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抗血管生成药物对鸡胚血管作用的拉曼光谱
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摘要　抑制血管生成是肿瘤治疗的重要方法之一，若能从分子水平检测血管损伤的机制，对治疗将更具指导意义。

拉曼光谱是一种无损、信息非常丰富的光谱技术，可以应用于固态、溶液或液态的生物分子分析。基于激光共焦拉

曼光谱技术设计一方案，测量分析了鸡胚微血管在抗血管药物沙利度胺作用前后的拉曼光谱。加药５ｈ与对照组

血管的平均拉曼谱在位置和形状上类似，但某些特征峰在强度上却发生变化，如波数１４４１ｃｍ－１，１５２７ｃｍ－１及

１６５７ｃｍ－１的强度明显增强而９７１ｃｍ－１和１０８１ｃｍ－１的强度明显减弱，这些变化可能是药物作用血管后，使血管内

的核酸、蛋白质、磷脂等重要生物分子在结构或含量上发生了不同的改变而引起的。研究结果表明拉曼光谱有可

能成为从分子水平分析抗血管生成药物对血管作用的一种有效方法。
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１　引　　言

１９７１年Ｆｏｌｋａｍ首次提出肿瘤生长和转移具有

血管依赖性的观点，为以抑制血管生成为靶点的肿

瘤治疗奠定了理论基础。近年来，抗血管生成治疗

已成为肿瘤综合治疗的研究热点。目前评价血管生

成或损伤主要是利用影像学方法，如正电子成像术

（ＰｏｓｉｔｒｏｎＥｍｉｓｓｉｏｎＴｏｍｏｇｒａｐｈｙ，ＰＥＴ）、核磁共振

成像（ＭａｇｎｅｔｉｃＲｅｓｏｎａｎｃｅＩｍａｇｉｎｇ，ＭＲＩ）、光学多
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普勒成像（ＯｐｔｉｃａｌＤｏｐｐｌｅｒＴｏｍｏｇｒａｐｈｙ，ＯＤＴ）、光

声成像（ＯｐｔｏａｃｏｕｓｔｉｃＩｍａｇｉｎｇ）等
［１］。但这些方法

尚不能从分子水平解释血管损伤的机制。因此，寻

找一种无损、简便、可以从分子水平分析抗血管生成

药物对血管作用的方法，对肿瘤临床治疗意义重大。

拉曼光谱是研究物质分子结构的重要手段之

一，其特征峰位置、强度和线宽可提供物质构成的分

子振动、转动方面的信息，从而反映出分子中不同的

化学键或官能团。拉曼光谱是一种无损、信息非常

丰富的光谱技术，可以应用于固态、溶液或液态的生

物分子的结构分析，对样品不需进行特别的处理，因

此可直接对生物样品，如细胞、组织及ＤＮＡ和蛋白

质等进行检测，能提供快速、非侵袭性的检测。拉曼

光谱具有非破坏性和精细如“指纹”的分辨能力以及

不受水的干扰等优点，给出高专一性的光谱信息，使

得在线分析、实地检测以及实时获取光谱成为可能，

日益受到重视［２～４］。

本文基于激光共聚焦显微拉曼光谱仪（英国，

Ｒｅｎｉｓｈａｗ公司，ＩｎＶｉａ），设计一实验方案，获得了

活体鸡胚微血管的拉曼光谱，并初步研究探讨了抗

血管生成药物（沙利度胺）作用微血管后，鸡胚微血

管拉曼光谱的特征峰变化。

２　材料和方法

２．１　实验药物及材料

沙利度胺药片购自福建省肿瘤医院，受精的胚

蛋购于福州市种鸡场。

２．２　鸡胚培养

鸡胚种蛋浸泡于新洁尔灭２～３ｍｉｎ，拭干后将

种蛋放入（３８±０．５）℃，湿度为５０％～６０％的恒温

孵箱里孵育３天，然后在超净台上采用直接敲壳法

移植鸡胚，将鸡胚移入自制的孵育容器内。选取胚

盘直径７～１０ｍｍ，胚胎位于卵黄中央上方且能看

见心搏，卵黄膜未破裂的鸡胚。在容器口覆盖一层

保鲜膜，放入温度３７．８℃，湿度５０％～６０％的恒温

孵箱继续培养。

２．３　加　　药

１ｇ的沙利度胺药片，用蒸馏水配成质量浓度

为１ｇ／ｍＬ的溶液，装于无菌的离心管中，以待备用。

取８日龄鸡胚８个，随机分成加药与对照两组。

对于加药组，在鸡胚毛细微血管新生区，放置一直径

为１ｃｍ的塑料圆环，往圆环内滴加５０μＬ沙利度胺

溶液，对照组滴加５０μＬ去离子水。接着在容器口

覆盖一层保鲜膜，放入温度３７．８℃，湿度５０％～

６０％恒温孵箱继续培养５ｈ。

２．４　实验装置与光谱收集

图１所示的光谱收集装置由Ｒｅｎｉｓｈａｗ拉曼光

谱仪主机（①），光纤探头（②），７８５ｎｍ激光器（③）

可上下精细调节的支架（④）和显示器（⑤）组成。将

探头固定在支架上，对准样品（⑥）调好焦距后，

７８５ｎｍ激光激发，采集到的拉曼信号经光谱仪收

集。加药组以及对照组的实验参数相同，均采用激

发波长７８５ｎｍ，输出功率１００ｍＷ，曝光时间为

６０ｓ，扫描范围２００～２２００ｃｍ
－１。每个样品各取５

条微血管，每条血管取２个不同位置采集拉曼信号。

对所得光谱扣除荧光背景后，进行平滑和归一化处

理。对于加药组，在实验前，还需将残留药品用ＰＢＳ

缓冲液冲洗干净。

图１ 拉曼成像实验装置

Ｆｉｇ．１ ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｙｓｔｅｍｏｆＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒａ

３　结果与分析

实验所获取的所有光谱都使用硅的三阶峰进行

校准。光谱扫描范围为２００～２２００ｃｍ
－１，但考虑到

拉曼 光 谱 仪 内 部 反 射 镜 的 边 缘 效 应，选 取

５５０～２０００ｃｍ
－１范围进行分析，每个光谱通过荧光

背景扣除（软件由加拿大ＢＣ癌症研究中心曾海山

博士惠赠［５］），并用ｏｒｉｇｉｎ自带的多项式拟合进行归

一化和平滑处理。加药组和对照组的每个鸡胚均采

集１０个光谱，分别来自５处微血管区，每个区选取

２个不同位置取谱，最后得到各自的平均拉曼光谱

如图２所示，其中插图中箭头所示为拉曼取谱处的

鸡胚微血管区。

从图２可以看出加药５ｈ与无加药微血管的平

均光谱的位置和形状十分类似。图３比较了加药

５ｈ与对照组鸡胚微血管的平均光谱，其差异值如谱

线所示。加药组较对照组弱的特征峰有８６７ｃｍ－１，

１００２ｃｍ－１和１０８１ｃｍ－１，而加药组较对照组强的特

征 峰 有 １３０２ ｃｍ－１，１４４１ ｃｍ－１，１５２７ｃｍ－１，

１６５７ｃｍ－１及１７４４ｃｍ－１。

８４６２
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图２ 加药５ｈ（ａ）与无加药（ｂ）微血管的平均拉曼光谱

Ｆｉｇ．２ ＡｖｅｒａｇｅＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｖｅｓｓｅｌ．（ａ）ａｎｄ（ｂ）ａｒｅｔｈｅＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｖｅｓｓｅｌｗｉｔｈｄｒｕｇｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ａｎｄｎｏｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图３ 加药５ｈ与无加药（ｃｏｎｔｒｏｌ）微血管的平均拉曼光谱

及两者的差异（最下面的谱线）

Ｆｉｇ．３ ＡｖｅｒａｇｅＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍｖｅｓｓｅｌｗｉｔｈ

ｔｈａｌｉｄｏｍｉｄｅｆｏｒ５ｈ （ｃｏｎｔｒｏｌ）ａｎｄｎｏｎｅａｎｄｔｈｅ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｍ（ｓｅｅｂｅｌｏｗｓｐｅｃｔｒａ）

表１ 主要拉曼信号峰来源及其可能对应的物质指认［６，７］

Ｔａｂｌｅ１ Ｐｅａｋｓｐｏｓｉｔｉｏｎｓａｎｄａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｏｆｒａｍａｎｓｐｅｃｔｒａ
［６，７］

Ｒａｍａｎｓｈｉｆｔ

／ｃｍ－１
Ｏｒｉｇｉｎａｎｄａｓｓｉｇｎｍｅｎｔ

９７１ δ（＝ＣＨ）ｓｗｉｎｇ

８６８ Ｐｒｏｌｉｎｅ

１００２ 犞ｓｓｙｍｍｅｔｒｉｃｒｉｎｇｂｒｅａｔｈｉｎｇ

ｍｏｄｅ，ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ

１０８１ ＰＯ２ｓｙｍｍｅｔｒｉｃｓｔｒｅｔｃｈｉｎｇｖｉｂｒａｔｉｏｎ

１３０２ （ＣＨ２）ｔｗｉｓｔ，ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｓａｎｄｃｏｌｌａｇｅｎ

１４４１ δ（ＣＨ２）犞ａｓ（ＣＨ３）ｉｎｐｒｏｔｅｉｎ

（ａｒｏｕｎｄ１４４９）ａｎｄｌｉｐｉｄｓ（ａｒｏｕｎｄ１４３８）

１５２７ －Ｃ＝Ｃ－ｓｔｒｅｔｃｈｉｎｇｖｉｂｒａｔｉｏｎ

１６５７ Ｃ≡Ｃ（ａｍｉｄｅＩ（Ｃ≡Ｏｓｔｒｅｔｃｈｉｎｇｍｏｄｅ

ｏｆｐｒｏｔｅｉｎαｈｅｌｉｘｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ）

／Ｃ＝Ｃｌｉｐｉｄｓｔｒｅｔｃｈ

１７４４ 犞（Ｃ＝Ｏ）ｏｆｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｓ

　　表１列出了数据的相关峰位归属
［６，７］。１００４

ｃｍ－１归属于蛋白质的苯丙氨酸对称呼吸振动模，

８６８ｃｍ－１归属于脯氨酸，１４４１ｃｍ－１归属于ＣＨ２ 弯

曲振动，以及１６５７ｃｍ－１归属于ａｍｉｄｅＩ（蛋白质α螺

旋构像的Ｃ≡Ｏ伸缩振动）；１０８１ｃｍ
－１归属于核酸

的ＰＯ２对称伸缩振动；１３０２ｃｍ
－１归属于磷脂和胶

原的（ＣＨ２）扭曲，１７４４ｃｍ
－１归属于磷脂的Ｃ＝Ｏ伸

缩振动；而处于１５２７ｃｍ－１的峰归属于类胡萝卜素

的－Ｃ＝Ｃ－伸缩振动。表１中，犞 表示伸缩振动，

犞ｓ表示对称伸缩振动，犞ａｓ表示不对称伸缩振动，δ

表示弯曲振动。

４　讨　　论

鸡胚具有丰富的微血管网，对刺激／抑制微血

管生成的药物敏感，且取材简便经济，实验操作简

单，结果直观，是一种研究血管生成和抗血管生成的

最佳体内模型之一［８～１０］。沙利度胺（ｔｈａｌｉｄｏｍｉｄｅ，

反应停）是一种免疫调节和抗血管生成药物。药物

残渣在实验前已用ＰＢＳ清洗，加药后鸡胚微血管的

拉曼谱与加药前在谱峰位置和形状上基本一致，加

药前后强度有变化的谱峰１４４１ｃｍ－１及１６５７ｃｍ－１

等没有药物对应的谱峰，说明沙利度胺药物清洗得

较为彻底，没有对实验造成影响。兔角膜血管生成

试验证明沙利度胺具有抗血管生成作用。其作用机

制是阻断血管生成因子合成，如碱性成纤维因子

（ｂＦＧＦ）和血管内皮生成因子（ＶＥＧＦ）而实现
［１１］。

从图３可以看出，加药组较对照组弱的特征峰有

８６７ｃｍ－１，１００２ｃｍ－１和１０８１ｃｍ－１，分别属于脯氨

酸、苯丙氨酸和磷酸根谱带。脯氨酸和苯丙氨酸主

要构成蛋白质的侧链构像，它们的减弱说明蛋白质

结构发生改变，从而影响到蛋白质功能。而这些蛋

白质功能的改变可能是由于抗血管生成药物沙利度

胺作用鸡胚微血管所致。而磷酸根谱带的减弱说明

ＤＮＡ合成减少，即新生血管减弱或停止生成。加药

组较对照组强的特征峰，如主要归属于α螺旋结构

谱带的１４４１ｃｍ－１，１５２７ｃｍ－１，１６５７ｃｍ－１，归属于

９４６２
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磷脂和胶原的（ＣＨ２）１３０２ｃｍ
－１及１７４４ｃｍ－１（Ｃ＝Ｏ

伸缩振动）峰等说明血管中的弹性蛋白含量增加，可

能是由于受损血管壁增厚所致。

５　结　　论

本研究基于拉曼光谱技术设计一可活体测量鸡

胚微血管拉曼光谱的实验方案，获得了鸡胚微血管

的拉曼光谱，并对抗血管生成药物沙利度胺作用鸡

胚微血管后得到的拉曼光谱进行了分析。对测量获

得的加药组和对照组拉曼光谱数据比较分析后，得到

两组实验获得的拉曼光谱在某些特征峰上存在着较

明显的差异。从特征峰谱峰归属可以分析出抗血管

生成药物沙利度胺作用鸡胚微血管后导致了血管内

弹性蛋白、脂类及核酸分子在结构和功能上的改变。

拉曼光谱可以反应物质分子结构、分子振动、转动方

面的信息，可反映出分子中不同的化学键或官能团。

根据加药前后拉曼特征峰的变化从分子水平上分析

引起鸡胚微血管损伤的可能原因，有助于进一步了解

药物的作用机制，从而有可能成为从分子水平分析抗

血管生成药物对血管作用的一种有效方法。
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