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胆红素络合物的超快激发态动力学研究

陈琦琛!刘阳依!曹潇丹!陈
!

壮!曹思敏!潘海峰!陈缙泉"

华东师范大学精密光谱科学与技术国家重点实验室!上海
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胆红素#

T9&92;D96

!

TS

$是脊椎动物分解代谢血红素的最终产物之一!具有抗氧化和消炎等作用"体

内保持正常含量的胆红素对人类的健康起着非常重要的作用!被认为有利于预防癌症(中风(糖尿病和心血

管等疾病的发生)

*+,

*

"然而胆红素过量则被认为是肝功能障碍的征兆!同时也是引起新生儿严重脑损伤的原

因)

!

*

"因此!对人体中胆红素含量的快速精准检测具有十分重要的应用价值"目前为止!用于检测血清样品

中胆红素含量的方法主要有重氮法(过氧化物酶法(光纤传感检测法和荧光光谱法等)

=

*

"其中!荧光光谱法

具有检测迅速和操作简便的优势)

A

*

!吸引了越来越多研究人员的关注"但是!由于胆红素自身的荧光量子产

率通常低至
*-

F=量级)

#

*

!直接荧光测量难度很大!因此通常采用间接方式解决胆红素含量测量的难题"例

如!

a5D597;2

等)

?

*通过胆红素猝灭
S;

#

D%

)4

$

,e

!

荧光的方式来测量胆红素的含量'

8

)

5265

等)

>

*通过胆红素

猝灭铜纳米团簇荧光的方式来测量胆红素的含量'

Ŷ51569

等)

"

*通过
\65f

蛋白结合胆红素增强荧光的方式

来测量胆红素的含量"

\65f

与胆红素具有极高的亲和力!且自身几乎不发射荧光!其与胆红素结合后!会

将胆红素的荧光提高三个数量级)

*-

*

!可以用作人体内的荧光传感器)

**

*

"然而!由于蛋白的制备和保存的成

本十分高昂!人们更希望使用有机小分子或无机分子对胆红素的荧光进行增强"例如!

_56

M

等)
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*发现
6̀

,e

有助于显著增强胆红素的荧光!

c%15&

等)

*!

*提出了将
6̀

,e用于胆红素代谢物#尿胆素原$含量测量的方法"

为了研究
6̀

,e增强胆红素荧光的机理并用于胆红素含量的测量!研究首先使用了稳态荧光光谱和紫外
+

可见

吸收光谱表征了不同
6̀

,e浓度下胆红素的光学特性!并采用相对法测量了其量子产率"通过分析
6̀

,e

+

胆红

素络合物在不同探测波长下的激发谱!提出了该络合物具有两个发光基团的设想"为了进一步验证关于发

光基团的设想!使用了飞秒瞬态吸收光谱的手段研究分析了
6̀

,e

+

胆红素络合物的超快光动力学过程!分析

结果与之前发表的对胆红素和
6̀

,e配位方式的结论有很好的吻合"根据瞬态吸收光谱和稳态荧光光谱的数

据以及所提出的模型!得到了在有无
6̀

,e条件下胆红素的平均激发态寿命!进一步计算出了其辐射跃迁速

率和非辐射跃迁速率的理论值"通过数据对比!得出了络合物相对单纯胆红素有更大的消光系数而具有更

高的辐射跃迁速率的结论!同时发现胆红素与
6̀

,e的配位方式增加了胆红素以锥型交叉退激发态的效率"
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仪器与试剂

试剂%胆红素#
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$购自北京百灵威科技有

限公 司'无 水 乙 酸 锌 #
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$购自上海阿拉丁生化科技股份有限公

司"以上所有药品与试剂均未进一步纯化"实验所用水均为

*>',]

$

去离子水"

实验仪器%紫外
+
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样品制备%避光条件下!将新鲜配制在
G][

#二甲基甲



酰胺$溶液中的
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6̀

,e

#乙酸锌$按照不同比例混合!并用
G][

进一步稀释到

不同的特定浓度"如无特殊说明!稳态吸收和荧光实验中!

所有溶液中胆红素的浓度均保持为
*-

"

@%&

-

U

F*

!

6̀

,e的

浓度分别为
-

!

*-

!

,-

!

!-
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和
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"

@%&

-

U

F*

"

稳态荧光%激发波长为
=?-6@

!荧光光谱的强度用该样

品在
=?-6@

处的吸光度来校正#用荧光强度除以该样品在

=?-6@

处的吸光度值以消除吸光度#浓度$不同对荧光强度

的影响$"

样品荧光量子产率的测量采用相对法!参比样品选用荧

光素的碱性溶液#

-'*@%&

-

U

F*

(5Hb

水溶液!相对量子产

率为
-'"A

)

*=

*

$"

瞬态吸收%样品是含有
6̀

,e的胆红素
G][

溶液#

6̀

,e

的浓度为
,--

"

@%&

-

U

F*

!胆红素的浓度为
,-

"

@%&

-

U

F*

$!

激发波长为
A!-6@

!探测波段为
!!-

!

##-6@

"

%)A

!

辐射跃迁速率与非辐射跃迁速率计算

物质的荧光量子产率
12

可以由相对法测量获得!也可

由式#

*

$计算得出

12

&

-

S8G

-

XgR

#

*

$

式中
-

S8G

为物质的辐射跃迁速率!

-

XgR

为物质的激发态衰退

速率"

-

XgR

的值为激发态寿命
'

XgR

的倒数

-

XgR

&

*

'

XgR

#

,

$

!!

当瞬态吸收检测到两个激发态#发射$信号时!平均激发

态寿命
'

XgR

为

'

XgR

&

(

#

'

#

3

#

(

#

3

#

!

#

&

*

!

,

#

!

$

式#

!

$中!

'

#

对应第
#

激发态#发射$的寿命!

3

#

为对应
'

#

时

刻下瞬态吸收光谱信号的面积积分"

利用式#

*

$和式#

,

$!辐射跃迁速率为

-
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非辐射跃迁速率
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为
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结果与讨论

1)%

!

稳态光谱

为了研究
6̀

,e对胆红素光谱特性的影响!首先测量了

胆红素在
6̀

,e浓度梯度下的稳态吸收和发射光谱"图
*

#

5

$

为胆红素溶液中加入不同浓度
6̀

,e后的吸收光谱"

6̀

,e浓

度为零时!胆红素在溶液中的吸收特征峰位于
=A-6@

处!

与文献报道一致)

*A

*

"随着溶液中
6̀

,e浓度的增加!胆红素

的
=A-6@

特征吸收峰强度逐渐减弱!同时在
!

A,#6@

处出

图
%

!

%H

!

,-*

'

R

S%胆红素在不同
P0

1Q浓度下%溶液的#

6

$紫外
!

可见吸收光谱与#

;

$荧光光谱%#

5

$胆红素和络合物的荧光强

度
!

吸光度%#

.

$络合物在不同探测波长下的激发谱

&'
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现新吸收峰并逐渐增强!说明胆红素与
6̀

,e的络合物的形

成"研究发现!当
6̀

,e浓度为
*--

"

@%&

-

U

F*及以上时!吸

收光谱不再有明显变化"除此之外!研究发现在高浓度
6̀

,e

加入时!络合物的吸收谱与胆红素和
\65f

结合物的吸收谱

形状相似"

!!

图
*

#

D

$为胆红素溶液中加入不同浓度
6̀

,e后的荧光光

谱"

6̀

,e浓度为零时!胆红素在溶液中的荧光发射峰位于

A!-6@

处!与文献报道一致)

*#

*

"随着
6̀

,e浓度的增加!荧

光光谱逐渐红移!荧光峰从
A!-6@

逐渐位移到约
A#?6@

后

只有强度上的增加"从图中可以直接观察到所有荧光的峰值

在相同数量级!表明
6̀

,e的加入对胆红素的荧光并没有明

显增强"

表
%

!

不同
P0

1Q与胆红素比例下%物质的荧光量子产率

26;*/%

!

&*=-8/45/05/

V

=607=,W'/*.-+.'++/8/07

867/-+UI60.P'05'-04

4

6̀

,e

h4

TS

12

&#

E*-

F=

$

- !'!

* !'#

, !'=

! !'-

A !'>

*- #'*

!!

为量化
6̀

,e的加入对荧光增强的效果!测量了在不同

6̀

,e与胆红素浓度比例下物质的荧光量子产率!如表
*

所

示"从表
*

中可以看出!

6̀

,e 的加入引起了胆红素荧光增

强!但是荧光量子产率增强效果并不显著"图
*

#

0

$为单纯胆

红素溶液和
6̀

,e

+

胆红素络合物溶液#对应溶液中
4

6̀

,e

h4

TS

P*-h*

$的荧光强度随物质吸光度的数值变化和对这些数值

进行线性拟合的结果!单纯胆红素的拟合斜率为
.&%

)

/

TS

P

-'"=E*-

#

!络合物的拟合斜率为
.&%

)

/

R%@

)

&/Q

P*'?=E*-

#

!络

合物的荧光量子产率约为胆红素的
*'>A

倍"图
*

#

7

$为络合

物在不同探测波长下的激发谱!其激发峰的位置与胆红素的

特征吸收峰不重合!这进一步证明了络合物溶液中已经几乎

不存在游离的胆红素分子"同时!研究发现络合物在不同探

测波长下的激发谱峰值位置不重合"据文献报道!胆红素可

以看成由两个二吡咯酮丙酸子基团通过亚甲基连接而成!两

个子基团具有相似却不完全相同的光学性质!可以看成两个

发光基团)

#

*

"我们推断络合物也具有两个发光基团"

1)1

!

瞬态吸收光谱

为了验证络合物具有两个发光基团推断的正确性以及了

解络合物更多的性质!研究使用飞秒瞬态吸收#

125639/615D+

3%2

)

19%6

!

Z8

$光谱技术进一步研究了
6̀

,e

+

胆红素络合物的

光学特性"

图
,

为络合物在
G][

中紫外
+

可见波段的瞬态吸收光

谱"图
,

#

5

$和图
,

#

D

$分别为络合物在前
A

)

3

和
A

!

>-

)

3

内

随时间演变的光谱"

=!-6@

对应着强烈的激发态吸收#

/Q091+

/73151/5D3%2

)

19%6

!

X.8

$信号!

A=A6@

对应激发态发射

#

319@;&51/7/@9339%6

!

.X

$和基态漂白#

M

2%;673151/D&/50C+

96

M

!

f.T

$信号的叠加!

A>-6@

对应
X.8

和
.X

信号的叠加"

通过对
=!-

!

A=A

和
A>-6@

等单波长动力学曲线拟合#图
!

为单波长拟合结果!表
,

为拟合所用参数$!得到了络合物的

三个动力学时间常数!分别是
'

*

P-'!

)

3

!

'

,

P*'*

)

3

!

'

!

P

*,'-

)

3

!这些时间常数与之前报道的胆红素在
G][

中的飞

秒频率上转换和飞秒瞬态吸收测得的结果相近)

#

*

"

A>-6@

的负信号部分需要用两个指数进行拟合!表明该动力学中有

两个
.X

过程"同时研究发现
=!-6@

处信号初始时有增长并

且需要相同数值的两个指数拟合"

A>-6@

信号由负到正的

变化和
=!-6@

最初有信号增强的现象都表明分子在激发态

衰退后到达了某中间态"考虑到
A>-6@

附近的
X.8

信号在

衰退过程中峰值有蓝移的现象!并且
A>-6@

的
X.8

信号

#正信号$和
A=A6@

长寿命的信号具有镜像对称关系!研究

推断该中间态为热基态"络合物的动力学过程可以总结为%

络合物在受到光激发到达激发态后!通过两个发射过程衰退

到热基态!最终通过驰豫振荡回到基态"图
,

#

D

$中插图为飞

秒瞬态吸收的衰减相关光谱#

7/05

4

533%0951/73

)

/012;@

!

G8.

$"两个较小的时间常数对应的光谱形状相似!研究认

为这两个时间常数分别对应两个发光基团的激发态"

图
1

!

DAH0,

激发%络合物的
"X&

溶液在紫外
!

可见波段的瞬态吸收光谱

#

5

$%前
A

)

3

的光谱演变'#

D

$%

A

!

>-

)

3

内的光谱演变

&'

(

)1

!

2K4

9

/5786-+5-,

9

*/<'0"X&'073/MT!T'44
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#

5
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.

)
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M
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)
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.
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图
A

!

络合物单波长动力学及拟合
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C'0
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表
1

!

单波长动力学拟合参数

26;*/1

!
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是络合物存在两个发光基团导致的"
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辐射跃迁速率与非辐射跃迁速率
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锥型交叉引起"表
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所示络合物具有更短的激发态寿命!可

以认为
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,e与胆红素的这种配位方式进一步提高了分子以
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Ĉ90C93%61C/%27/2%N*-

F=

)

#

*

!

2/3;&196

M

961C/79NN90;&1

4

96792/01@/53;2/@/61%N9130%61/61

!

3%9193;3;5&&

4

@/53;2/796792/01&

4

<a5D597;2/15&<@/53;2/71C/0%61/61%ND9&92;D96D

4

;396

M

D9&92;D961%

K

;/60C1C/N&;%2/30/60/%NS;

#

D9+

)4

$

,e

!

)

?

*

'

8

)

5265/15&<@/53;2/71C51D

4

;396

M

D9&92;D961%

K

;/60C1C/N&;%2/30/60/%N0%

))

/2656%0&;31/2

)

>

*

'
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