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摘要：为研究３００～５００ｎｍ激发光诱导奶牛血液的荧光光谱特性，以正常奶牛和异常奶牛（患乳腺

炎）的血液样品为研究对象，利用荧光分光光度计对样品进行了荧光光谱试验。结果显示，当激发

光波长为３４０～３８０ｎｍ时，血液样品产生了较强的荧光且具有较强的规律性。荧光强度较强的位

置为４６９、６０５、６４２ｎｍ，并且样品的荧光光谱呈现出宽谱带特征，在４６８～４９１ｎｍ范围内，正常奶牛

样品的荧光强度明显大于异常奶牛的荧光强度。分析表明，患乳腺病的奶牛其血液中的黄素腺嘌

呤二核苷酸浓度发生变化，导致４６８～５２０ｎｍ范围内荧光发生变化；血液中的卟啉分子发生变化，

导致６７６～８００ｎｍ范围内荧光发生变化。
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　　光学生物成像能够用来研究很大范围的生物样
品，探测到生物系统的相互作用和动态过程的细节，
因此，在人类健康诊断和疾病治疗方面，生物医学成
像已经成为最可靠的方法之一［１］。荧光分析技术能
够通过研究生物体系统的荧光光谱获得生物体细胞

的组成和代谢信息，探测到分子的化学组成结构及
分子与分子、分子与周围环境相互作用的信息，是分
析物质成分和分子结构的有力工具［２］。自２０世纪

８０年代，生物组织荧光分析技术发展迅猛，一直是
生物医学研究领域的热点［３］。
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血液由血浆和血细胞组成。血浆内含有丰富的
血浆蛋白、脂蛋白等各种营养成分以及无机盐、代谢
产物、激素、氧、酶和抗体等成分［４］。如果生物机体
的某个器官发生了生理性或病理性的变化，一般会
引起血液中各类组成成分发生变化，血液在可见光
与近红外波段中的光谱特性主要受到红细胞以及血

红蛋白的影响［５］。血液中的很多成分具有发射荧光
的基团［６－７］，利用激光激发可以使得血液中的这些基
团处于激发态，发射出荧光。由于血液的组成成分
非常复杂，并且国内对奶牛血液的荧光光谱研究较
少，因此对奶牛血液的荧光光谱分析有一定的困
难［８－１０］。
本研究选择波长范围为３００～５００ｎｍ的激发

光诱导激发正常奶牛和异常奶牛（患乳腺炎）的血液
样品，并对比正常奶牛和异常奶牛血液样品的荧光
光谱，为光谱技术应用于奶牛疾病诊断提供参考。

１　材料和方法

１．１　血液样品
试验中的奶牛血液样品取自黑龙江省大庆市和

嫩江县奶牛养殖场的健康奶牛和患乳腺炎的患病奶

牛。在晨起给奶牛喂养饲料之前，对其进行空腹采
集尾静脉血样，并用枸橼酸钠抗凝。

２．２　试验原理及方法
生物体的分子吸收能量后，从基态最低振动能

级跃迁到第一电子激发态或更高电子激发态的不同

振动能级，成为激发单重态分子。较高激发态分子
经无辐射跃迁降至第一电子激发单重态的最低振动

能级后，仍不稳定，停留较短时间后，以光辐射形式
放出能量，回到基态各个振动能级，所发射的光称为
荧光［１１］。本试验中采用的仪器为ＲＦ　５３０１ＰＣ荧
光分光光度计，选择波长范围为３００～５００ｎｍ的激
发光激发样品，缝宽ＥＸ：５ｎｍ，ＥＭ：５ｎｍ，测试受
激发的正常奶牛和异常奶牛的血液样品，得到相应
的荧光光谱。

２　结果与分析

试验时用波长范围为３００～５００ｎｍ的激发光
激发样品，发现波长范围为３４０～３８０ｎｍ的激发光
激发血液样品时获得的荧光光谱荧光强度较强，且
具有较强的规律性，如图１－５所示。

２．１　奶牛血液样品的特征荧光峰特性
所有样品在４６９ｎｍ处产生了较强的荧光峰，

当激发光波长为３４０ｎｍ时，此波长处的正常和异
常奶牛血液样品的荧光强度最大，分别为２８８．０和

１９５．６，其强度差值为９２．４，如图１所示。随着激发
光波长的增加，该处的荧光强度以及荧光强度差值
都在逐渐减小，如图２－４所示。当激发光波长为

３８０ｎｍ时，正常和异常奶牛血液样品的荧光强度最
小，分别为２３１．４和１８０．７，其强度差值为５０．７，如
图５所示。
所有样品在６０５ｎｍ处产生了较强的荧光峰，

当激发光波长为３４０ｎｍ时，此波长处的正常和异
常奶牛血液样品的荧光强度最大，分别为１９２．６和

１２１．８，其强度差值为７０．８，如图１所示。随着激发
光波长的增加，该处的荧光强度在逐渐减小，但荧光
强度差值变化不大，如图２－４所示。当激发光波长
为３８０ｎｍ时，正常和异常奶牛血液样品的荧光强
度最小，分别为１３５．９和８８．２，其强度差值为４７．７，
如图５所示。
所有样品在６４２ｎｍ处产生了较强的荧光峰，

当激发光波长为３４０ｎｍ时，此波长处的正常和异
常奶牛血液样品的荧光强度最大，分别为２１３．５和

１５３．７，其强度差值为５９．８，如图１所示。随着激发
光波长的增加，该处的荧光强度和荧光强度差值均
在逐渐减小，如图２－４所示。当激发光波长为

３８０ｎｍ时，正常和异常奶牛血液样品的荧光强度最
小，分别为１５０．９和１０９．０，其强度差值为４１．９，如
图５所示。
所有样品在７６２ｎｍ处产生了较弱的荧光峰，

当激发光波长为３４０ｎｍ时，此波长处的正常和异
常奶牛血液样品的荧光强度最大，分别为８５．２和

７３．３，其强度差值为１１．９，如图１所示。随着激发
光波长的增加，该处的荧光强度和荧光强度差值均
在逐渐减小，如图２－４所示。当激发光波长为

３８０ｎｍ时，此波长处的正常和异常奶牛血液样品的
荧光强度最小，分别为４６．５和３７．６，其强度差值为

８．９，如图５所示。

２．２　奶牛血液样品宽谱带特性
从光谱图１－５可看出，不论是正常还是异常奶

牛血液样品均呈现出了宽谱带的荧光特性。对比正
常和异常奶牛的血液样品，在３８５～４５０ｎｍ 范围
内，正常奶牛比异常奶牛血液样品的荧光强度弱，强
度差值不大。在４５１～８００ｎｍ范围内，正常奶牛始
终比异常奶牛血液样品的荧光强度强，其中在

４６８～４９１ｎｍ范围内，正常奶牛与异常奶牛血液样
品的荧光强度差值较大，区分较为明显；在４９２～
６７５ｎｍ范围内，正常奶牛与异常奶牛血液样品的荧
光强度差值变化较小；在６７６～８００ｎｍ范围内，正
常与异常奶牛血液荧光强度的差值较小，且随着波
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长的增加不断减小。随着激发光波长的增加，奶牛
血液样品的荧光光谱的强度总体上在不断变小。

图１　３４０ｎｍ激发光激发的正常与异常奶牛
血液样品荧光光谱

图２　３５０ｎｍ激发光激发的正常与异常奶牛
血液样品荧光光谱

图３　３６０ｎｍ激发光激发的正常与异常奶牛
血液样品荧光光谱

图４　３７０ｎｍ激发光激发的正常与异常奶牛
血液样品荧光光谱

图５　３８０ｎｍ激发光激发的正常与异常奶牛
血液样品荧光光谱

３　结论与讨论

１）当激发光波长为３４０～３８０ｎｍ时，不论是正

常奶牛还是异常奶牛的血液样品都产生了荧光现

象，其中在４６９、６０５、６４２ｎｍ处产生的荧光峰强度

较强。当激发光波长为３４０ｎｍ时，正常和异常奶

牛血液样品的荧光强度最强处位于４６９ｎｍ，分别为

２８８．０和１９５．６。随着波长的增加，同一位置处的强

度不断减小。说明３４０～３８０ｎｍ范围的激发光对

奶牛血液样品能够产生比较强的生物效应，因此，用

上述波长的激发光激发奶牛血液样品可以有效地诱

导其产生荧光。

２）用波长为３４０～３８０ｎｍ的激发光激发奶牛

血液样品时，在４５１～８００ｎｍ范围内，正常奶牛血

液样品的荧光峰值强度始终强于异常奶牛，并且在

４６８～４９１ｎｍ范围内，正常奶牛与异常奶牛血液样

品的荧光强度差值较大，可根据此位置的荧光光谱

有效辨别奶牛的血液是否发生了异常。

３）用波长为３４０～３８０ｎｍ的激发光激发奶牛

血液样品时，正常奶牛与异常奶牛血液样品的荧光

光谱 都 呈 现 出 了 宽 谱 带 的 荧 光 特 性。３８５～

４５０ｎｍ、４６８～４９１ｎｍ、４９２～６７５ｎｍ、６７６～８００ｎｍ

４段范围呈现出不同的特性，说明奶牛血液中的荧

光基团存在较宽的基态振动能级带，如卟啉分子和

黄素腺嘌呤二核苷酸等；并且正常和异常奶牛样品

呈现出相似的规律性，仅荧光强度有变化，说明当奶

牛患乳腺病后，这些基团振动能级带的基态能量未

发生大的变化。黄素腺嘌呤二核苷酸的荧光激发波

长在４５０～５２０ｎｍ范围内［１２］，由此判断，当奶牛患

乳腺病时，血液中的黄素腺嘌呤二核苷酸发生了变

化，但此时其基态能量并未发生变化，因此导致了荧

光强度的降低。在６５８～８００ｎｍ范围内，患病奶牛

血液样品荧光强度的降低是源于血液中大量的卟啉
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分子发生变化。但随着波长的增加，正常奶牛样品

和异常奶牛样品荧光强度的差值不断减小。因此，

是由于卟啉分子的结构发生变化，还是浓度发生变

化导致的荧光强度变化仍难以判断，需要进一步

研究。

通过对３４０～３８０ｎｍ激发光诱导奶牛血液的

荧光光谱特性进行研究，验证了利用荧光技术能够

有效判断奶牛血液样品是否异常，并通过分析确认

奶牛患乳腺病时血液中的某些物质发生了变化，如

黄素腺嘌呤二核苷酸和卟啉分子，由于血液中的成

分较为复杂，其他分子是否发生变化还需要进一步

的研究。由于国内对奶牛血液的荧光光谱研究较

少，本研究为快速检测奶牛血液提供了方法，并为利

用荧光进行奶牛疾病诊断提供了参考。
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