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肿瘤细胞细胞周期的光谱检测

林晓钢　高　潮　郭永彩
（重庆大学光电技术及系统教育部重点实验室，重庆４０００３０）

摘要　通过对肿瘤细胞生长过程中的光谱变化进行研究，寻求反应其生长变化过程的光学检测方法。根据Ｂｅｅｒ

Ｌａｍｂｅｒｔ定律推知，在肿瘤细胞的生长变化过程中，细胞内的蛋白质、核酸等物质的浓度变化会导致其吸收光谱的

强度变化。于是采用紫外 可见光分光光度法对肿瘤细胞进行测量，获取细胞周期各个阶段细胞内部组成成分的

光谱表现形式。在获取的紫外 可见光光谱数据中，可以找到光谱特征峰值随细胞周期的变化规律。实验结果说

明紫外可见光光谱方法能够检测到肿瘤细胞细胞周期变化过程中的细胞内特定分子的变化，为细胞周期的研究提

供了新思路。
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１　引　　言

细胞周期是细胞从一次有丝分裂结束开始，经

过物质积累，到该细胞分裂结束所经历的过程。这

一过程周而复始，可分为几个阶段，即Ｇ１期，Ｓ期，

Ｇ２期和 Ｍ 期。细胞在Ｇ１期完成必要的蛋白质、

脂类、糖类等的合成和准备，Ｓ期完成ＤＮＡ的复制，

在Ｇ２期为细胞进行有丝分裂做物质和能量的准

备，Ｍ期完成细胞的分裂，将染色体均等地分到两

个子细胞中。大量的研究表明细胞周期调控异常是

肿瘤发生的主要机制，因此对细胞周期进行检测分

析，研究细胞周期的规律对于探索肿瘤发生机制、预

防和治疗具有重要的意义。

细胞周期的光学检测方法主要包括光学显微镜

观察法，对ＤＮＡ染色后通过荧光显微镜观察以及

流式细胞仪检测法。通过显微镜对细胞的细胞周期

进行检测主要是通过观测细胞的形态变化，从而对

细胞周期进行判断。荧光显微镜能够清晰地观察到

染色后细胞内ＤＮＡ发出的荧光，从而对处于细胞

周期各阶段的细胞进行判断。利用显微镜观察细胞

周期的方法比较直观，但是费时费力。目前应用最
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为广泛的、更为准确且快速的细胞周期分析方法是

流式细胞术，它是在对细胞的ＤＮＡ染色后，利用流

式细胞仪通过标记物发出荧光的强弱对单个细胞内

ＤＡＮ含量的分析，推算出Ｇ０／Ｇ１期（二倍体），Ｓ期

（超二倍体），Ｇ２／Ｍ 期（四倍体）的比例。该方法无

法有效地对Ｇ期和 Ｍ 期细胞进行判断，因为细胞

在这两期的ＤＮＡ含量都是四倍体。目前在细胞生

物学、肿瘤细胞病理分析等领域几乎都采用流式细

胞仪进行细胞分析。但是该仪器进行分析不仅价格

昂贵，而且调试相当复杂。在对正常生长的细胞进

行分析时，后两种方法采用的荧光染剂可能会对细

胞造成影响，从而影响测量结果。为了更准确地对

生长在自然状态的细胞进行分析，有必要寻求一种

对细胞生长过程影响最小，同时又能有效获取细胞

在细胞周期不同阶段差异信息的简便高效的光学检

测方法。

２　细胞周期光谱检测原理

２．１　生物细胞与光的相互作用

光谱技术是将光学手段与医学生物研究相结合

的有力工具，它可以对细胞物质结构进行高灵敏度

和高分辨率分析［１］。光谱检测方法是利用光和物质

的相互作用对物质成分进行定性分析和物质在溶液

中的浓度进行定量测量。在光谱测量中能够通过谱

线的频率位置、强度提供物质分子内部的变化信息，

其吸收光频率的变化范围从紫外光到红外光。相应

地就可以通过紫外 可见光谱、红外光谱进行相关的

分析检测。光谱检测方法灵敏度高、特异性好的特

点，使其广泛应用于生物医学、药物分析、食品卫生

以及环境检测等诸多领域［２］。

生物细胞与光的相互作用能够引起光的散射和

吸收，在这个作用过程中光被生物细胞的吸收是最主

要的事件。生物细胞中，光吸收主要由细胞内的蛋白

质、核酸和水分子引起。蛋白质是生物细胞中含量最

多的化学物质，构成蛋白质的各种大分子对光有着各

自的吸收特性，如芳香族氨基酸对于２４０ｎｍ以上波

长的光具有强烈的吸收特性，血色素在２８０，４２０，５４０

和５８０ｎｍ左右吸收峰值波长，蛋白质中的多肽键、二

硫化键对光也有吸收。构成核酸的嘌呤和嘧啶的吸

收光谱范围在２３０～３００ｎｍ之间
［３］。而在光谱红外

区的吸收则主要是水分子引起的。

２．２　光谱检测原理

生物细胞在细胞周期的变化过程中，细胞内部

的氨基酸、蛋白质、酶和辅酶、核酸等物质都将随着

细胞的生长变化发生巨大的变化［４］。在细胞周期的

不同阶段细胞内部特定蛋白质和核酸的含量肯定会

有所差异，灵敏的光谱检测方法可以体现出这种细

微的差异。根据上述分析，细胞内部大分子的特征

吸收波长大都集中在紫外 可见光波段，于是采用紫

外 可见光吸收光谱来对细胞周期不同阶段的样品

进行检测。

肿瘤细胞的增殖周期与正常细胞相似，都包括

Ｇ１期，Ｓ期，Ｇ２期和 Ｍ 期，其中Ｓ，Ｇ２，Ｍ 期较短，

周期的长短也随Ｇ１期而异。在细胞周期过程中，

Ｇ１期是细胞生长的主要阶段，此期细胞的主要生化

活动是合成细胞生长所需要各种蛋白质、糖类、脂质

等，为细胞进入Ｓ期进行必要的物质准备。在Ｓ期，

细胞内主要进行ＤＮＡ的复制、组蛋白和非组蛋白

等染色体蛋白的合成。Ｇ２期的主要任务是为 Ｍ期

的细胞结构变化做准备，在这个时期细胞合成一定

的蛋白质和ＲＮＡ。Ｍ 期占用的时间最短，但细胞

的形态及结构变化最大，这一时相细胞的主要生化

特点是ＲＮＡ合成停止、蛋白质合成减少以及染色

体高度螺旋化。

从细胞周期变化过程中的生化活动及物质准备

情况可以看出在细胞周期各阶段中细胞内蛋白质、

脂类以及ＲＮＡ等物质的活动在Ｓ期达到最高峰，

Ｇ１期次之，Ｍ 期则最低。根据 ＢｅｅｒＬａｍｂｅｒｔ定

律［３，５］

犐＝犐０·１０
－ε犮犾

式中犐０和犐分别为入射光强度和透射光强度，犮表示

溶质的浓度，犾表示光程，ε称为摩尔消光系数，以

ｍｏｌ－１ｃｍ－１为单位。由该定律可以推断出Ｓ期细胞

样品的紫外吸收光谱最强，因为在该时相细胞的氨

基酸、蛋白质活动表现最为强烈，浓度最大，Ｇ１期次

之，Ｍ期最低。

３　实验材料与方法

单个细胞在细胞周期各时相的变化可以在显微

镜下进行观测，但是要获取其光谱的变化是相当困

难的。本文采用细胞周期同步化的方式将大批细胞

同步化于细胞周期的各个时相（Ｇ１期，Ｓ期，Ｇ２期

和 Ｍ期），即通过这种方式放大单个细胞内的物质

变化，从而通过光谱检测获取处于各时相的细胞群

体的光谱表现。

３．１　实验材料

癌细胞：子宫颈癌细胞株（ＨｅＬａ）购于北京北方

伟业公司，由重庆医科大学基础医学研究所负责传

８２２
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代培养。培养基：ＲＰＭＩ１６４０培养基。试剂：胸苷

（Ｔｈｙｍｉｄｉｎｅ）和 诺 考 达 唑 （Ｎｏｃｏｄａｚｏｌｅ）均 购 于

ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司。仪器：３７℃，５％ＣＯ２细胞培

养箱（型号：ＹＣＰ２２００，上海易亮医疗器械公司生

产），双 光 束 紫 外 可 见 光 分 光 光 度 计 （型 号：

ＵＶ２２４５０，日本岛津公司生产）。所需细胞周期各

时相细胞样品采用药物同步化方法获取［６，７］，将培

养所得的各期细胞样品用磷酸盐缓冲（ＰＢＳ）溶液清

洗后，用ＰＢＳ溶液稀释成实验所需浓度。为了保证

细胞的活性，在收集完细胞１ｈ内进行紫外 可见光

光谱测量。

收获各期细胞后，用美国ＢＤ公司生产的大型

流式细胞仪ＦＡＣＳＶａｎｔａｇｅＳＥ对各组样品的细胞

同步化水平进行测量。测量结果显示正常培养的

ＨｅＬａ细胞中各期细胞的比例为：Ｇ１期６１．６３％，Ｓ

期２７．３８％，Ｇ２／Ｍ期１１．００％。同步化培养的各期

细胞同步化水平分别为：Ｇ１期同步化样品中Ｇ１期

细胞为８５％，Ｓ期同步化样品中Ｓ期细胞为６３．４％，

Ｇ２期同步化样品中Ｇ２期细胞为５１．８３％，Ｍ 期同

步化样品中 Ｍ 期细胞为４８．９６％。同正常生长的

ＨｅＬａ细胞进行对比，可以看到，各期样品中该期细

胞已占到大多数，能够代表该时相细胞的群体行为。

３．２　紫外 可见光光谱测量

分别将各周期 Ｈｅｌａ细胞悬液样品２ｍＬ（浓度

均为２．５×１０６／ｍＬ－１）用移液器移入石英比色皿

内，在另一相同的比色皿内装入同量的ＰＢＳ溶液作

为空白，用 ＵＶ２２４５０分光光度计分别测量同步化

后Ｇ１期，Ｇ２期，Ｓ期和 Ｍ期细胞的吸收光谱，光谱

范围１９０～８００ｎｍ，扫描步长１ｎｍ，整个实验过程

在室温下进行。

４　分析与讨论

４．１　Ｈｅｌａ细胞周期各时相样品的紫外 可见光光

谱测定

在测定条件完全一致的情况下，测得了Ｈｅｌａ细

胞各细胞周期样品的紫外 可见光吸收光谱，因细胞

样品在４００～８００ｎｍ范围内无特征峰产生，故在此

仅给出１９０～４００ｎｍ光谱，如图１所示。

４．２　讨论

由测量结果可以看出，各周期紫外吸收光谱曲

线在１９０～３１０ｎｍ波段变化较大，吸收峰主要集中

在这一波段，但各周期间存在一定的差别。各周期

同步化细胞的光谱曲线的差别主要体现在其吸光度

上，其中Ｓ期细胞吸光度最强，Ｇ１期次之，Ｇ２和 Ｍ

图１ ＨｅＬａ细胞周期各时相的紫外吸收光谱

Ｆｉｇ．１ ＵＶａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆＨｅＬａｃｅｌｌｉｎｔｈｅ

Ｇ１，Ｓ，Ｇ２ａｎｄＭｐｈａｓｅｓ

期更低，Ｍ期细胞吸光度最弱。在１９０～３８０ｎｍ波

段各细胞周期吸光度强弱也基本按这个顺序排列。

这个结果与前面的推断结果基本符合。

从整个光谱来看，ＨｅＬａ细胞各时相的样品的紫

外吸收光谱的吸收峰主要在２００～３１０ｎｍ范围内，由

于为天然蛋白质组分的二十种氨基酸在２３０～３１０ｎｍ

波长范围内大多没有吸收，只有芳香族氨基酸———色

氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸的吸收光谱在１９０～２２０ｎｍ

间有一强吸收峰，在２５０～３００ｎｍ间还有吸收峰
［５］，

这两个范围的吸收峰在各时相的细胞样品吸收光谱

中均有体现［８］。故可以判断２０４ｎｍ和２６０ｎｍ附近

吸收峰可能是由芳香族氨基酸引起的。

在细胞周期变化过程中Ｓ期完成组蛋白和非组

蛋白等染色体蛋白的合成，而蛋白质的结构单元是

氨基酸。说明 ＨｅＬａ细胞在Ｓ期蛋白质的合成过程

中形成了相应的助色团，助色团使得生色团的峰位

红移，并增加了它们的强度。因为细胞分裂所需的

大量蛋白质都是在Ｇ１期和Ｓ期合成，在Ｇ２期仅有

少量的蛋白质合成，Ｍ 期蛋白质合成几乎没有，所

以这４个时相的吸收光谱的峰位及吸光度也明确地

体现了细胞周期中蛋白质的变化情况。由于在 Ｍ

期细胞的形态和结构变化最大，但从图１的光谱曲

线中并未体现出相应的变化，于是可判定吸收光谱

几乎不受细胞形态变化的影响。

５　结　　论

由上述分析可知，ＨｅＬａ细胞周期各时相变化过

程中，细胞内的氨基酸含量变化与细胞周期内相应的

９２２
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生化活动基本符合，与细胞形态变化几乎无关。子宫

颈癌细胞在细胞周期变化过程中蛋白质的紫外可见

光吸收特性差异反映了芳香族氨基酸的相应变化，在

细胞周期的不同阶段，特征峰的峰值有所不同，其变

化规律符合ＢｅｅｒＬａｍｂｅｒｔ定律，因此可以通过紫外

可见光谱法来对细胞周期进行检测分析。
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