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全反式视黄醛水包油微乳体系的激光闪光光解研究  

江 洁 
（滁州职业技术学院  滁州 239000） 

摘要  以十二烷基磺酸钠为表面活性剂，环己烷为油相，正丁醇为助表面活性剂制备了全反式视黄醛(All-trans 

retinene, ATRN)的水包油微乳体系，然后利用 355 nm 激光闪光光解技术，研究了微乳中 ATRN 的瞬态光化学

性质。结果表明，ATRN 经由 355 nm 激光激发，生成 ATRN 激发三重态(3ATRN*)，3ATRN*的瞬态特征吸收

波长为 470 nm。在酸性环境中，3ATRN*能与二苯胺发生电子转移反应，生成 ATRN 中性自由基和二苯胺阳离

子自由基。通过研究 3ATRN*与生物分子和抗氧化剂之间的反应表明：3ATRN*反应活性不高，由此推断 ATRN

可能经由光动力 TypeⅡ途径，造成生物体系的光毒性。 
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全反式视黄醛(All-trans retinene, ATRN)在视觉

活动中扮演着必不可少的角色[1-2]。在研究视黄醛参

与视觉活动的机理时，人们发现视黄醛及其复合物

是一类潜在的内源性光敏剂。光对眼睛的损伤是多

方面的，主要取决于眼睛中所含的各种生色基团的

光反应活性，这些内源性生色基团包括类视黄醇、

视紫红质和脂褐素[3]。人的眼睛经常暴露在各种光

线环境中，而 ATRN 是视网膜中最丰富的光敏剂，

因此 ATRN 具有诱导眼睛光损伤的最大潜力。在非

极性的均相体系中，ATRN经过系间窜越生成ATRN

激发三重态 (3ATRN*)，且量子产额非常的高

(0.4−0.82)[4]。3ATRN*一方面能够有效地诱导活性氧

(ROS)的产生，另一方面，3ATRN*可以通过抽氢或

者电子转移反应氧化有机胺和酚氧类化合物[5-6]。 

以往 ATRN 瞬态光化学的研究主要在均相体系

中进行，然而 ATRN 是两亲性物质，它在生理状态

下倾向于分布在膜结构中，这种分布状态是一种异

相分布，与均相体系相差较大，ATRN 在均相体系

中所发生的瞬态光化学反应能否代表其在生物体中

的真实情况，将有待进一步研究。为此，本文在水

包油的微乳体系中使用 355 nm 激光闪光光解，研

究了 ATRN 的激发态，推断了 ATRN 在微乳中的光

敏化反应类型，同时也考察了其激发态的反应活性。

本文研究结果有利于深入了解 ATRN 在生理状态下

的光毒性机理。 

1 材料与方法 

1.1 试剂与仪器 

全反式视黄醛(ATRN)、叠氮钠(NaN3)和叔丁醇

购自 Sigma；二苯胺(DPA)、环己烷、正丁醇、

NaH2PO4·2H2O、Na2HPO4·12H2O、Na3PO4·12H2O、

浓磷酸、酪氨酸(Tyr)、抗坏血酸(VC)和没食子酸(GA)

购自国药化学试剂有限公司；色氨酸(Trp)、还原性

谷胱甘肽(GSH)、十二烷基硫酸钠(SDS)、维生素

E(VE)、L-半胱氨酸(Cys)和溶菌酶(Lyso)购自上海生

工生物工程有限公司；亚油酸(LA)、叔丁基对苯二

酚(TBHQ)、2,6-二叔丁基对甲酚(BHT)购自阿拉丁；

高纯氧，高纯氮，高纯氧化亚氮购自上海浦江特气

有限公司，含量 99.999%。 

纳秒级激光闪光光解装置为同济大学生命科学

与技术学院研制，超声清洗仪(DL-360D，上海之信

仪器有限公司)、电子分析天平(AL204，Mettler 

Toledo，瑞士)、紫外可见分光光度仪(Cary 50 Probe，

VARIAN，美国)、pH计(DELTA 320，Mettler Toledo，

瑞士)及超纯水器(Milli-Q，美国)。 

1.2 微乳制备 

微乳由油相，表面活性剂，水相和助表面活性

剂组成，本文油相使用环己烷，表面活性剂为 SDS，

助表面活性剂为正丁醇，水相为 0.04 mol·L−1 的磷
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酸缓冲溶液。配制微乳时，首先将 SDS，正丁醇和

水按照质量比 1:2:1 超声混合成溶液，称之为乳剂，

然后将环己烷，乳剂和水相按照体积比 2:6:17 进行

混合，则澄清透明的微乳便可自发形成。在制备待

测物微乳液时，可根据待测物的溶解性差异，将它

们事先溶解于环己烷、乳剂或者水相中，然后再按

照固定体积比混合，便可制备含有待测物的微乳体

系。不同 pH 值的微乳体系是通过加入不同 pH 值的

磷酸盐缓冲液配制的，而缓冲溶液是由 H3PO4，

NaH2PO4，NaHPO4 和 Na3PO4 分别按照不同的比例

配制的，微乳液的最终磷酸盐浓度为 0.04 mol·L−1。 

1.3 激光闪光光解 

激光闪光光解装置的激光源采用固体晶体激光

器(J1K1 Laser System 2000 Neodymium/YAG)，波长

为355 nm，脉冲宽度5 ns，单脉冲平均能量为60 mJ。

分析光源采用的是 300 W 的氙灯，引入一种氙灯瞬

时加亮技术，在激光脉冲触发的瞬间。分析光与激

光成垂直方向透过 1 cm 石英样品池，经单色仪分光

后由 R955 光电倍增管转化为电信号，反馈补偿后

由安捷伦高速数字示波器记录，数据转至计算机后

用自编软件进行处理。根据需要，样品在实验前用

99.99%的 N2除氧，或以 O2或 N2O 鼓泡 20 min 饱

和，所有实验均在室温下进行。 

1.4 双分子反应速率常数的计算 

3ATRN*与其他物质之间的反应速率常数在氮

气饱和条件下，按照公式(1)进行计算。 

0obs R [ ]k k k R                           (1) 

式中，kobs 代表 3ATRN*在其特征吸收峰 470 nm 处

的假一级表观衰减速率常数(kobs，单位：106 s−1)，

k0代表在没有还原剂的情况下 3ATRN*在 470 nm 处

的假一级表观衰减速率常数，[R]代表还原性物质的

浓度，kR为线性拟合斜率，通过 kR值计算双分子反

应速度常数（单位：mol−1·L·s−1）。 

2 结果与讨论 

2.1 ATRN 在微乳中光激发反应的表征 

微乳体系本身在 355 nm 处几乎没有吸收（图

1），因此使用 355 nm 激光激发样品时，激光能量

主要被 ATRN 吸收。在中性的微乳体系中（图 1），

ATRN 在 355 nm 处具有吸收，因此可用 355 nm 激

光闪光光解进行研究。水相中 pH 值的变化不影响

ATRN 在微乳中的紫外可见吸收。说明水相中的 H+

或者 OH-对 ATRA 的结构影响不大。 

 

图 1  在 pH = 7.4 的条件下，不同浓度 ATRN 的微乳体系的
紫外可见吸收光谱 

Fig.1  The absorption spectra of microemulsions at pH=7.4 
with different concentrations of ATRN 

 

在 pH = 7.4 和 N2 饱和的条件下，355 nm 激光

闪光光解 ATRN 微乳体系所得的在不同时刻的瞬态

吸收谱图表明，在 470 nm 处呈现一个强而宽的瞬

态吸收峰，同时在 ATRN 的基态吸收波段范围内出

现了较强的光漂白现象，随着 470 nm 的瞬态吸收

峰的衰减，光漂白逐渐消失，且在 390 nm 附近出

现一个新的吸收峰（图 2）。光漂白现象的出现表明

在 355 nm 激光脉冲的激发下，ATRN 被消耗发生了

光反应[7]。 

由瞬态图谱（图 2）可以看出，在大于 600 nm

波段范围内几乎没有瞬态吸收出现，说明光反应过

程没有产生水合电子。3ATRN*最大吸收波长随着溶

剂的变化在 445 nm 和 480 nm 之间波动[5,8-11]。为了

验证 ATRN 是否发生了光激发，O2 饱和的样品被用

于 355 nm 激光闪光光解实验。通过比较 O2 和 N2

条件下所得的 0.5 μs 时刻的瞬态吸收谱图发现，O2

能够使 470 nm 瞬态吸收消失（图 3）。O2 是激发三

重态的有效猝灭剂，因此可以判断 470 nm 处的瞬

态吸收应归属为 3ATRN*，3ATRN*能够与 O2 发生

能量转移反应生成单线态氧(1O2)。同时 O2 能够使

光漂白现象几乎全部消失，这说明在 355 nm 激光

激发下，ATRN 主要发生了光激发反应生成了
3ATRN*。 

 



 江 洁：全反式视黄醛水包油微乳体系的激光闪光光解研究  

050302-3 

 

图 2  在 pH = 7.4 和 N2饱和的条件下，355 nm 激光闪光光
解 ATRN(0.05 mmol·L−1)微乳体系后所得的瞬态吸收谱图 

插图：在 380 nm 和 470 nm 处的动力学衰减曲线 
Fig.2  Transient absorption spectra obtained by 355 nm LFP 

of 0.05 mmol·L−1 ATRN in N2-saturated microemulsion at 
pH=7.4 after laser pulse: Inset: Kinetic decay curves recorded 

at 380 nm and 470 nm 

 

图 3  在 pH = 7.4 的条件下, 355 nm 激光闪光光解分别经 N2

和 O2饱和的 ATRN(0.05 mmol·L−1)微乳体系后所得的在 0.5 
μs 的瞬态吸收谱图  插图：在 pH = 7.4 的条件下，355 nm
激光闪光光解分别经 N2和 O2饱和的 ATRN(0.05 mmol·L−1)
微乳体系后所得的在 470 nm 和 380 nm 的动力学衰减曲线 
Fig.3  Transient absorption spectra recorded at 0.5 μs obtained 

from 355 nm LFP of 0.05 mmol·L−1 ATRN at pH=7.4 in 
N2-saturated and O2-saturated microemulsion, respectively. 
Inset: kinetic decay curves recorded at 470 nm and 380 nm 

obtained from 355 nm LFP of 0.05 mmol·L−1 ATRN at pH=7.4 
in N2-saturated and O2-saturated microemulsion, respectively 

ATRN + hv→3ATRN*                 (2) 

3ATRN* + O2→ ATRN + 1O2           (3) 

N2 饱和条件下的动力学衰减曲线表明（图 2 插

图），当 380 nm 处光漂白回到 0 点之后，依然会出

现一个生成过程，如果 3ATRN*的猝灭是经过物理

猝灭生成 ATRN 的过程，那么当 3ATRN*衰减完成，

380 nm 处的 OD 值应回到 0 点，不应该继续增加，

而实际上，随着 3ATRN*在 470 nm 处的继续衰减，

380 nm 处的 OD 值一直增加，直到 470 nm 处的动

力学衰减完成，它们的这种同步性说明 3ATRN*的

衰减会生成在 380 nm 附近具有吸收的瞬态物质。 

O2 是激发三重态的有效猝灭剂，在 O2 饱和条

件下，3ATRN*被 O2 快速猝灭；与此同时，380 nm

处的光漂白迅速回到 0 点后，其 OD 值不再增加（图

3 插图），这说明当 3ATRN*被猝灭后，反应体系中

不再生成 380 nm 处的瞬态物质，即是说 380 nm 处

的瞬态物质来自 3ATRN*的次级反应。考虑到
3ATRN*具有一定的氧化性[5]，且本文使用的微乳体

系所含正丁醇具有一定还原性，因此推测，3ATRN*

与正丁醇之间可能发生了抽氢或者电子转移反应，

生成了 ATRN 阴离子自由基(ATRN‾)或者中性自由

基。使用脉冲辐解技术所得到的 ATRN‾在甲醇体系

中的最大瞬态吸收在 445 nm 附近，ATRN‾被质子

化之后生成中性自由基(λmax = 395 nm)[12-13]，因此推

断在微乳体系中 380 nm 处的瞬态物质可能是
3ATRN*与正丁醇之间发生抽氢反应所生成的

ATRN 中性自由基。 

2.2 微乳中 3ATRN*与二苯胺之间的反应 

3ATRN*具有一定的氧化性，在乙腈溶液中，它

能够通过电子转移或者抽氢反应氧化有机胺和酚氧

类物质[5]。而在微乳中，3ATRN*的衰减也伴随着其

还原产物的生成，推测 3ATRN*可能氧化了微乳中

的正丁醇。为了进一步探讨 3ATRN*在微乳中的反

应活性，本文考察了 3ATRN*对亲核试剂二苯胺

(DPA)的反应活性。 

DPA 常被用于考察瞬态活性物质的反应活性。

DPA 阳离子自由基(DPA+)的 pKa = 4.2，其脱质子形

式的中性自由基(DPA)在 700 nm 的吸收峰较宽且

弱，不易进行定性判断，而 DPA+在 680 nm 的吸收

峰比较尖锐[14]，容易进行定性分析。为此，本文在

酸性 pH条件下考察了 3ATRN*与 DPA之间的反应。 

首先本文考察了 pH 对 3ATRN*生成和衰减的

影响，结果发现 pH 值(2.0、7.4 和 12.1)几乎不影响

470 nm 处 3ATRN*的动力学衰减曲线，这说明
3ATRN*的生成和衰减几乎不受水相中 H+或者 OH‾

的影响。在 pH = 2.0 和 N2 饱和的条件下，355 nm

激光闪光光解 ATRN 和 DPA 微乳体系所得的不同

时刻的瞬态吸收谱图表明，随着 3ATRN*在 470 nm

处的瞬态吸收的衰减，在 380 nm 和 680 nm 处分别

出现两个瞬态吸收峰（图 4）。根据 ARTN 中性自由

基的特征吸收峰位置可以判断 380 nm 处的瞬态吸

收应归属于 ARTN 中性自由基，而 680 nm 处的瞬
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态吸收应归属于 DPA+。由动力学衰减曲线可以看

出 470 nm 处的动力学衰减过程与 680 nm 处的动力

学生成过程是同步的（图 4 插图），因此判断 680 nm

处的瞬态吸收应该是 DPA 被 3ATRN*单电子氧化之

后的产物 DPA+。 

在 pH = 2 和 N2 饱和的条件下，355 nm 激光闪

光光解含有 ATRN 和 DPA 的微乳体系所得到的动

力学衰减曲线表明，随着 DPA 浓度的增加，3ATRN*

在 470 nm 处的动力学衰减逐渐增加（图 5a）。将

DPA 浓度值与对应 DPA 浓度下 3ATRN*在 470 nm

处的表观假一级衰减速率常数(kobs)按照公式(1)进

行线性拟合（图 5b），由斜率值可求算出 3ATRN*

与 DPA 的反应速率常数：1.2×108 mol−1·L·s−1。 

3ATRN* + DPA + H+→ ATRN+ DPA+      (4) 

 
图 4  在 pH = 2.0 和 N2饱和的条件下，355 nm 激光闪光光
解 ATRN(0.05 mmol·L−1)和 DPA(6 mmol·L−1)的微乳体系所
得到的瞬态吸收谱图插图：470 nm 和 680 nm 处的动力学衰

减曲线 
Fig.4  Transient absorption spectra obtained by 355 nm LFP 

of 0.05 mmol·L−1 ATRN in N2-saturated microemulsion at  
pH= 2.0 in the presence of 6 mmol·L−1 DPA after laser pulse. 
Inset: Kinetic decay curves recorded at 470 nm and 680 nm, 

respectively 

 

图 5  (a)在 pH = 2 和 N2饱和的条件下，355 nm 激光闪光光解 ATRN(0.05 mmol·L−1)和不同浓度 DPA 的微乳体系后所得到的
在 470 nm 处的动力学衰减曲线；(b) 3ATRN*在 470 nm 的 kobs 与相应 DPA 浓度值之间的线性拟合 

Fig.5  (a) Kinetic decay profiles observed at 470 nm from 355 nm LFP of 0.05 mM ATRN in microemulsion at pH=7.4  
in the presence of DPA (0.8 mmol·L−1, 1.2 mmol·L−1 and 1.6 mmol·L−1); (b) Linear dependence of kobs for  

3ATRN* at 470 nm on DPA concentrations 

 

2.3 微乳中 3ATRN*与其他所选物质的反应 

为了考察 3ATRN*能否直接作用于生物分子，

本文在 pH = 7.4 的微乳环境中考察了 3ATRN*对溶

菌酶，氨基酸(Tyr、Trp 和 Cys)，不饱和脂肪酸（亚

油酸）和不同抗氧化剂(BHT、TBHQ、VC、GA、

GSH 和 VE)的反应活性。由结果发现，3ATRN*几

乎不与所选物质发生反应。Harper 和 Gaillard 研究

了 3ATRN*与酚氧类化合物的反应，发现它们之间

的反应速率常数远小于扩散控制的速率常数(< 106 

mol−1·L·s−1)[5] 。 其 实 反 应 速 率 常 数 小 于 106 

mol−1·L·s−1 的双分子反应在我们的仪器中很难被计

算出来，所以在仪器的测量范围内，3ATRN*几乎不

与所选物质发生反应，即使发生反应，速率常数也

非常小，因此推断，在自然环境下，3ATRN*本身的

反应活性不强，可能无法直接作用于生物分子。 

光敏化过程对生物大分子的损伤一般分为两种

类型，第一种是直接损伤(TypeⅠ)，即是光敏剂的

激发态与底物分子直接发生反应进而对生物分子造

成损伤；第二种是间接损伤(TypeⅡ)，此时光敏剂

的激发态与 O2 发生能量转移或者电子转移生成活

性氧(ROS)，然后由ROS引起蛋白质，氨基酸，DNA，

和 RNA 等生物大分子的损伤[15-21]。本文的结果表

明，在异相的水包油微乳体系中，ATRN 经可见光

照射，发生光激发反应生成 3ATRN*，3ATRN*本身

反应活性不强，因而不能经由 TypeⅠ的途径诱导生

物分子损伤，但是 3ATRN*能够被 O2有效猝灭，诱

导 ROS 的产生，因此 ATRN 的光敏化过程可能是
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通过 TypeⅡ的途径引起生物体光毒性。 

3 结论 

在 pH = 7.4 和 N2 饱和的微乳体系中，355 nm

激光闪光光解 ATRN 主要发生光激发反应生成
3ATRN*；3ATRN*的特征吸收峰在 470 nm 处，微乳

中 3ATRN*的衰减会生成 ATRN 中性自由基。在 pH 

= 7.4 和 N2 饱和的微乳体系中，3ATRN*的动力学衰

减几乎不受氨基酸，溶菌酶，亚油酸以及本文所选

的各种抗氧化剂的影响。推测 3ATRN*在异相体系

中的反应活性并不强，ATRN 的光敏化过程可能主

要是通过诱导 ROS 产生的途径进行的。 
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Study on laser flash photolysis of all-trans retinene in oil-in-water microemulsion 

JIANG Jie   

(Chuzhou Vocational and Technical College, Chuzhou 239000, China) 

ABSTRACT  Oil-in-water microemulsion of all-trans retinene (ATRN) was synthesized in which SDS was used as 

surfactant, 1-butanol as cosurfactant, and cyclohexane as oil phase. Then 355 nm laser flash photolysis was used to 

investigate the transient photochemistry of ATRN in the microemulsion. The results showed that ATRN can be 

photoexcited by 355 nm laser light to produce the triplet state of ATRN (3ATRN*) with λmax ≈ 470 nm. In acidic 

solution, 3ATRN* can react with diphenylamine (DPA) via electron transfer to produce transient products of ATRN 

neutral radical and DPA radical cation. The study on the reactivity of 3ATRN* with lysozyme, amino acids and 

antioxidants showed that 3ATRN* may not interact directly with biomolecules, and ATRN may be phototoxic via PDT 

Type II photosensitization process.  

KEYWORDS  All-trans retinene, Microemulsion, Laser flash photolysis, Phototoxicity, Reactive oxygen species 
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