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结直肠癌组织中脂类伸缩振动的拉曼光谱
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摘要　为了探索脂类分子结构的变化与细胞癌变的关系，应用共聚焦显微拉曼光谱系统，检测结直肠癌组织及邻

近正常组织的拉曼光谱，得到归属于脂类ＣＨ２ 对称伸缩振动在２８５７ｃｍ
－１和反对称伸缩振动在２８９１ｃｍ－１的拉曼

峰以及归属于脂类和蛋白Ｃ—Ｈ伸缩振动在２９３８ｃｍ－１的拉曼峰。实验结果显示，结直肠癌组织和邻近正常组织

的拉曼光谱存在以下显著的差异：１）与正常组织相比，结直肠癌组织中位于２８５７ｃｍ－１和２８９１ｃｍ－１的拉曼峰强度

相对较弱，而２９３８ｃｍ－１拉曼峰的强度相对较强。２）结直肠癌组织中在２８９１ｃｍ－１和２８５７ｃｍ－１的拉曼峰强度比值

犐２８９１／犐２８５７小于正常组织的比值。用ＳＰＳＳ１６．０统计学软件中平均值之间的比较功能计算出正常组织的犐２８９１／犐２８５７平均

值为２．２１，癌变组织的犐２８９１／犐２８５７平均值为１．６９。研究结果表明，当正常细胞转变为癌细胞时，脂类分子的侧向堆积程

度下降，细胞膜流动性增加，脂类与蛋白的相互作用增强，揭示了脂类分子伸缩振动的拉曼光谱与细胞癌变的关系。

关键词　光谱学；拉曼光谱；结直肠组织；脂类；癌症

中图分类号　Ｏ６５７．３７；Ｒ３１８．５１　　　文献标识码　Ａ　　　犱狅犻：１０．３７８８／ＣＪＬ２０１０３７０２．０６０５

犕犻犮狉狅犚犪犿犪狀犛狆犲犮狋狉犪犳狅狉犔犻狆犻犱狊犆—犎犻狀犆狅犾狅狉犲犮狋犪犾犜犻狊狊狌犲

犌犪狅犣犲犺狅狀犵
１
　犢狌犑犻狀犵犵狅狀犵

２
　犔犻狌犉狌狓犻犪狀犵

３
　犎狌犅狅

２
　犕犻犮犺犪犲犾犌狌犻狏犲狉

４

１犆狅犾犾犲犵犲狅犳犅犻狅犾狅犵犻犮犪犾犈狀犵犻狀犲犲狉犻狀犵，犇犪犾犻犪狀犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犇犪犾犻犪狀，犔犻犪狅狀犻狀犵１１６６２２，犆犺犻狀犪

２犘犪狋犺狅犾狅犵狔犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋，犇犪犾犻犪狀犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔犎狅狊狆犻狋犪犾，犇犪犾犻犪狀，犔犻犪狅狀犻狀犵１１６０２１，犆犺犻狀犪

３犆狅犾犾犲犵犲狅犳犕犲犮犺犪狀犻犮狊，犇犪犾犻犪狀犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犇犪犾犻犪狀，犔犻犪狅狀犻狀犵１１６６２２，犆犺犻狀犪

４犐狀狊狋犻狋狌狋犲犳狅狉犆犺犲犿犻犮犪犾犘狉狅犮犲狊狊犪狀犱犈狀狏犻狉狅狀犿犲狀狋犪犾犜犲犮犺狀狅犾狅犵狔，

犖犪狋犻狅狀犪犾犚犲狊犲犪狉犮犺犆狅狌狀犮犻犾狅犳犆犪狀犪犱犪，犗狋狋犪狑犪，犗狀狋犪狉犻狅，犓１犃０犚６，

烄

烆

烌

烎犆犪狀犪犱犪

犃犫狊狋狉犪犮狋　犜犺犲狆狌狉狆狅狊犲狅犳狋犺犻狊狊狋狌犱狔犻狊狋狅犻狀狏犲狊狋犻犵犪狋犲犪狉犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆犫犲狋狑犲犲狀狋犺犲狊狋狉狌犮狋狌狉犲狅犳犾犻狆犻犱犪狀犱犮狅犾狅狉犲犮狋犪犾

犮犪狉犮犻狀狅犵犲狀犲狊犻狊犪狋狋犺犲犿狅犾犲犮狌犾犪狉犾犲狏犲犾．犆狅犾狅狉犲犮狋犪犾犮犪狀犮犲狉狊狆犲犮犻犿犲狀狊犪狀犱犪犱犼犪犮犲狀狋狀狅狉犿犪犾狋犻狊狊狌犲狊狑犲狉犲犿犲犪狊狌狉犲犱狌狊犻狀犵

犮狅狀犳狅犮犪犾犚犪犿犪狀犿犻犮狉狅狊犮狅狆狔狊狔狊狋犲犿．犜犺犲犫犪狀犱狊犪狋２８５７犮犿
－１ 犪狀犱２８９１犮犿－１ 狅狉犻犵犻狀犪狋犲犳狉狅犿犆犎２狊狔犿犿犲狋狉犻犮犪狀犱

犪狊狔犿犿犲狋狉犻犮狊狋狉犲狋犮犺犻狀犵狏犻犫狉犪狋犻狅狀狊，狉犲狊狆犲犮狋犻狏犲犾狔．犜犺犲犫犪狀犱犪狋２９３８犮犿
－１ 犪狉犻狊犲狊犳狉狅犿狊狔犿犿犲狋狉犻犮犆—犎狊狋狉犲狋犮犺犻狀犵

狏犻犫狉犪狋犻狅狀狊．犜犺犲狉犲狊狌犾狋狊狊犺狅狑狋犺犪狋狋犺犲狉犲犪狉犲狆狉狅犿犻狀犲狀狋犱犻犳犳犲狉犲狀犮犲狊犫犲狋狑犲犲狀犮狅犾狅狉犲犮狋犪犾犮犪狀犮犲狉狊狆犲犮犻犿犲狀狊犪狀犱犪犱犼犪犮犲狀狋

狀狅狉犿犪犾狋犻狊狊狌犲狊犻狀犚犪犿犪狀狊狆犲犮狋狉狅狊犮狅狆狔：１）犜犺犲犻狀狋犲狀狊犻狋狔狅犳狋犺犲犫犪狀犱狊狅犳狋犺犲犮犪狀犮犲狉狋犻狊狊狌犲狊狆犲犮狋狉狌犿犪狋２８５７犮犿
－１犪狀犱

２８９１犮犿－１犪狉犲狉犲犱狌犮犲犱犮狅犿狆犪狉犲犱狑犻狋犺狋犺狅狊犲狅犳狋犺犲狀狅狉犿犪犾狊狆犲犮狋狉犪．犜犺犲狉犲犾犪狋犻狏犲犻狀狋犲狀狊犻狋狔狅犳狋犺犲犫犪狀犱犪狋２９３８犮犿
－１狅犳

犾犻狆犻犱狅犳犮狅犾狅狉犲犮狋犪犾犮犪狀犮犲狉犻狊狊狋狉狅狀犵犲狉狋犺犪狀狋犺犪狋犻狀狀狅狉犿犪犾狋犻狊狊狌犲狊．２）犜犺犲犪狏犲狉犪犵犲狉犪狋犻狅（犐２８９１／犐２８５７）狏犪犾狌犲狊犻狊狉犲犱狌犮犲犱

犮狅犿狆犪狉犲犱狑犻狋犺狋犺狅狊犲狅犳狋犺犲狀狅狉犿犪犾狊狆犲犮狋狉犪．犜犺犲狏犪犾狌犲狊犳狅狉狀狅狉犿犪犾犪狀犱犮犪狀犮犲狉狅狌狊狋犻狊狊狌犲狊犪狉犲２．２１犪狀犱１．６９犫狔狋犺犲

犳狌狀犮狋犻狅狀狅犳‘犮狅犿狆犪狉犲犿犲犪狀狊’狅犳犛犘犛犛１６．０狊狅犳狋狑犪狉犲．犜犺犲狉犲狊犲犪狉犮犺狉犲狊狌犾狋狊犱犲犿狅狊狋狉犪狋犲犱狋犺犪狋狋犺犲犾犪狋犲狉犪犾狆犪犮犽犻狀犵狅犳

犾犻狆犻犱狊犻狊犾狅狅狊犲狀犲犱狑犺犻犮犺犿犪狔狉犲狊狌犾狋犻狀狋犺犲犳犾狌犻犱犻狋狔狅犳犾犻狆犻犱狋狅犫犲犻狀犮狉犲犪狊犲犱犪狀犱狋犺犲犻狀狋犲狉犪犮狋犻狅狀狊狅犳犾犻狆犻犱犪狀犱狆狉狅狋犲犻狀

犻狀犮狉犲犪狊犲狑犺犲狀狀狅狉犿犪犾犮犲犾犾狊犪狉犲狋狉犪狀狊犳狅狉犿犲犱犻狀狋狅犮犪狀犮犲狉狅狌狊犮犲犾犾狊．犗狌狉犱犪狋犪狊狌犵犵犲狊狋犲犱狋犺犲狉犲犻狊狋犺犲狉犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆犫犲狋狑犲犲狀

狋犺犲狊狋狉犲狋犮犺狏犻犫狉犪狋犻狅狀狊狅犳犾犻狆犻犱狊犪狀犱犮狅犾狅狉犲犮狋犪犾犮犪狉犮犻狀狅犵犲狀犲狊犻狊．

犓犲狔狑狅狉犱狊　狊狆犲犮狋狉狅狊犮狅狆狔；犚犪犿犪狀狊狆犲犮狋狉犪；犮狅犾狅狉犲犮狋犪犾狋犻狊狊狌犲；犾犻狆犻犱；犮犪狀犮犲狉

　　收稿日期：２００９０７０１；收到修改稿日期：２００９０９１４

　　基金项目：国家自然科学基金（３０６７０５３７）资助项目。

　　作者简介：高泽红（１９５９—），女，博士，教授，硕士生导师，主要从事激光生物医学的研究。Ｅｍａｉ：ｚｅｈｏｎｇ９＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ



中　　　国　　　激　　　光 ３７卷

１　引　　言

　　结直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ）是常见的消化道

恶性肿瘤，发病率日益增加，目前人们尚未找到其发

病原因。从分子生物学的角度，恶性肿瘤可视为基

因的疾病，是因某些染色体上的ＤＮＡ损伤致使基

因突变，导致细胞的生长失控、缺乏分化而异常增

生，并可侵犯正常组织和器官，最终可散布全身。一

般分为３步：基因突变、分子结构变化和肿块形

成［１］。因此，检测出结直肠组织癌变过程中分子结

构的变化规律对于探讨肿瘤的始发突变和肿块形成

的机理意义重大。拉曼光谱由于能够检测出样品的

分子构型和不同的化学键，如Ｃ—Ｈ，Ｃ—Ｎ，Ｃ＝Ｏ，

Ｎ—Ｈ和Ｏ—Ｈ基团分子振动的信息
［２］，而这些基

团普遍存在于所有生物分子中［３］，因此，应用拉曼光

谱检测各种癌症是目前研究最活跃的领域之一，它

可以在分子水平反映组织、细胞的化学成分和分子

结构的差异，是一种简便灵敏的光谱分析新技术，具

有快速、准确、客观、无损等特点［４，５］。现已应用于

对乳腺、胃、皮肤、肺、子宫颈、前列腺等病变组

织［６～１１］和细胞的检测并取得了重大进展［１２］。但是，

有关结直肠癌拉曼光谱研究的相对较少，Ｆｅｌｄ等
［１３］

研究了正常和癌变结肠粘膜组织的光谱中在１６６２，

１５７６，１４５８和１３４０ｃｍ －１的拉曼峰强度变化，获得

在癌变的结肠粘膜组织中核酸的含量增加和脂类的

含量减少的重要结论。闫循领等［１４］研究了结肠癌

病人的几种细胞中蛋白质酰胺Ⅰ振动谱线和ＣＨ２，

ＣＨ３ 的变形振动模式以及在１９１９，１６１９，１５７７，１５６０

和１５４８ｃｍ －１归属于吡咯环的Ｃ—Ｎ呼吸振动模式

的拉曼光谱强度、半峰全宽和谱线频移，结果表明，

腺癌细胞的拉曼谱线相对较弱，许多谱线消失，生长

在不同部位癌变细胞的荧光强度分布不同。本文选

择在２４００～３４００ｃｍ
－１频移范围，检测结直肠癌组

织及邻近正常组织的拉曼光谱，研究脂类分子Ｃ—

Ｈ伸缩振动的拉曼光谱与细胞癌变的关系。

２　材料与方法

２．１　标本的取材与处理

组织样品均由大连大学附属医院病理科提供，

７８例手术切除的结直肠癌组织和临近的正常组织

来自３９位患者，术前征得患者同意。其中男２４例，

女１５例，年龄３０～８６岁，平均６２岁。按照Ｒｅｈｍａｎ

等［２］报道的方法，将结肠组织样品制备成厚度为

　　　　　　

１０μｍ，未经染色的病理切片。

２．２　共聚焦显微拉曼光谱仪

实验中使用的是ＣＲＭ２００型共聚焦显微拉曼

光谱仪。激发光源选用１７７Ｇ０２型氩离子激光器

（ＳｐｅｃｔｒａＰｈｙｓｉｃｓ，ＵＳＡ），波长为５１４．５ｎｍ，输出功

率约为３０ｍＷ，由单模光纤连接到显微镜。激光通

过１００×，数值孔径１．２５的显微镜物镜（ＮｉｋｏｎＣＦＩ

ａｃｈｒｏｍａｔ）聚焦到样品上。照射在组织样品上的光

斑直径大约为１ｍｍ，分辨率为２ｃｍ－１。为了降低暗

电流和热像素，提高信噪比，实验中用液氮冷却

ＣＣＤ数学探测器－１００℃。显微镜上部的ＣＣＤ照

相机（Ｓｏｎｙ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＭＡ，ＵＳＡ）记录图像。

２．３　数据采集与分析

所有 实 验 所 得 光 谱 均 用 Ｗｉｔｅｃ 公 司 的

ＷｉｎＳｐｅｃ３２专 用 软 件 统 一 检 测 处 理，再 使 用

Ｏｒｉｇｉｎ７．０数据处理软件的平滑功能，平滑原始光

谱，归一化处理后再计算光谱强度。应用ＳＰＳＳ１６．０

统计学软件的计算平均值和比较平均值功能分析所

得数据，得出判别正常组织与癌变组织的分界值。

３　结果与讨论

３．１　实验结果和谱图处理

在２４００～３４００ｃｍ
－１频移范围内，检测到结直

肠癌和邻近正常组织样品的拉曼光谱，每份样品不

同点扫描３次，共计２００张，以评估该技术的精确性

和再现性。图１和图２分别为结直肠癌和正常组织

未染色的病理切片显微图像，图中的圆圈为探测区

域。为了更清晰地比较结直肠癌组织和正常组织拉

曼光谱的差异，将二者放在同一张图中进行比较分

析，如图３所示。由图中可见结直肠癌组织和正常

组织的拉曼光谱存在很多差异，图中各谱线归属如

表１所示
［２，１５，１６］。

图１ 结直肠癌组织未染色的病理切片显微图像

Ｆｉｇ．１ Ｉｍａｇｅｏｆｔｈｅｕｎｓｔａｉｎｅｄｂｉｏｐｓｙｏｆｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ

ｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅ
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图２ 结直肠正常组织未染色的病理切片显微图像

Ｆｉｇ．２ Ｉｍａｇｅｏｆｔｈｅｕｎｓｔａｉｎｅｄｂｉｏｐｓｙｏｆｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ

ｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅ

图３ 结直肠癌组织和正常组织的拉曼光谱

Ｆｉｇ．３ Ｒａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｌｏｆｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒａｎｄ

ｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅ

表１ 结直肠组织拉曼光谱各谱线的归属

Ｔａｂｌｅ１ Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙａｎｄａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｏｆｔｈｅｍａｊｏｒｖｉｂｒａｔｉｏｎａｌ

ｍｏｄｅｓｉｎＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｔｉｓｓｕｅｓａｍｐｌｅｓ

Ｒａｍａｎｓｈｉｆｔ／ｃｍ－１
Ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｓ

Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｌｉｐｉｄ

２８５７ ＣＨ２ｓｙｍｓｔｒ

２８９１ ＣＨ２ａｎｔｉｓｙｍｓｔｒ

２９３８ Ｃ—Ｈｓｔｒ Ｃ—Ｈｓｔｒ

３．２　谱图分析

３．２．１　Ｃ—Ｈ伸缩振动

图３中位于２８５７ｃｍ－１和２８９１ｃｍ－１拉曼峰归属

于脂类ＣＨ２ 对称伸缩和反对称伸缩的两个带
［１７］，

与正常组织比较，结直肠癌组织样品２８５７ｃｍ－１和

２８９１ｃｍ－１两个峰相对强度下降；而位于２９３８ｃｍ－１

拉曼峰归属于脂类和蛋白的Ｃ—Ｈ伸缩振动，与正

常组织比较，在结直肠癌组织样品中强度增强，如图

３所示。

３．２．２　侧向相互作用

归属于脂类分子ＣＨ２ 对称伸缩２８５７ｃｍ
－１和反

对称伸缩２８９１ｃｍ－１的两个拉曼峰对脂类结构变化

很敏感。ＡｎｔｈｏｎｙＴ．Ｔｕ等
［１６］在研究脂质体时发

现，当温度升高时，２８９１ｃｍ－１和２８５７ｃｍ－１带强度

比值减少，脂类脂肪酸链的侧向堆积程度下降，所以

比较２８９１ｃｍ－１和２８５７ｃｍ－１带强度比值，可作为探

针用于检测脂类脂肪酸链的侧向堆积程度。侧向堆

积程度的下降能导致脂类流动性的增加［１８，１９］。应

用ＳＰＳＳ１６．００软件计算了实验测得的２８９１ｃｍ－１与

２８５７ｃｍ－１两个拉曼峰比值的平均值，正常组织

（犐２８９１／犐２８５７）的平均值为２．２１，癌组织的为１．６９，正常

组织的平均值大于癌变组织的平均值（见表２）。因

此实验结果表明，当正常细胞转变为癌细胞时，脂类

分子侧向堆积程度下降，导致脂类流动性增加。

表２为组织样品拉曼峰比值犐２８９１／犐２８５７的平均

值统计表，Ｔｉｓｓｕｅ为组织样品，Ｍｅａｎ为平均值，犖

为样本数，Ｓｔｄ．ｄｅｖｉａｔｉｏｎ为标准偏差，Ｖａｒｉａｎｃｅ为

方差。

表３为情况处理累计报告，变量总数犖 为２００，

缺失值为０。

表２ 结直肠癌组织和正常组织犐２８９１／犐２８５７平均值

Ｔａｂｌｅ２ Ｍｅａｎｓｆｏｒ犐２８９１／犐２８５７ｏｆｎｏｒｍａｌａｎｄｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓ

Ｔｉｓｓｕｅ Ｍｅａｎ 犖 Ｓｔｄ．ｄｅｖｉａｔｉｏｎ Ｖａｒｉａｎｃｅ

Ｃａｎｃｅｒ １．６８９４０ １００ ０．３２８１８７ ０．１０８

Ｎｏｒｍａｌ ２．２１４１０ １００ ０．２５３６６０ ０．０６４

Ｔｏｔａｌ １．９５１７５ ２００ ０．３９３４０３ ０．１５５

表３ 情况处理累计表

Ｔａｂｌｅ３ Ｃａｓｅｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｓｕｍｍａｒｙ

Ｃａｓｅ 犖 Ｐｅｒｃｅｎｔ／％

Ｉｎｃｌｕｄｅｄ ２００ １００

Ｅｘｃｌｕｄｅｄ ０ ０

Ｔｏｔａｌ ２００ １００

３．２．３　脂类与蛋白相互作用

位于２９３８ｃｍ－１拉曼峰归属于脂类和蛋白的

Ｃ—Ｈ伸缩振动，与正常组织比较，在结直肠癌组织

样品中强度增强，如图３所示。ＡｎｔｈｏｎｙＴ．Ｔｕ

等［１６］在研究质膜的流动性时发现，当质膜的流动性

增强时，２９３８ｃｍ－１峰值增强，其强度反映了质膜中

脂类与蛋白的相互作用程度，峰值愈强，表明脂类与

蛋白的相互作用程度愈高。实验结果表明，当正常

细胞转变为癌细胞时，脂类与蛋白的相互作用增强。

从能量的角度分析上述实验结果，推测这些变

化是由于正常组织转变为癌组织过程中的脂类分子

获得了更高的能量，能量分布发生了变化，导致脂类

的侧向相互堆积程度下降，侧向间相互作用减弱，细

胞膜的流动性增强，脂类与蛋白的相互作用增强。

而这些变化可能改变细胞膜的物质运输、能量传递

７０６
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和信号传导，进而引起ＤＮＡ 结构的变化，失去原有

的稳定性。因此脂类分子的能量分布变化可能是细

胞癌变的原因之一，该结论需进一步探讨。

４　结　　论

应用共聚焦显微拉曼光谱系统，可以检测出结

直肠癌组织及其相邻正常组织拉曼光谱的差异性。

通过分析组织中脂类分子的Ｃ—Ｈ 伸缩振动的谱

线，可以获得结直肠癌组织中脂类分子的侧向堆积

程度下降，细胞膜的流动性增强，脂类与蛋白的相互

作用增强的信息。该方法还可用于病理存档样品的

研究，这将有助于分析癌症形成过程中生物和化学

方面发生的微小变化，进行手术后跟踪调查等。
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