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犈犆９７０６细胞经不同剂量犡射线
辐照后的拉曼光谱
张广水　陈长青　齐　健　唐伟跃
（郑州大学物理工程学院，河南 郑州４５００５２）

摘要　为了研究不同剂量Ｘ射线对食管癌（ＥＣ９７０６）细胞的辐射损伤，经不同剂量Ｘ射线照射后继续培养２４ｈ，利

用拉曼光谱分析其内部蛋白质、核酸、脂类等构象和含量变化。实验结果表明，各剂量组拉曼光谱的峰强和频移与

空白对照组之间存在较大的差异。对照组光谱中某些谱带在个别剂量组消失，如蛋白质主链中Ｃ－Ｎ振动１１１４

ｃｍ－１谱带在各剂量组中消失，脱氧核糖Ｄｒ振动谱带８９５ｃｍ－１仅存在于８Ｇｙ组，９３７ｃｍ
－１谱带仅存在于１２Ｇｙ组，

膜脂中膜结合β胡萝卜素的Ｃ＝Ｃ振动谱带１５２３ｃｍ
－１仅存在于６Ｇｙ组。这些特征谱带在不同剂量组光谱中的变

化，为进一步研究Ｘ射线辐照ＥＣ９７０６细胞的最佳剂量提供了一定参考。
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１　引　言

　　临床对食管癌的放射治疗多采用Ｘ射线，
６０Ｃｏ

等放射源，但放射剂量的设定一直没有统一的标准

可供参考。医生对放射剂量的选定存在一定的主观

性。拉曼光谱是一种简便灵敏的光谱分析新技

术［１，２］，在细胞的结构、功能及凋亡等方面的研究取

得了迅速发展［３～８］。实践证明它能在一定程度上反

映细胞内部蛋白质、核酸、脂类以及碳水化合物的成

分、构象和含量变化。本文利用激光共焦显微拉曼

光谱仪，对经不同剂量 Ｘ 射线辐照的食管癌

（ＥＣ９７０６）细胞进行测定，发现各剂量组的拉曼光谱

在散射强度和谱线位置上存在一定程度的差异，说

明Ｘ射线的辐照剂量与ＥＣ９７０６细胞内部各组分的

含量和构象变化存在一定联系，为进一步探索食管



癌Ｘ射线放疗的最佳剂量提供一定参考。

２　实　验

选用人食管癌细胞株（ＥＣ９７０６，购于上海细胞

库）。实验仪器为：３７℃，５％ＣＯ２ 细胞培养箱、小

型台式离心机 ＴＧＬ１６Ｇ （由河南省生物工程重点

开放实验室提供）；德国西门子６ＭｅＶ直线加速器

（由郑州大学第一附属医院光子刀中心提供）；英国

Ｒｅｎｉｓｈａｗ激光共焦显微拉曼光谱仪（由郑州大学材

料物理重点实验室提供）。分别取相同数量的处于

指数生长期的ＥＣ９７０６细胞，分成６个剂量组（１Ｇｙ，

３Ｇｙ，６Ｇｙ，８Ｇｙ，１０Ｇｙ，１２Ｇｙ）和一个空白对照组

（对照组除不受射线辐照外，所处实验条件和其他各

组完全一样），对各剂量组进行Ｘ射线照射。继续

培养２４ｈ，收集各组细胞，置于激光共焦显微拉曼

光谱仪下进行光谱采集。

直线加速器参数设定为：Ｘ光子能量６ＭｅＶ，

源皮距１００ｃｍ，野面积１０ｃｍ×１０ｃｍ；激光共焦显

微拉曼光谱仪参数设定为：激发波长５１４ｎｍ，光谱

扫描范围５００～２０００ｃｍ
－１，扫描时间２０ｓ，采集次

数１次。

３　实验结果

对ＥＣ９７０６细胞分别辐照不同剂量Ｘ射线，继

续培养２４ｈ，采集拉曼光谱，如图１所示。

图１ 不同剂量组的拉曼光谱

Ｆｉｇ．１ Ｒａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓ

表１ ＥＣ９７０６细胞拉曼光谱各谱线的归属

Ｔａｂｌｅ１ ＲｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｏｆｅａｃｈｐｅａｋｉｎｔｈｅＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｔｈｅＥＣ９７０６ｃｅｌｌｓ

Ｂａｎｄ／ｃｍ－１ Ｖｉｂｒａｔｉｏｎｍｏｄｅ

５５４，５８２，８８２，１３４２ ＴｈｅｉｎｄｏｌｅｒｉｎｇｏｆＴｒｐｓｔｒｅｔｃｈｉｎｇｍｏｄｅ

７８５ ＰＯ－２ ｓｙｍｍｅｔｒｉｃｓｔｒｅｔｃｈｉｎｇｍｏｄｅ

８５５ Ｒｉｎｇｂｒｅａｔｈｉｎｇｍｏｄｅｏｆｔｙｒｏｓｉｎｅ

８９５，９３７ Ｄｒｖｉｂｒａｔｉｏｎｍｏｄｅ

１００３．９ Ｓｙｍｍｅｔｒｉｃｒｉｎｇｂｒｅａｔｈｉｎｇｍｏｄｅｏｆｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ

１０８４．１ ＰＯ－２ ｓｙｍｍｅｔｒｉｃｓｔｒｅｔｃｈｉｎｇｍｏｄｅ

１１１４ Ｃ－Ｎｓｔｒｅｔｃｈｉｎｇｍｏｄｅｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓ

１１２７ Ｃ－Ｃｓｔｒｅｔｃｈｉｎｇｍｏｄｅｏｆｌｉｐｉｄｓ

１２４０ ＡｍｉｄｅⅢβｓｈｅｅｔ

１２５３ ＡｍｉｄｅⅢｄｉｓｏｒｄｅｒｅｄｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

１３１９ ＡｍｉｄｅⅢβｃｏｌｌａｐｓｅ

１４４．９ ＣＨ２，ＣＨ３ｗａｇｇｉｎｇｍｏｄｅ

１５２３．６ Ｃ－Ｃｏｆβｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ

１６５７，１６６８．４ ＡｍｉｄｅＩαｈｅｌｉｘ

　　 图 １（ａ）采用 Ｏｒｉｇｉｎ７．５ 软件进行了基于

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｐｅａｋａｌｇｏｒｉｔｈｍ算法的Ｂａｓｅｌｉｎｅ处理，虚线

为空白对照组谱线，其他谱线分别对应于Ｘ射线各

剂量组。为了便于分析各剂量组光谱图特征峰位的

频移，以对照组为基准，将各剂量组谱线强度依次上

调５００ａ．ｕ．，得图１（ｂ）。ＥＣ９７０６细胞拉曼光谱各

谱线的归属详见表１。

０１５ 中　　　国　　　激　　　光　　　　　　　　　　　　　　　　　３６卷　



４　分析讨论

对比分析ＥＣ９７０６细胞空白对照组和各Ｘ射线

剂量组的拉曼光谱发现，某些特征谱带的峰位和强

度发生较明显的变化，表明这些谱带归属的物质成

分在不同剂量的Ｘ射线辐照下，其构象和含量发生

了变化。

４．１ 蛋白质结构谱带

蛋白质的主链构象主要是由肽键（－ＣＯＮＨ－）

和骨架Ｃ－Ｃ，Ｃ－Ｎ引起的，其中在肽键引起的不

同类型振动模中，酰胺Ι和酰胺Ⅲ对蛋白质构象的

变化十分敏感。１２４０ｃｍ－１处的拉曼峰源于酰胺Ⅲ

带β折叠
［９］。同对照组比较，各剂量组频移不明显，

光谱强度除８Ｇｙ外变化不大，８Ｇｙ组强度是对照组

的４倍，表明在该辐照剂量下蛋白质酰胺Ⅲ带β折

叠构象的含量明显增多。１２５３ｃｍ－１归属于酰胺Ⅲ

带无规卷曲，１３１８ｃｍ－１归属于酰胺Ⅲ带β回折，对

照组中不存在这两个谱带，而在中小剂量（１Ｇｙ，

３Ｇｙ，６Ｇｙ）出现该谱带，且强度很小，表明中小剂量

Ｘ射线作用使ＥＣ９７０６细胞中酰胺Ⅲ带出现无规卷

曲和β回折构象。酰胺Ι带α螺旋构象在对照组中

对应于１６５７ｃｍ－１，１６６８ｃｍ－１双峰，施加Ｘ射线辐

照后仅大剂量（１０ＧＹ，１２Ｇｙ）存在双峰，其他剂量组

双峰消失，且中大剂量组（６Ｇｙ，８Ｇｙ，１０Ｇｙ）波数蓝

移３～７ｃｍ
－１，强度变化不明显。蛋白质主链中由

骨架Ｃ－Ｎ引起的振动谱带位于１１１４ｃｍ－１处，对照

组中该谱带较明显，但在各剂量组中却消失了，这主

要是因为Ｘ射线提供能量使Ｃ－Ｎ键断裂，破坏了

该结构。

侧链构象中，５５４ｃｍ－１，５８１ｃｍ－１，８８２ｃｍ－１，

１３４２ｃｍ－１谱带源于色氨酸的吲哚环振动
［１０］。其中

５５４ｃｍ－１谱带在各剂量组中强度普遍增强，３Ｇｙ剂

量组更是增强至对照组的８．６倍，且峰位蓝移１０

ｃｍ－１；５８１ｃｍ－１，８８２ｃｍ－１，１３４２ｃｍ－１谱带频移不明

显，８８２ｃｍ－１谱带施加Ｘ射线辐照后仅在６Ｇｙ，８Ｇｙ

有该峰出现。酪氨酸的对羟苯基环的环平面外弯曲

振动引起的８５５ｃｍ－１谱峰在各剂量组中也基本消

失。１００４ｃｍ－１源于苯丙氨酸的单基取代苯基环的

振动［１１］，谱线强，半宽小，且不易改变，施加辐照后

各剂量组该谱线基本上没有频移，可作为内标。

４．２ 核酸结构谱带

核酸对应的谱带主要是ＤＮＡ的２个磷酸骨架

峰（７８５ｃｍ－１，１０８４ｃｍ－１）
［１２，１３］。７８５ｃｍ－１处的拉曼

峰源于磷酸二酯键（Ｏ－Ｐ－Ｏ）的对称伸缩振动，Ｘ

射线辐照后频移不明显，除１２Ｇｙ外峰值强度均有

增加，其中１０Ｇｙ增至对照组的４．４５倍，这表明Ｘ

射线作用使核酸中形成更多的νｓ（Ｏ－Ｐ－Ｏ）。源于

磷酸二酯键（Ｏ＝Ｐ＝Ｏ）的对称弯曲振动的１０８４

ｃｍ－１谱带，辐照组蓝移３～８ｃｍ
－１，可能是Ｘ射线提

供能量打断了Ｐ＝Ｏ双键，使Ｏ＝Ｐ＝Ｏ断裂为Ｏ－

Ｐ＝Ｏ或Ｏ－Ｐ－Ｏ结构。

脱氧核糖Ｄｒ引起的振动谱带在８９５ｃｍ－１，９３７

ｃｍ－１处。辐照Ｘ射线后，８９５ｃｍ－１谱带只有８Ｇｙ组

有峰，强度基本未变化，无频移；９３７ｃｍ－１谱带只有

１２Ｇｙ组有峰，峰强变小，且蓝移４ｃｍ
－１。

４．３ 脂类结构谱带

光谱中１４４９ｃｍ－１的拉曼峰是类脂中 ＣＨ２，

ＣＨ３ 弯曲振动的贡献，通常该谱线的构象不灵敏。

而在各剂量组中出现不同程度的蓝移，６Ｇｙ组甚至

增加１１ｃｍ－１，表明Ｘ射线作用在一定程度上改变

了该组分的结构。原因在于不同剂量的射线作用使

该脂酰基链骨架发生了断裂或关联，从而使谱线出

现较大幅度的蓝移。

１５２３ｃｍ－１谱带归属于膜结合β胡萝卜素的Ｃ

＝Ｃ振动。对照组出现１５２３ｃｍ－１谱线，而在各剂量

组中仅在６Ｇｙ组出现该谱带，且峰位相同，强度有

所降低。膜结合β胡萝卜素的强度随细胞膜中胆

固醇与磷脂的比例的增加而下降［１４］。Ｘ射线作用

使膜脂结构遭到破坏，β胡萝卜素的Ｃ＝Ｃ共轭双

键被氧化，含量减少甚至消失；而对于６Ｇｙ组该谱

带的重现，则不仅与膜脂结构受到破坏有关，还与

６Ｇｙ剂量时抑癌基因激活导致该剂量组内部各组分

的含量明显增加有关，脂类绝对含量增加，使β胡

萝卜素对应谱线重新出现。

５　结　论

ＥＣ９７０６细胞经不同剂量的 Ｘ射线辐照后，与

对照组相比较，散射光谱发生明显变化。

剂量组的谱带频移较明显，如ＤＮＡ中的磷酸

二酯键弯曲伸缩振动１０８４ｃｍ－１谱带，施加辐照后

蓝移３～８ｃｍ
－１；脂类中 ＣＨ２、ＣＨ３ 弯曲振动谱带

１４４９ｃｍ－１在各剂量组中出现不同程度的蓝移。

对照组存在该谱带，但在某些剂量组中消失，如

蛋白质主链中Ｃ－Ｎ骨架振动引起的１１１４ｃｍ－１谱

带在射线辐照后消失；ＤＮＡ中脱氧核糖引起的振动

谱带８９５ｃｍ－１只存在于８Ｇｙ组，９３７ｃｍ
－１谱带只存

在于１２Ｇｙ组；膜脂中膜结合β胡萝卜素的Ｃ＝Ｃ振

动谱带１５２３ｃｍ－１仅存在于６Ｇｙ组。

对照组中不存在该谱带，但在某些剂量组中出

１１５　２期　　　　　　　　　　 张广水等：　ＥＣ９７０６细胞经不同剂量Ｘ射线辐照后的拉曼光谱



现，如蛋白质主链中的酰胺Ⅲ带在中小剂量组光谱

中出现了１２５３ｃｍ－１，１３１８ｃｍ－１谱带。

各Ｘ射线剂量组拉曼光谱出现不同程度的变

化，充分表明Ｘ射线辐照使ＥＣ９７０６细胞内部成分

的构象和含量发生改变。当然，还需深入研究不同

剂量的Ｘ射线对ＥＣ９７０６细胞的辐射损伤机制，以

便寻找ＥＣ９７０６细胞的最佳Ｘ射线辐照剂量。
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