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提要:实验研究 了正常人和一种 α 型、两种 β型地中海贫血病患者血液中八种

单一组分的血红蛋白的电子吸收光谱和激光共振喇曼光谱，结合临床 ， 分析讨论了它

们的光谱、分子结构与呼吸生理功能和致病机理的关系 。
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Abstract : The electronic absorption spectra and lasel' resonance Raman spectra of eight 

types of singular ∞mponent of hemoglobin from the blood of normal persons, one α-and two β­

thalassemia patients wel'e studied. The correlation of their spectra, molecular structUl'e乌 resplra­

tory function and pathogenetic mechanism were for the first time analyzed anc1 discussed in 

coordination with clinic. 
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A. E. SidwelFl ， 2J 首先研究了血红蛋白
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的吸收光谱，发现它在近紫外区有 Sore ~ 带，

它涉及血红素基团一铁 ut-琳共辄环结构的 r
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旷电子跃迁;在可见光区2 有 α 带和 β 带，它

与叶琳环的配位场和第六配位体的原子特性

有关2 能表征血红蛋白是处于氧合或脱氧状

态; 在紫外区的两个吸收带则主要是多肤链

侧链上醋氨酸的苯酣基和色氨酸的"5 1垛环这

两个紫外发色团的吸收。

七十年代中期，激光共振喇曼光谱在生

物学上的应用研究引起了人们的显著重视。

H. Bru丑ner 和 H. Sussner 等[3-81 用激光共

振喇曼光谱方法比较了空心 叶 琳 IX、氯高

铁血红蛋白、 氧合血红蛋白和脱氧血红蛋白

的激光共振喇曼光谱，进一步弄清了血红蛋

白共振喇曼光谱各条谱线对分子结构振动模

式的归属。

近年来p 对血红蛋白分子血液病发病机

理的学说指出:当调节正常血红蛋白合成的

基因发生突变p 使多肤链变异，便会直接影响

它的 l呼吸功能。

我们的工作就是根据这种观点，建立了

一个简单的模型:把日卡琳环和多肤链视为外

场3 多肤链变异，场强变化，便直接影响叶琳

环中心铁离子与 O2 的结合和释放能力。用

激光共振喇曼光谱方法，以其中表征血红蛋

白分子结构中与 ν (Fe一O2) 伸缩振动和 v( = 

O-N) 伸缩振动有关的两条谱线为探针3 对正

常人和分子血液病患者血液中各血红蛋白的

单一组分进行研究，结合临床3 分析讨论了它

们的激光光谱一分子结构一呼吸功能一致病

机理之间的关系。

二、 实验装置和条件

实验装置如图 1所示，测定灵敏度达

10-~ M，重复性为士1 厘米-1。

实验条件 Ar+ 激光器 4880λ 单线功
率为 300 毫瓦 GDM-1000 光栅双单色仪狭

缝宽为 300 微米i光电倍增管电源电压为 900

伏;放大器放大倍数为 500; 样品池转速为

2000 转/分。

图 1 实验装置示意图

Ar+一氢离子激光器; ， P1一分光棱钱; 凡一全反
射棱镜 31、 乌一光l滴 c一样品池;马、 马一透

镜 PM一光电倍增管 1一高压电源 II一前
置放大器 III-相敏放大器 IV一记录 仪;

V一光栅双单色仪

用醋酸纤维部j出电泳法从正常人和一种

α 型、两种 β型地中海贫血病患者的血液中

分离出八种单一的血红蛋白组分(表 1) 。

表 1

H b-A Hb-A2 Hb- F Hb-H 

一
成人 ~96~毛 2~3% 

正常人 胎儿 80% 

。 型患者 ~70% 30% 

β 型患者 A2 升高症 ~90% 8% 

F 升高症 70% 

对以上八种单一的血红蛋白组分p 模拟

呼吸现象，分别通入 O2 或 002，测定其中的

气体含量; 记录了它们的电子吸收光谱和激

光共振喇曼光谱。

三 实验结果和讨论

我们对电子吸收光谱中与叶琳环、配位

场和第六配位体以及多肤链有关的五个吸收

峰进行了比较;以共振喇曼光谱中与呼吸生

理有关的特征喇曼谱线 572 厘米-1 V(Fe-0 2) 
和 1387 厘米-1、 1392 厘米-lV( = O-N) 为探

针p 观察了上述八种单一的血红蛋白组分的

分子结构变异在光谱上的反映。
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下面对实验结果进行分析和讨论。
1.比较正常人和 β型地中海贫血病患

者血液中 Hb-A、 Hb-A2 的电子吸收光谱

(见图 2)可见:
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图 2 正常人和 β型地中海贫血病患者
血液中 Hb-A、 Hb-A2 的电子吸收光谱

&.正常人与 β型患者的 Hb-A: 表征血

红素基团部位的 Soret 带和 β 带以及表征其
多肤链的酣氨酸和色氨酸侧链中的紫外发色
团部位的紫外吸收带均相同。 这表明无论是
正常人血中的 Hb-A 或 β 型患者 (Hb-A'，l升

高症)血中的 Hb-A 均为正常 Hb-A，其分子
结柏中与上述吸收光谱相应的发色团的结柑
均相同。 我们的样品均属氧合型。

b. 正常人的 Hb-A 与 Hb-A2 两者的

Sore古带和 α、 β 带均相同;两者的紫外吸收
带无相对频移3 只是强度稍有不同。 这表明
正常人的 Hb-A 和 Hb-A2 均属氧合型2 两

者具有相同的叶琳结构，两者的多肤链部位

虽有从 α2β2 (Hb-A)→α2δ2 (Hb-A2) 的变化，

但此变化不涉及醋氨酸和色氨酸侧链中的紫

外发色团的变化3

O.β 型患者和正常人的 Hb一A2 两者的

Sore七带和 α、 β 带均相同;两者的紫外吸收

带元相对频移，强度有些变化。 这表明两者
具有相同的叶琳结构。患者的病变部位在

Hb-A2 的多肤链。 至于两者多肤链结构上

是否亦稍有不同p 尚待进一步研究。
2. 正常人和 β型地中海贫血病患者血

液中 Hb-A、 Hb-A:I的激光共振喇曼光谱
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图 3 正常人和 β型患者 Hb-A、 Hb-A2 的

激光共振喇旦光谱(纵坐标为光强， 下同〉

(图 3、 4) 的特征分别是:
a . 在正常人的 Hb-A 中，记录到 1387
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厘米-1 的共振喇曼谱线(图 3的 3 它归属于血

红蛋白中血红素基团吟琳环的 v( = O-N) 伸

缩振动，其振动频率依赖于叶 i琳环中心铁离

子与H比咯氮间的配位强度。

当正常人的 Hb-A 通 O2 时 J 1387 厘

米-1 这条喇曼诺线向高频移 至 1392 厘米-1

处(图 3的 。 这表明在正常人体内占 96 % 左

右的 Hb-A 容易与 O2 结合。 结合时由于叶

琳环中心铁离子 (Fe++) 移入叶 l淋环平面中

心，铁与日比咯氮的配位强度增加J v( = O- N) 

振动频率向高频移动。 与此同时，还出现

572 厘米-1 这条特征l剌曼谱线(图引 。

司是
E副
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b. 正常人的 Hb-A2 与 Hb-A 一样记

录到 1387 厘米-1 这条谐线;通 O2 则频移到

1392 厘米-1。

O. β 型患者的 Hb-A 与正常人的 Hb­

A 完全一样p 记录到 1387 厘米4 这条谱线，

通向后频移至 1392 厘米-1。这是正常血红

蛋白 Hb-A。

d.β 型患者的 Hb-A2 则记录到向高频

移动了的谱线 1392 厘米吐，它和正常血红蛋

白 Hb-A 通 O2 后的情况一样。这表明患者

的 Hb-A2 含 O2 量比较高，在通常情况下己

和一定量的 O2 结合，而且它和 O2 的亲和力

也比较大，即口卡琳环中心铁离子一旦与 O2 结

正常人 Hb-A 激光共振喇曼光谱图图 4

1 ~ ， 

l I I 
1700 15∞ 1300 11∞ 9∞ 700 5∞ 3∞ 

厘米-1

(b) β 型地中海贫血病 Bb-F 的激光共振l蝴l受光谱

图 5

合，就比较难释放，这也可能是造成患者缺氧

的原因之一。
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3. 正常脐带血和β型地中海贫血病患

者血液中 Hb-F 的激光共振喇曼光谱(见图

5) 。

a. 正常脐带血中 Hb-F 在Jm. O2 前后的

激光共振喇曼光谱有明显差异:

<i> 通 O2 前:记录到 v ( = 0- N) = 1387 
厘米-1 喇曼谱线(图加 (1) )。

<ii> 通 O2 后:这条谱线向高频移至

1392 厘米-1 处(图加(2)) ，这与 2. a. 有类

似的结果和解释。 与此同时p 还记录到 572

厘米-1 的共振喇曼谱线(图加(2)) ，它归属

于血红蛋白的血红素基团中吟琳环中心铁离

子的 v(Fe-02) 伸缩振动。 572 厘米-1 这条

谱线的出现表明， Hb-F 的叶琳环中心铁离

子己与 O2 结合。样品经半小时照射后， 572 
厘米-1 这条谱线的强度减弱(图加(3)) 。

<iii> 通 002 时(图印件))， 572 厘米-1

喇曼谱线消失， 1387 厘米-1 增强。 这表明，

此时由于 002 分压增加3 使 Hb-F 对 O2 的

饱和度和亲和力降低，甚至趋向脱氧状态。

以上结果说明2 正常脐带血中占主要成
分的 Hb-F 易与 O2 结合p 也易于释放 O~，

这样胎儿通过脐带血就容易在母体中吸取

O2，有利于他进行气体交换和生长发育。

b . β 型患者的 Hb-F 即使不通 O2 ， 也

记录到 572 厘米-1 和 1392 厘米-1 喇曼谱线

(图叭的下〉。 把样品放置 6 天，经激光多次

照射p 实测其含 O2 量和激光共振喇曼光谱

(图 5 (b) 上)都没有变化。这表明患者的 Hb­

F 与 O2 的结合量高3 亲和力也很强，所以容

易造成组织缺氧。

4.α 型地中海贫血病患者血液的电泳

谱图、电子吸收光谱和激光共振喇曼光谱。

α 型地中海贫血病患者血液的电泳谱图

(图 6) 表明患者的血液中除有 Hb-H (ββ

外2 尚有 Hb-A(α2β2) 以及少量的 Hb-A2
(α2 (2) 和 Hb-Bart's (v4) ，属杂合子(杂合型

α一地中海贫血〉。

a.α 型患者 Hb-H 的电子吸收光谱(图

. 2 48. 

._Bb-H 
B b-Bart's 

……· . Hb-A 

丑b-A~

图 6 α 型患者血液的电泳谱图

7) 中 α、 β 带较弱，表明 Hb-H 虽属氧合型，

但它与 O2 的结合量极低，实测其含 O2 量仅

10% 左右。 激光共振喇曼光谱复杂，与正常

Hb 的差异很大3 没有出现 v(Fe-02) 和 v(=

O~N)这两条喇曼谱线。

250 aoo 350 4∞ 450 500 550 600 (.50 
~t:y世米

图 7α型地中海贫血病 Hb-H 的吸收光谱

15∞ 13∞ 11ω9以) 700 5∞ 3∞ 
厘米→

图 8 α 型地中海贫血病 Hb-A 的

激光共振喇里光谱

通 O2 时 3 其 Hb-H 表现出拒绝与 O!l结

合的性质。 通 002 时呈褐色絮状沉淀，明显

变性3 其吸收光谱也明显变形。

从以上实验现象与结果可见， Hb-H 的

分子结构与正常血红蛋白不同。同时， Hb-H

(上'接第 243 页)



表面的能量。激光的能量在生物样品上呈高

斯分布，只有照射到中心部位的能量才会产

生引起生物学效应的损伤。 所以，激光在生

物样品上造成的有效损伤光斑可以 很 小。

Berns 等口创 指出，激光聚焦光点的直径是激

光波长、 聚焦物镜放大倍数以及数值孔径的

函数3 但由于能量的高斯分布，激光在生物样

/.I~I上所造成的有效损伤光斑可以比理论上最

小值还要小(理论上最小值为激光波长的一

半)， 其直径可以在 0.25 微米以下。

根据我们的实验结果，利用本氧离子激

光显微仪进行照射可以在细胞及细胞器上造

成 0.5 微米左右的微小损伤光斑，经细胞化

学分析p 激光照射后能够破坏核仁内的 DNA

和 RNA。 因此，利用氧激光显微照射可以在

超微米的选择性损伤的条件下研究细胞内某

一细胞器3 甚至细胞器上某一特殊位点的功

能3 其优越性超过国内目前使用的红宝石激

光显微照射。 此外，使用不同的激光能量、波

长以及用不同的活性染料处理细胞3 还可以

选择性地使细胞内不同的生物大分子受到损

伤3 进而研究其后代的变异情况。 这一特点

使激光显微照射成为生物学研究中的一个非

常有效的工具。
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在体内外都易产生多肤链变性，影响 Rb-H

中 Fe++→Fe+++，形成低氧亲和力。 经实测，

样品 中的 Me←Hb 竟高达，，-，60% 。

b . α 型患者的 Hb-A 的激光共振喇曼

光谱(图 8) 也较复杂p 但仍能记录到 1387 厘

米-1 喇曼谱线3 通 O2 则向高频移至 1392 厘

米-1。 同时还能记录到 572 厘米-1 喇曼谱线。

这表明 α 型患者的 Hb-A 与正常人的 Hb-A

有相同的分子结构3 日卡琳环中心铁离子 为

Fe+\ 仍有携 O2 功能。 本例 Hb-H 占 309丸

所以 Hb-A 约占 70笋，患者可以元明显的缺

氧症状。
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