
第28卷 , 第10期 � � � � � � � � � � � � 光 谱 学 与 光 谱 分 析 Vol� 28, No� 10, pp2360�2364
2 0 0 8 年 1 0 月 � � � � � � � � � � � � Spectro scopy and Spectr al Analysis October , 2008 �

不同波长激发光对血清荧光光谱影响的实验研究
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摘 � 要 � 采用日本岛津荧光光度计 RF5301, 研究了血清的荧光光谱与激发光波长的关系。实验结果表明:

在不同波长的紫外光激励下, 血清产生的荧光光谱线型及峰值波长基本相同, 与激励光波长无关, 但荧光峰

强度随激励光波长变化而变化。血清的荧光光谱有两个较强的荧光发射区, 其中第一个发射区处于 300~

410 nm, 第二个发射区处于 410~ 530 nm。当激发光波长小于 310 nm, 荧光主要集中在第一发射区, 荧光峰

位于 330 和 370 nm 处, 并产生竞争现象。当激发光波长大于 250 nm 时, 只出现 330 nm 处的荧光峰, 其最

佳激励光波长为 300 nm; 当激发光波长大于 320 nm, 第一发射区的荧光变弱, 在第二发射区的荧光变强,

荧光峰位于 452 nm。此研究为血液的光谱特性研究提供了实验依据, 对光诱导荧光光谱诊断技术中激发光

波长的选择具有一定的参考价值。
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引 � 言

� � 随着科学技术的发展, 生命科学成为当前科学技术领域

中发展十分迅速、活跃的边缘学科, 是当今世界科技发展的

热点之一。近年来, 随着光谱技术以及微弱信号检测技术的

完善, 将光谱分析技术应用于生物组织的医学诊断, 成为一

种应运而生的具有良好应用前景的技术。荧光光谱分析法由

于其灵敏度高、选择性强、样品用量少, 并能提供较多的物

理参数, 在研究中被大多数学者采用。正常组织和异常组织

在一定的激发光作用下会发出不同的荧光, 这些荧光是生物

组织更为本质的反映, 引起了各国生物医学光子学工作者的

重视。由于血液在人体中的地位非常重要, 其状态的变化直

接反映了人的生理状态, 光谱技术应用于血液诊断成为众多

学者研究的热点。很多学者通过光谱诊断技术对生物组织进

行了研究, 包括体液(如血液、唾液、尿液、汗液等)、皮肤、

指甲等人体组织的光谱特性[ 1�9] , 采用的光谱方法也很多,

并且取得了一定成果。虽然国内外关于血液光谱研究报道较

多, 但系统地研究不同激发光波长对血液荧光影响的报道并

不多。本文选取不同波长的激发光作为激发光源, 对血清的

荧光光谱随激发光波长的变化规律进行了探索, 为进一步研

究血清荧光光谱时激发光波长的选择提供实验依据。

1 � 荧光光谱的原理

� � 荧光是一种光致发光现象, 当物质分子吸收了特征频率

的光子, 就由原来的基态能级跃迁至电子激发态的各个不同

振动能级。激发态分子与周围分子撞击消耗了部分能量, 迅

速下降至第一电子激发态的最低振动能级, 并停留约 10- 9 s

之后, 直接以光的形式释放出多余的能量, 下降至电子基态

的各个不同振动能级, 此时所发射的光即是荧光。产生荧光

的必要条件是该物质的分子必须具有能吸收激发光的结构,

通常是共轭双键结构, 而且该分子必须具有一定程度的荧光

效率, 即荧光物质吸光后所发射的荧光量子数与吸收的激发

光的量子数的比值。分子荧光辐射都是从第一电子激发态的

最低振动能级向基态中各能级跃迁而产生的, 与分子受激时

跃迁到哪一个高能级无关, 所以分子荧光光谱与激发入射光

的波长无关。分子荧光光谱直接反映分子的结构信息。由于

每种物质的能级结构不同, 因此, 在相同的激励条件下其发

射荧光的特性也不同。任何发荧光的分子都具有两个特征光

谱, 荧光激发光谱( Excitation spectrum)和荧光发射光谱( E�

mission spect rum) , 它们是荧光分析法进行定性和定量分析



的基本参数和依据。

1� 1 � 荧光激发光谱

固定合适的发射波长与狭缝宽度, 改变激发光的波长,

测量荧光强度的变化。以激发光波长为横坐标, 荧光强度为

纵坐标作图, 即可得到荧光物质的激发光谱。激发光谱是不

同激发波长的辐射引起物质发射某一波长的荧光的相对效

率。激发光谱的形状与测量时选择的发射波长无关, 但其相

对强度则与所选择的发射波长有关。发射波长固定在其峰位

时, 所得激发光谱强度最大。荧光测定中, 通常选用激发光

谱中最大的峰值波长来激发样品, 因为这可避免较短波长由

于光子能量较大, 而使样品产生光分解。

1� 2 � 荧光发射光谱(荧光光谱)

与激发光谱密切相关的是荧光光谱。保持激发光的波长

和强度不变, 然后扫描发射波长, 以荧光强度对应着荧光波

长画成的曲线称为该物质的荧光光谱, 即荧光光谱是指某一

激发波长引起物质发射不同波长荧光的相对强度。荧光光谱

的形状与激发波长的选择无关(个别化合物例外)。但当激发

波长选在远离激发峰的地方, 荧光强度低。

2 � 实验样品与方法

� � 实验样品为血清样品, 由 30 岁健康男性受试者(各项生

化指标正常)清晨空腹后静脉采血 , 离心分离后得到, 用纯

净水混合稀释后用于实验。采用日本岛津荧光光度计

RF5301 进行检测, 检测时用比色皿取被测样品 3 mL 进行测

试。激发波长范围选用 220~ 385 nm, 采样间隔 0� 5 nm, 中

速自动扫描, 每隔 5 nm 扫描一次。

2 � 实验结果与分析

� � 图 1是 220~ 250 nm 波长的光激发产生的荧光光谱, 扫

描缝宽均为 5 nm, 接收范围为 220~ 500 nm。图中 245 和

250 nm 的峰为激发光的倍频峰。

Fig� 1 � Fluorescence spectrum excitated with

220~ 250 nm light wavelength

� � 从图中可以看出: 血清的荧光主要分布在一个明显的区

域, 波长范围是 300~ 410 nm。在 220~ 240 nm 范围内, 分

别用不同波长的激发光照射血清, 可以看出 330 和 370 nm

处的光谱峰不随激发光波长的变化而改变, 根据荧光峰值不

会随激发光不同而改变, 可以确定 330 和 370 nm 处为荧光

峰。

在 220~ 235 nm 范围内, 随着激发光波长的增加, 荧光

强度减弱, 330 nm 处的荧光峰值 I 330和 370 nm 处的荧光峰

值 I 370都减小且出现竞争, 370 nm 处的荧光峰值 I 370减小比

330 nm 处的荧光峰值 I 330要快, 在 240 nm 波长激发时 330

nm 处的荧光峰值超过了 370 nm 处的荧光峰值; 而在 240

nm 以后, 随着激发光波长的增大, 由于光源的激发能量的

增加, 荧光强度有所增加, 但是 I 330/ I 370的值一直增大, 即

370 nm 处荧光相对 330 nm 处的荧光强度越来越低, 这导致

了用 245 和 250 nm 波长的光激发血清只检测到一个荧光峰,

而随着它们相对强度的变化, 此荧光峰也发生了不同程度的

移动, 245 nm 波长的光激发时荧光峰位于 329 nm, 250 nm

波长的光激发时荧光峰位于331 nm。对 220~ 245 nm 波长激

发的荧光光谱做 I 330 / I 370峰值比, I 330 / I 370的值随激发波长的

关系如图 2所示, 图中连线为经过二次拟合后的曲线。

Fig� 2� Ratio and the relationship between

the excitation wavelength

� � 图 3 是 250~ 290 nm 波长的光激发产生的荧光光谱, 激

发缝宽为 5 nm, 发射缝宽为 3 nm, 接收范围为 265 ~ 500

nm。图中 300 nm 以下的小峰为激发光的倍频峰。比较图 1

和图 3 可以看出: 与 220~ 240 nm 波长的光激发的荧光光谱

图相比较, 血清的荧光主要仍然分布在波长范围为 300~ 410

nm 的区域。用波长大于 250 nm 的光激发血清, 只能观察到

一个荧光峰, 可能是由于随着激发波长的增加, 370 nm 处的

荧光峰强度降低, 激发光波长大于 250 nm 时, 各波长处的

Fig� 3� Fluorescence spectra excitated with

250~ 290 nm light wavelength
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荧光对总荧光的贡献基本稳定, 所以只能在 330 nm 附近观

察到一个荧光峰值。

� � 图 4是 290~ 315 nm 波长的光激发产生的荧光光谱, 激

发缝宽为 3 nm, 发射缝宽为 3 nm, 接收范围为 220~ 550

nm。图中几个中心波长在 290, 300, 305, 310 和 315 nm 处

的强峰为激发光的倍频峰。从图 4 可以看出: 产生的荧光波

长分布的范围基本没变, 用 300 nm 的光激发的荧光强度最

大。但当用波长大于 315 nm 的光激发时荧光强度已经变得

相对较弱。随着激发波长的增加, 荧光强度峰值产生了一定

程度的红移, 从 290~ 315 nm 波长的激发光对应的荧光光谱

的荧光峰分别位于 332, 336, 337, 340 和352 nm 处。为了获

得最佳荧光发射波长, 实验中对峰值为 330 和 370 nm 的荧

光进行了多波段激发光谱扫描, 图 5 是 330 和 370 nm 波长

的荧光激发光谱, 激发缝宽为 3 nm, 发射缝宽为 3 nm, 激发

光范围为 220~ 500 nm。图中中心波长在 330和 370 nm 处的

强峰为激发光的倍频峰。

Fig� 4� Fluorescence spectra excitated with

290~ 315 nm light wavelength

� � 从图 5 的荧光激发光谱可以得到: 在 220~ 320 nm 波长

内的光均可以激发出荧光, 强度较大的范围为 220~ 230 nm,

240~ 270 nm 和 285~ 315 nm, 其中激发光谱峰值在 255 和

300 nm 处。从 220~ 320 nm 之间的大部分范围内, 荧光激发

光谱在 330 nm 时的强度比 370 nm 时的强度大, 只有当激发

波长处于 220~ 230 nm 之间时, 激发出的荧光在 370 nm 处

的强度值比 330 nm 处的强度值大, 这个结论也验证了前面

的实验结果。结果显示在 300 nm 出现吸收最大值, 可知波

长为 330 nm 的荧光发射对应的最佳激发光波长为 300 nm。

Fig� 5 � Fluorescence excitation spectra at 330 and 370 nm

� � 图 6 是 320~ 335 nm 波长的光激发产生的荧光光谱, 激

发缝宽为 5 nm, 发射缝宽为 5 nm, 接收范围为 220 ~ 600

nm。图中几个中心波长在 320, 325, 330, 335 nm 处的强峰

为激发光的倍频峰。从图 6 中可以看出: 用 320~ 335 nm 的

光激发血清, 在 410~ 530 nm 的波长范围内也存在一个明显

的荧光区域。分别用不同波长的激发光( 320, 325, 330 , 335

nm)照射血清, 发现 452 nm 处的光谱峰不随激发光波长的

改变而改变, 可以确定 452 nm 处的峰是荧光峰。当激发波

长由 320 nm 逐渐改变为 335 nm, 在 356 nm 附近的峰向长

波长方向移动, 依次变为365, 372和 378 nm, 根据拉曼光谱

理论, 这种发射光谱线随激发光波长移动的峰是拉曼峰。

Fig� 6� Fluorescence spectra excitated with

320~ 335 nm light wavelength

� � 图7 是 425 nm 波长的荧光激发光谱, 激发缝宽为 5 nm,

发射缝宽为 5 nm, 激发光范围为 220~ 550 nm。图中中心波

长在 425 nm 处的强峰为激发光的倍频峰。从荧光激发光谱

可以看出: 在 220~ 230 nm 和 290~ 400 nm 范围内均可以激

发出 452 nm 的荧光, 强度较大的激发光范围为 295 ~ 390

nm, 其中激发光谱峰值在 332 nm 处。

Fig� 7 � Fluorescence excitation spectra at 425 nm

� � 图 8 是 340~ 385 nm 波长的光激发产生的荧光光谱, 激

发缝宽为 5 nm, 发射缝宽为 5 nm, 接收范围为 400 ~ 650

nm。从图中可以看到: 用 340~ 385 nm 范围内波长的光激发

血清, 依然可以检测到 452 nm 处荧光峰的存在。随着激发

光波长的增加, 产生的荧光强度降低, 452 nm 处荧光峰峰值
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也越来越小, 这点可以从 452 nm 荧光激发光谱图 7 中看出。

当使用激发光的波长大于 370 nm 时, 可以观察到 Raman 峰

的存在, 并且当激发光波长大于 380 nm 时相当明显。进一

步研究发现: 当激发光的波长大于 390 nm, 血清的荧光越来

越弱, 荧光峰和 Raman峰的峰值也越来越低。

Fig� 8� Fluorescence spectra excitated with

340~ 385 nm light wavelength

� � 由上述实验结果可知, 用 220~ 315 nm(最佳激发光波长

为 300 nm)波长的紫外光激励下, 血清能够吸收激励光的能

量并发出荧光, 荧光峰值波长分布在 300~ 410 nm 的波长区

域, 荧光峰值波长为 330 nm; 用320~ 385 nm 的紫外光激发

血清, 血清能够吸收激励光的能量并发出在 410~ 530 nm 的

波长范围内的荧光, 荧光峰值波长为 452 nm。根据物质吸收

紫外光理论[10] , 当分子吸收一定的能量时, 就发生相应能级

间的电子跃迁, 由于激发态不稳定, 电子先以非辐射跃迁的

形式返回到第一激发态的最低振动能级, 继而以辐射跃迁的

形式回到基态, 并发出荧光。荧光是分子从最低激发单重态

的最低振转能级向基态跃迁产生的, 与分子被激发到那个振

转能级无关, 所以在 220~ 385 nm 不同波长紫外光激励下,

血清产生的荧光光谱除强度外其线型及峰值波长基本相同,

与激励光波长无关。当电子从激发单重态的最低振转能级跃

迁会基态时, 由于同一电子能级上又存在许多不同的振动能

级和转动能级, 也就发出不同波长的荧光, 形成 330 和 452

nm 处的展峰。同时由于热辐射等效应, 也会影响荧光的波

长, 这就形成了 300~ 530 nm 的荧光宽谱带。

3 � 结 � 论

� � 通过采用不同波长的紫外光照射血清, 初步得出了血清

发射荧光的结论如下。

( 1)血清的激发荧光强度与激发光波长紧密相关 , 当激

发光波长位于紫外光波段时, 血清会产生很强的荧光, 而当

激发光波长接近可见光波段时, 血清的荧光现象不明显。

( 2)血清在不同波长的激发光激励下产生不同的荧光光

谱。由实验结果可以发现血清的荧光光谱主要有两个较强的

区域, 可以称为血清的荧光发射区, 其中第一个发射区处于

300~ 410 nm, 第二个发射区处于 410~ 530 nm。当激发光波

长小于 310 nm, 荧光主要集中在第一发射区, 荧光峰位于

330 和 370 nm 处, 随着激发光波长的增加, 370 nm 处的荧

光相对于 330 nm 处的荧光强度逐渐减小, 以致当激发光波

长大于 250 nm 时只能看到 330 nm 处的一个荧光峰; 当激发

光波长大于 320 nm, 第一发射区的荧光变弱, 在第二发射区

的荧光已经非常明显, 荧光峰位于 452 nm。

( 3)血清能吸收紫外光并发射荧光, 荧光中心波长在 330

和 452 nm 处, 其最佳激励光波长为 300 nm。不同波长紫外

光激励下, 血清产生的荧光光谱线型及峰值波长基本相同,

与激励光波长无关, 但荧光峰强度随激励光波长变化而变

化。

以上只是初步的实验性工作, 其微观机制和理论解释有

待进一步探索。

�
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Experimental Investigation of Fluorescence Spectra of Serum

Excitated with Different Wavelength Light

WANG Le�xin1, 2 , ZHAO Zhi�min1* , X IN Yu�jun1 , GUO L in�feng1 , CHEN Hui1

1. Nanjing Univer sity o f Aeronautics and Ast ronautics, Nanjing � 210016, China

2. Heilong jiang August F irst L and Reclamat ion Univer sity, Daqing � 163319, China

Abstract� I n the pr esent paper the f luorescence spectr a o f the blood serum excited w ith different waveleng th were measured w ith

the fluo rescence photomet er RF5301 ( SHIMADZU) made in Japan. T he relationship between the fluor escence spectra of the ser�
um and the waveleng th o f the excitation light w as studied during the experiment. The experimental results show that the linetype

and peak wavelength of the fluo rescence spect ra of serum excited by ultrav iolet radiation w ith differ ent wavelength are almost the

same, and they do not depend on the excitation w aveleng th. But the fluo rescence peak value changes w ith the excitation w ave�

leng th. T her e are tw o high int ensity emission interv als in the fluo rescence spect ra. One of t hese is from about 300 nm to 410

nm, and the other is below 310 nm. The fluor escence spect ra are mostly centr alized in the fir st int erval, and the wavelengths of

fluor escence peaks w ere found a round tw o locations: one is nea r 330 nm and the other is near 370 nm. At this time the str ife

phenomena occur . When t he excitation w avelengt h is about 250 nm o r higher , the fluor escence peak only occurs at 330 nm, and

the optimal excit ation wavelength is 300 nm. While the wavelength is g r eater than 320 nm, the fluo rescence intensit y of the first

interva l beg ins to fall, w hile that o f the o ther augments. And at this time the peak of waveleng th o f fluorescence is 452 nm. This

study pro vides the experimental foundat ions fo r advanced study and applications of the character istics o f fluo rescence spectrum of

blood serum, and also o ffers the references to the w aveleng th select ion of excit ation light in the application o f the photo� induced

fluor escence spect ra diagnostic t echnolog y.
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