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摘 要

生物的超弱发光 (Ult ra - weak Bioluminescence ,U WL ) 强度极低 ,要求有极高灵敏度的

光电探测系统 ,此外还要求极低的噪声和极高的稳定性。80年代后期发展起来的光纤微通道

板象增强技术给生物 U WL 的研究提供了新的探测方法 , 使对 U WL 的研究进入到一个新的

阶段。可探测到 100 - 107
p hotons/ cm2 . s 的 U WL 图象 ,同时可得到发光强度及其二维分布信

息。1989年 R. Q . Scot t 等人 [1 ] 利用单光子计数系统对处于有丝分裂状态的黄豆芽在黑暗

的状态下 , 预先不经光照或化学及其它方式诱导的 U WL 进行了图象探测。实验图象显示 ,在

有丝分裂旺盛的区域辐射最强。这表明 ,光子计数成象技术能够提供有用的形态学信息。1991

年德国生物物理学家B. Schauf 等 [2 ]利用 P IAS系统 ( Photon - counting Image acquisition

system , Hamamat su) ,对黄瓜幼苗的超弱光子辐射进行了图象探测 ,结果表明 ,整个黄瓜幼苗

都发出强度超过探测器噪声的光子 ,但是光子辐射并不是均匀分布的 ,而是在下胚轴和根部的

光子辐射明显高于噪声水平 ,特别是在根尖处发光最强。结论还认为 ,黄瓜幼苗的光子辐射源

不是在根尖处 ,而是在处于下胚轴和根部的所谓过渡区( Transition zone)中。根尖的发光是由

于光子从过渡带经光波导传至根尖处而引起的。1995年日本的稻场文男研究小组 [3 ]对大豆、

小豆幼苗的 U WL 及人手、足的 U WL 进行了图象探测。

本研究小组在 95 年成功地利用自行研制的 U WL 图象探测系统对一些生物样品的

U WL 图象进行了探测[4 ] ,图象的清晰程度很好。实验得出 ,生物光诱导的 U WL 遵从双曲线衰

减规律。本文在此研究的基础上进一步开展了对 U WL 的研究 ,提供了叶绿素在 U WL 中的作

用的实验依据。另外 ,对与细胞分裂、生长等代谢变化有关的 U WL 图象进行了探测和分析 ,获

得了有用的形态学信息。

1 UWL 图象探测系统
图 1是我们实验室自行研制的的 U WL 图象探测系统原理图。整套装置放置在暗室里 ,样

品室内壁涂黑 , 样品放在三维可调平台上。光电探测系统是以微通道板象增强器为核心的超

高灵敏度成象系统。该系统是由变焦物镜(相对孔径 1 : 1. 8 ,焦距为 50mm) 、微通道板象增强

介绍了生物超弱发光图象探测系统及其原理。利用该系统对与黄化绿豆芽叶绿体形成相应的

光诱导超弱发光 (U WL )图象进行了实时观察。认为 ,叶绿体在生物超弱发光中起重要作用 ,但植物

的超弱发光不是叶绿素本身直接受光照射后的瞬发荧光。另外 ,对几种不同生物样品的超弱发光图

象进行了探测。实验表明 ,对应生物的不同生长代谢阶段及不同部位有不同的超弱发光强度。利用

这种探测和分析 ,可以得到一种无损探测生物的生理、生化状态及变化过程的直观、灵敏的实用方

法。

关键词 : 超弱发光 象增强器 CCD装置 叶绿素 黄化绿豆芽 紫罗兰

生物物理学报 第十三卷 第四期 一九九七年十二月

ACTA BIOP HYSICA SINICA Vol . 13 No. 4 Dec . 1997

© 1995-2005 Tsinghua Tongfang Optical Disc Co., Ltd.   All rights reserved.



1997年生 物 物 理 学 报678

器 (J apan , Hamamat su C3100) 、中继镜 (相对孔径 1 : 1. 4) 、背向照明 CCD 探测系统

( Princeton Inst rument inc . TE/ CCD - 512T KB ) ,控制器以及计算机等部分组成。

生物样品经变焦物镜成象在微通道板象增强器的光阴极上 , 光阴极的光敏波长在 330 -

930nm范围内 , 透过输入窗口在象增强器光阴极上的光子由于光电效应转换成电子图象 , 电

子透镜将电子图象藕合到微通道板上 ,在象增强器微通道板的每一个光纤通道内 ,电子经过不

断的撞击 ,每个入射电子便会产生 102 - 106 个电子 ,并保持图象的空间分布信息不丢失 ,从

微通道板出射的电子撞击荧光屏 , 重新激发出光子图象 , 再经中继镜投射到致冷 CCD ( -

58℃) 的成象面上 ,数据经控制器采集到计算机里 ,由计算机对图象进行显示并配合软件进行

图象处理。

2 实验结果与讨论
实验中我们分别对暗室中培养时间、条件相同的黄化绿豆芽从见光 10分钟到 3 小时 ,

中间间隔 10分钟 ,在相同的实验条件下的 U WL 图象进行了探测。图 2只是选取了一棵黄化

绿豆芽放在实验室普通光下 3小时 ,然后在白光 (60W) 诱导 2分钟后 ,黑暗中延迟时间为 10

秒 ,温度为室温 27℃,采集时间 30秒的 U WL 图象 (B) (加了灰度标尺)及对应的在微光照射

下所获得的外形图 (A) 。图 3是根据黄化绿豆芽见光不同时间探测的 U WL 平均强度所作的

对比折线图。从图中可以看出 ,从不见光的黄化苗开始到见光培养 3小时后 ,随着见光培养时

间的延长 ,其光诱导的延迟发光强度也随之加强。而且 ,从见光 40分钟开始可看到有较明显的

U WL 图 ,从见光 1小时后 U WL 强度的变化趋缓。

图 4是一棵黑暗中生长 7天 ,见光生长 1天胚轴上部及茎部已开始变绿 ,胚轴下部末变绿

的绿豆芽的不同部位经白光诱导 2分钟后 ,黑暗中经过约 10秒延迟 ,采集时间 30秒的 U WL

图象 (B) 及在微光照射下所获得的外形图 (A) 。图 5是选取与图 4中几个不同部位对应的

U WL 相对强度图。从图中可以看出 ,生物不同部位的 U WL 强度不同 ,胚芽平均发光最强 ,胚

轴上部、子叶发光较强 ,而未变绿的胚轴下部与根部发光强度接近本底

根据以上的实验结果 ,我们认为 ,植物的 U WL (延迟发光)与细胞中叶绿体的形成和含量

有很大关系。而且 ,叶绿素在其中扮演了一个重要角色 ,因为光在某一过程中要发生作用 ,它

Fig. 1 Schematic diagram of ult ra - weak bioluminescent image detecting system.
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Fig. 2 The image of a mung bean seedling (A) taken under a weak illumination and it s li ght

induced ult ra - weak bioluminescent (U WL ) image (B) . Before experiment t he mung bean

seedling had growed in darkness for 4 days and t hen growed in light for 3 hours.

Fig. 3 The comparisions of U WL intensi2
ties emit ted by t he mung bean seedlings

which had growed in darkness for t he

same time but t hen respectively growed in

light for different period of time .

Fig. 4 The image of a mung bean seedling (A) taken under a weak illumination and it s

U WL image (B) . Before experiment t he mung bean seedling had growed in darkness for 7

days and t hen growed in light for about 1 day.
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首先要被吸收。从叶子光合作用的作用光谱[5 ] 证明 ,

叶绿素是真正吸收推动光合作用的光能的色素。叶

绿素是光合作用的光反应中心及与其相联系的电子

传递反应的部位。

生物系统的 U WL 包含自发的发光和外因诱导

的发光两大成分。关于光诱导的 U WL 机制很复杂。

有人认为 [6 ] ,含有生物大分子、水和氧的生物系统在

光的作用下 ,可以产生多种自由基 ,尤其是过氧自由

基 ,经过演变 ,它们最后生成单线态氧、激发态羰基 ,

后两者的退激发构成了光诱导的生物系统的低水平

发光。

我们认为 , 植物的延迟发光途径之一可能是由

原初电子受体与在反应中心通过吸收光而形成的氧

化型叶绿素进行逆反应而产生的。叶绿素的这种逆

还原使它返回到激发单线态而不是基态[7 ]。因此 ,从

激发单线态可以发出光来。但是 ,叶绿素只有在活性

叶绿体中才表现出这种延迟发光 ,这种发光可以延迟半小时[8 ]。而在失活植物中的叶绿素并不

具有这种性质 ,这可从图 6看出。

图 6所示是一片花生幼叶在实验时经开水将其下半部迅速 (约 2秒) 烫一下 ,然后再经白

光诱导的 U WL 图 (B) ,左边是与其对应的在微光照射下所获得的外形图 (A) 。实验中单从外

表看不出叶子上部与下部有任何区别 , 但它们光诱导的延迟发光却截然不同。这说明延迟发

Fig. 5 The relative U WL intensities

(arb. unit s) in t he different part s of t he

mung bean seedling. (refer to Fig. 4 )

R - radicle , HL - hypocot yl (lower

part ) , HU - hypocot yl (upper part ) ,

C - cot yledon , P - plumule .

Fig. 6 (A) The image of a peace of peanut leaf taken under a weak illumination . The

lower part of t he leaf had been quickly boiled to deat h before experiment . (B) The

U WL image of t he leaf .
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光不是叶绿素分子本身直接受激发光照射后所发的“瞬发荧光”(寿命约 10 - 9s) ,而和植物受

光照射后在其体内所发生的一系列光生物化学反应有关。通常认为一个光化反应的全过程大

致可以分为二个阶段 :原初光化反应和继发光化反应。在原初光化反应过程所形成的产物中 ,

大多数是具有高度化学活性的中间产物 ,如自由基 ,离子或其他不稳定产物。不稳定产物继续

进行化学反应 ,直至形成稳定的产物 ,这就是继发光化反应。植物光诱导的超弱发光可能就是

继发光化反应的结果。

实验中 ,我们还对另外一些生物样品的 U WL 图进行了探测。图 7 (A)左边是一朵处于盛

花期的紫罗兰花 , 在面向物镜的一侧剥掉一片花瓣 , 使其子房和花蕊能够成象到 CCD。图 7

(A)右边是两朵处于花蕾期 (剥掉花萼后)的紫罗兰花。图 7 (B)是将上述三朵紫罗兰花经白光

照射诱导后黑暗中延迟 10秒采集时间 20秒的 U WL 图象。

从图中可以看出 , 处于盛花期的紫罗兰花瓣发光很弱 , 而处于花蕾期的紫罗兰花发光很

强 ,比叶子发光还要强。从图中还可以看出 ,处于分裂活跃期的子房发光也较强。这说明 U WL

还与生物的生长、代谢快慢 ,特别是与细胞分裂的活跃程度有密切关系。花蕾和子房处于细胞

分裂、生长代谢的活跃期 ,所以它们的发光很强。而处于盛花期的花瓣其细胞分裂、生长都缓

慢 ,因此发光也较弱。这一点在图 2、图 4中也表现得很明显 ,处于豆芽生长点的部位发光较

强 ,而用于能量储存和供给的子叶发光相对较弱。

注意到在细胞分裂、生长旺盛区域的代谢变化与 U WL 的关系 , DNA 可能是 U WL 的另

一源泉。Popp 等[9 ]认为正是 DNA 分子形态的变化导致了细胞超弱发光的不同。而且他们指

出由光诱导的生物系统发光的双曲线和振荡衰减是由于在不同发展阶段的DNA 内进行光子

的受激储存的结果。

根据生物 U WL 图象 ,我们可以检测生物的新陈代谢过程和程度 ,可以判断生物的生理状

态和生化反应的剧烈程度。它是一种直观、灵敏的无损探测方法。具有重要的理论意义和应用

前景。

生物样品超弱发光图象的探测与分析

Fig. 7 The image (A) of a violet taken under a weak illumination and it s U WL image (B) .
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本文于 1997年 4月 16日收到。

进一步的研究包括 :1. 研究生物 U WL 与生物的生理生化反应过程的关系 ;2. 利用高空

间分辩率的增强型 CCD对动植物的自发发光进行探测 ; 3. 从光谱学角度探讨生物 U WL 的

本质及应用。
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THE D ETECTIO N AND ANALYSIS O N THE UL TRA - WEA K

BIOL UMINESCENT IMAGES OF SOME L IVING SPECIES

Wang Weijiang Xing Da Tan Shici Li Dehong

( L aser L if e S cient i f ic I nst i . , S hout h Chi na N orm al U ni v ., Guang Zhou , 510631)

ABSTRACT

In t his paper our detecting system which includes image intensifier and cooled CCD

are int roduced. U sing such system we have st udied some li ght induced ult ra - weak

bioluminescent (U WL ) images corresponding to t he develop ment of chloroplast in a e2
tiolated mungbean seedling . Also , t he characteristics of some U WL ima ges of different

living species are analyzed. From t he result s we conclude t hat chloro p hyll in a plant

plays a great imporant role in t he p rocess of U WL . Nevert heless t his U WL does not

conform t he same mechanism wit h t he luminescence direactl y coming f rom chlorop hyll

excited by light . In t he light of t he living species at t he different stages of metabolism

or in t he different part s of a plant gives t he different U WL intensities , so we can get

a sensitive and non - invasive powerf ul met hod to detect t he information comin g f rom

t he p rocesses of t he p hysiologocal and biochemical changes in living systems.

Key Words : Ult ra - weak bioluminescence Ima ge intensifer CCD

Chlorop hyll Etiolated mungbean seedling Violet
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