指标．用延迟发光积分强度犐（犜）和

自发发光犐ＳＬ定义的细胞状态参量犙和序参量犚 的

变化可以反映ＵＶＢ辐射对大豆愈伤组织细胞结构

与功能的破坏以及去除辐射后的细胞恢复过程．
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