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人血液荧光的光谱特性及其物质来源
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摘 　要 　取健康人的静脉血 , 首次实验测量了人血液的三维荧光光谱 , 并通过分析荧光激发2发射矩阵研究

了血液自体荧光的物质来源。结果表明 : 人血液的荧光激发2发射对主要有 2602630 , 2802340 , 3402460 , 4502
520 nm , 它们所对应的内源性荧光物质分别来源于血液中的内源性卟啉 , 色氨酸 , 还原烟碱腺嘌呤二核苷酸

(磷酸盐)和黄素腺嘌呤二核苷酸。这些物质的荧光激发效率随着激发光波长的变化而表现出显著差异。
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引 　言

　　自体荧光光谱诊断技术以其极高的灵敏度以及无损、安

全、快速等优点而成为了当前“生物医学光子学”中的一个重

要研究课题。国内外许多研究小组纷纷开展了自体荧光光谱

的实验和临床研究 , 并在早期肺癌、肠癌、子宫癌和胃癌等

临床诊断上取得了令人可喜的初步结果。但是 , 自体荧光光

谱诊断方法要真正能够替代现有的组织病理诊断尚有一定距

离 [1 ] 。究其原因 , 主要是因为自体荧光光谱的测量要受诸多

因素的影响 , 临床应用中难以获得统一的客观判据。其中 ,

人体组织中的血液含量和分布是影响自体荧光光谱的一个极

为重要因素 [2 , 3 ] 。已有的研究结果表明 : 癌变组织中的血液

含量比正常组织中高 , 所以血液的吸收是分析自体荧光光谱

时必须考虑的影响因素 [4 , 5 ] 。国内外虽然有关人体血液荧光

光谱的研究报道不少 , 但血液荧光光谱的实验结果都仅局限

于选用现有输出特定波长的激光器作为激发光源 , 其中以

Ar + 和 He2Ne 激光最为典型 [628 ] 。与此同时 , 许多研究还利

用了血液的自体荧光光谱实现对某些特殊疾病的临床诊

断 [9211 ] 。

传统的荧光发射 (激发)光谱只是在某一个激发 (发射) 波

长下扫描 , 而实际上 , 荧光是激发波长和发射波长两者的函

数。为了完整地描述某种物质的荧光光谱特性 , 可以通过实

验获得它的三维荧光光谱 ( Three2dimensional fluorescence

spect rum) 。三维荧光光谱表征的是荧光强度随激发和发射

波长同时变化的信息 , 它的三个维度分别是指荧光激发波

长、发射波长和荧光强度。三维荧光光谱还被称为激发2发射

矩阵 ( Emission2excitation matrix) 、总发光光谱 ( Total lumi2
nescence spect rum) 、等高线谱 (Contour spect rum) 等。本文

首次实验测量获得了在连续波长光源激发下人血液的三维荧

光光谱 , 它能够比二维荧光光谱更加全面地反映出血液的荧

光光谱信息 , 并且通过分析荧光激发2发射矩阵中的荧光激

发2发射可得到血液自体荧光的内源性物质来源。这些结果

不仅可用于分析血液对组织体自体荧光光谱的影响 , 而且还

可为利用血液荧光光谱进行疾病诊断的可行性和进一步探讨

低强度激光血管内、外照射疗法的机理提供理论依据。

1 　实验材料和方法

111 　血液样品及处理方法

新鲜血液样品取采自健康成年人静脉血 , 由福州市血液

中心提供 , 用枸橼酸钠抗凝。测量吸收光谱时血液用生理盐

水稀释至初始浓度的 1 % , 另一组未经稀释的血液用于三维

荧光光谱测量。

112 　光谱测量仪器

测量血液吸收光谱采用的是 Perkin2Elmer 公司的 Lamb2
da 950 UV/ Vis/ V IR Spect rometer。血液的三维荧光光谱用

Edinburgh analytical inst ruments 公司的 FL/ FS920 Combined

TCSPC spect rofluorimeter and lifetime spect rometer system

测量。



2 　结果和讨论

211 　人全血的吸收光谱

为了能够深入地分析血液的荧光光谱特性以及血液吸收

特性对荧光光谱的影响 , 实验测量了人血液的吸收光谱。结

果表明 : A , B , O 和 AB 等不同类型血液的吸收光谱之间没

有明显差异 , 典型的人血液的吸收光谱如图 1 所示 , 在 250

～800 nm 之间 , 人血液有五个明显的吸收峰值 , 它们依次出

现在 274 , 345 , 415 , 541 和 576 nm。血液对紫光及紫外光有

很强吸收 , 最强的吸收峰位于 415 nm。在荧光光谱诊断中 ,

对 530～590 nm 范围的荧光信号也有相对较强的吸收。在长

波段吸收较弱 , 尤其是在波长大于 600 nm 时吸收很小。

Fig11 　Absorption spectrum of human blood

212 　血液的二维荧光光谱

如图 2 所示 , 在测量血液的荧光光谱时 , 对血液样品的

激发有 (a)中心型和 (b)表面型两种不同的激发方式。当采用

中心型激发方式时 , 由于人血液的浓度过高 , 所以血液通常

用需用生理盐水或磷酸缓冲溶液稀释至初始浓度的 1 %～

3 %后才能进行荧光测量 , 否则血液样品经激发后产生的荧

光很容易被血液完全吸收。相反 , 血液的表面型荧光激发方

式如图 2 (b)所示 , 与图 2 (a)的中心型激发方式相比 , 系统中

光电探测器所检测到的血液荧光是激光激发后直接从血液样

品表面逃逸的荧光光子。同时 , 为了避免入射激发光经过镜

式发射后对荧光信号的影响 , 石英样品池可以采用与水平方

向呈 30°或 60°夹角放置。

Fig12 　Excitation methods of fluorescence

spectroscopy for human blood
(a) : Cent re type ; (b) : Surface type

　　为了比较不同激发方式下的实验结果 , 实验采用了经过

生理盐水稀释后的具有相同浓度的血液样品进行测量。当激

发光波长为 260 nm 时 , 血液的荧光光谱如图 3 所示。尽管在

两种不同激发方式下 , 血液荧光光谱的形状和峰值位置都基

本相同 , 但它们的相对荧光强度上存在显著差异。当血液样

品采用表面型激发方式时 , 340 nm 处的荧光相对强度最强。

由于血液对 345 和 541 nm 附近荧光存在比较强的吸收 , 所

以在中心型的激发方式中 , 610 nm 处的相对荧光强度最强 ,

与表面型激发方式相比 , 荧光发射过程中发生了显著的共振

能量转移 ( FRET) 。即在 260 nm 波长光源激发下所产生 340

nm 的荧光在传输过程中 , 再次被血液所吸收 , 并作为激发

光进一步激发血液产生其它波长的荧光。由图 3 (a) 可知 , 由

于血液在 541 和 576 nm 处存在较强吸收 , 导致了荧光光谱

中出现了一个位于 560 nm 的荧光峰 , 实际上这并不是血液

的荧光发射峰。因此 , 为了克服血液对组织体自体荧光光谱

测量结果的影响 , 可以采用来自于组织体表面的反射光谱对

荧光光谱进行校正。其次 , 结果还表明 : 采用表面型的荧光

激发方式研究血液的荧光光谱更加符合自体荧光光谱在临床

诊断应用中的实际情况。

Fig13 　Fluorescence spectra of human blood
Excitation wavelengh 260 nm ; (a) : Cent re type ; (b) : Surface type

213 　血液的三维荧光光谱

血液三维荧光光谱的测量采用的是表面激发方式 , 激发

光波长的扫描范围 260～540 nm , 每次的增加 10 nm , 相应

的荧光发射波长扫描范围为 280～800 nm , 步长 5 nm。由于

荧光发射波长总是大于激发光波长 , 因此在三维荧光光谱测

量过程中 , 荧光信号的起始采集波长始终设置成比激发波长

大 20 nm[12 ] 。所记录的系列荧光光谱数据可以转化成为用于

血液内源性荧光物质分析的三维荧光光谱或荧光激发2发射

矩阵。血液的三维荧光光谱和荧光激发2发射矩阵分别如图 4

和图 5 所示。在图 5 中 , 横坐标表示荧光发射波长 , 纵坐标

1131第 7 期 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　光谱学与光谱分析



表示激发光波长 , 平面上的点表示由两个波长所决定的血液

样品的荧光强度。将荧光强度相等的各个点连结起来 , 便在

激发2发射波长构成的平面上显示了由一系列等强度线所组

成的等高线光谱。

Fig14 　Three2dimensional fluorescence spectra of human blood

　　图 5 中血液的荧光激发2发射对有 2602630 , 2802340 ,

3402460 , 4502520 nm , 它们所对应的内源性荧光物质分别来

源于血液中的内源性卟啉 , 色氨酸 , 还原烟碱腺嘌呤二核苷

酸 (磷酸盐)和黄素腺嘌呤二核苷酸 [13 , 14 ] 。同时 , 这些内源性

物质的荧光激发效率随着激发光波长的变化而表现出显著差

异。特别是对于卟啉 , 由于激发过程中仍然存在荧光共振能

量转移现象 , 使得 260 nm 激发时的相对荧光强度最强。

Fig15 　Fluorescence excitation2emission matrix of human blood

3 　结 　论

　　人血液在 2502800 nm 的吸收峰分别位于 274 , 344 , 415 ,

541 和 576 nm , 其中在 415 nm 处的吸收最强。在离体样品

的荧光光谱测量中 , 为了使所获得的自体荧光光谱更加接近

临床实际情况 , 对实验样品的激发宜采用表面型激发方式。

实验首次测量获得了在连续波长光源激发下人血液的三维荧

光光谱 , 结果表明 : 人血液的荧光激发2发射对主要有 2602
630 , 2802340 , 3402460 , 4502520 nm , 它们所对应的内源性

荧光物质分别来源于血液中的内源性卟啉 , 色氨酸 , 还原烟

碱腺嘌呤二核苷酸 (磷酸盐)和黄素腺嘌呤二核苷酸。
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Fluorescence Spectral Characteristics of Human Blood and Its Endogenous
Fluorophores

L I Bu2hong1 ,2 , ZHAN G Zhen2xi1 , XIE Shu2sen2 , CH EN Rong2

1. Key Laboratory of Biomedical Information Engineering of Minist ry of Education , and Institute of Biomedical Engineering ,

School of Life Science and Technology , Xi’an Jiaotong University , Xi’an 　710049 , China

2. Key Laboratory of Opto2elect ronic Science and Technology for Medicine of Minist ry of Education , Institute of Laser and Op2
toelect ronics Technology , Fujian Normal University , Fuzhou 　350007 , China

Abstract 　The three2dimensional fluorescence spect ra and excitation2emission matrix of human blood were measured , and an

attempt was made to exploit the endogenous fluorophores of major peaks in the UV and visible. The result indicates that the

absorption peaks of human blood appear at 274 , 345 , 415 , 541 and 576 nm. Based on the analysis of fluorescence excitation2e2
mission matrix , the major emission peaks of human blood occur at excitation2emission wavelength pairs of 2602630 , 2802340 ,

3402460 and 4502520 nm , which are att ributed to endogenous porphyrins , t ryptophan , reduced nicotinamide adenine dinucleotide

(NAD H) or reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADP H) , and flavin adenine dinucleotide ( FAD) , respec2
tively. These result s can be used to analyze and explain the effect of blood on the distortion of fluorescence signal of human tis2
sues for optical diagnosis.

Keywords 　Human blood ; Laser2induced fluorescence ; Absorption spect roscopy ; Three2dimensional fluorescence spect roscopy ;

Excitation2emission matrix ; Endogenous fluorophores
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