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摘要　高空间分辨率的共聚焦显微拉曼光谱技术从分子水平上提供了生物分子成分和结构的指纹性信息。以鼻

咽癌细胞株Ｃ６６６１、ＣＮＥ２和正常鼻咽细胞株ＮＰ６９为对象，利用拉曼光谱探索和分析癌细胞株与正常细胞株之间

的差别。结果表明：谱峰比犐１４４９／犐１６５７（１．１０）可以准确地将鼻咽癌与正常鼻咽细胞株分成两组，这一结论与相关支

气管癌组织的报道结果一致；此外，采用主成分分析方法说明３种细胞株的拉曼光谱之间存在统计学差异，并以线

性判别分析方法对其进行统计划分，灵敏度和特异性分别达到９０％和１００％。这些结论可以为拉曼光谱技术用于

ＮＰＣ的临床诊断提供依据，并有可能为鼻咽癌的早期诊断提供有益参考。
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１　引　　言

拉曼光谱（ＲＳ）技术是一种利用光子与生化材

料之间分子特异性的非弹性散射作用的光学技

术［１，２］。当入射激光与材料相互作用时，一小部分

的入射光子在能带之间发生非弹性散射，由此使散

射光与入射光的频率相比发生变化，也就产生了“拉

曼频移”［３，４］。ＲＳ技术可以在没有任何特殊准备和

标记的情况下，以非侵入性、非破坏性的方式对诸如

细胞、核酸、蛋白质和组织等生化样品进行检测。由

于通常情况下生化样品都处于水环境中，而与红外

光谱不同的是，水分子仅有非常微弱的ＲＳ信号，这

使得其非常适宜作为生化样品的检测手段［５］。

２０世纪９０年代最初的一份有关单个细胞和染

色质的报道就表明ＲＳ技术能够作为一种以非破坏

性的方式检测生化样品的理想光学手段［６］。从那时

起，在过去的２０年里，ＲＳ被广泛应用于各种各样的

生化样品研究，尤其是对肿瘤的研究。有关正常和

变异细胞和组织之间的差异及细胞内某些组分的分

析，如经射线照射前后的食管癌细胞比较、血小板内

的类胡萝卜素分析及结直肠癌组织中的脂类分子结

构分析等［７～９］，一方面通过 ＲＳ谱峰所提供的物理

振动模式特征的指纹性归属来获得；另一方面还可

结合各种统计学分析方法如主成分分析（ＰＣＡ）、线

性判别分析（ＬＤＡ）、聚类分析等进行统计分析。所

有这些研究都说明ＲＳ能够作为癌症检测的有效手

段。但是，目前有关鼻咽癌（ＮＰＣ）和正常鼻咽细胞

株的ＲＳ分类研究还很少，除本课题组之外，姚辉璐

等［１０］已对 ＮＰＣ细胞株ＣＮＥ２和正常鼻咽细胞株

ＨＢＥ的ＲＳ进行了研究，也为本文提供了有益的参

考。鉴于此，本文以与之不同的细胞株作为对象进

一步研究 ＮＰＣ和正常细胞株之间的差异并加以

分类。

本文以ＮＰＣ细胞株Ｃ６６６１、ＣＮＥ２和正常鼻咽

细胞株ＮＰ６９为对象，利用ＲＳ进行分析和归类，目

的在于获取三种细胞株的ＲＳ，并结合ＰＣＡ和ＬＤＡ

建立一个能够对其准确分类的判别模型。

２　材料和方法

２．１　样品准备

人鼻咽癌细胞株Ｃ６６６１（广州泰盛生物科技有

限公司）、ＣＮＥ２（由福建省肿瘤医院提供），均生长

于各加１００Ｕ／ｍｌ青霉素和链霉素、质量分数为

１０％新生牛血清（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）的 ＲＰＭＩ

１６４０培养液中；人正常鼻咽细胞株ＮＰ６９（中南大学

湘雅中心实验室）生长于ＫｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅＳＦＭ 培养液

中，所有细胞均在３７℃，体积分数为５％的ＣＯ２ 培

养箱中培养。当细胞株处于对数生长期时利用胰酶

消化并在培养液中吹悬，以尽可能地保持细胞活性，

进而用于拉曼测量。

２．２　单个细胞的犚犛测量

采用的拉曼光谱仪是ＩｎＶｉａ型共聚焦显微拉曼

光谱仪（英国 Ｒｅｎｉｓｈａｗ 公司），仪器的分辨率为

２ｃｍ－１，激发光源为２０ｍＷ、７８５ｎｍ的半导体激光

器。仪器内部主要部分的光路示意图如图１所示，

入射激光经由扩束镜和两块反射镜到达全息滤光

片，使入射激光的绝大多数能量被反射，再经过显微

镜内部反射，由物镜聚焦至待测样品表面，反射光、

散射光及其它杂散光一起沿着相反的方向返回到全

息滤光片上，在此激光线以及靠近激光频率的瑞利

散射光和杂散光被两片全息滤光片所阻挡而不能透

过，而拉曼散射光可以透过，透射光再依次经过聚焦

透镜、狭缝、另一聚焦透镜、反射棱镜到达衍射光栅

表面，经由光栅分光后聚焦到ＣＣＤ探测器上，通过

信号放大和转换后输入到计算机处理，最后得到样

品的ＲＳ。

图１ ＩｎＶｉａ拉曼光谱系统的组成和光路图

Ｆｉｇ．１ ＳｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｌｉｇｈｔｐａｔｈｏｆｔｈｅＲａｍａｎｓｙｓｔｅｍ

取对数生长期的细胞，消化吹悬后，吸取约

５０μｌ细胞悬液滴在铝片上，将液滴铺展开，置于共

聚焦显微拉曼光谱仪的载物台上，待液滴内部停止

流动后，细胞的相对位置将比较固定，此时选择细胞

进行聚焦，由低倍到高倍逐步聚焦于单个细胞上，最

后在５０倍物镜下进行ＲＳ测量，ＲＳ的收集范围为

３００～３２００ｃｍ
－１，曝光时间２０ｓ，有研究表明该功率

条件下测量不会对细胞造成显著的损伤［１１］。选定

一个细胞之后，在细胞内选取３个不同位置进行光

谱测量，并且记录ＲＳ，随后将这３条光谱做平均处

理来作为所测的单个细胞的ＲＳ。对Ｃ６６６１、ＣＮＥ２

和ＮＰ６９３种细胞株分别选取了３０、３１、４６个样品

０５０４００３２
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进行测量。测量过程也得到很好的信噪比。

２．３　数据处理

实验中对每个细胞样品（Ｃ６６６１、ＣＮＥ２ 和

ＮＰ６９３种细胞株各选取了３０、３１、４６个样品）所测

的３条光谱先进行荧光背景去除
［１２］，然后再对三条

光谱取平均后作为单个样品的样品光谱，最后将这

些样品光谱分别取平均并归一化后用于表示３种细

胞株的ＲＳ；另外，也将样品光谱用于ＰＣＡ和ＬＤＡ

中，以此获取相关统计信息和进行统计划分。

３　结果和讨论

３．１　单个癌细胞和正常细胞的犚犛

根据上述实验条件得到３种细胞株及其液体环

境 培养液的平均拉曼光谱如图２所示。图中省

略了２０００～２６００ｃｍ
－１的光谱，这是由于在该范围

内的光谱仅仅是背景光谱，没有测到明显的拉曼信

号。由图可见，３种细胞株的ＲＳ轮廓基本上相似，

这就意味着３种细胞株均是由相同的物质所构成，

此外，ＲＰＭＩ１６４０和 ＫｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅＳＦＭ 培养液的

ＲＳ对细胞的ＲＳ未造成干扰，因而所得的细胞ＲＳ

可以作为所研究细胞株的有效ＲＳ。相对于正常鼻

咽细胞株而言，鼻咽癌细胞株Ｃ６６６１和ＣＮＥ２在归

属为苯丙氨酸的１００３ｃｍ－１拉曼峰强明显较强，表１

列出了相应的峰值归属。值得一提的是，所测得

ＣＮＥ２的ＲＳ与姚辉璐等
［１０］已报道的结果相比，一

方面是谱线宽度更大，因而所包含的谱带信息更丰

富；另一方面在对应的谱线区域内，谱带基本相同，

但也有若干谱带出现缺失，这可能是由不同仪器测

得的信号强弱不同而造成的。

图２ （ａ）鼻咽癌细胞株Ｃ６６６１、ＣＮＥ２和正常鼻咽细胞株ＮＰ６９的平均ＲＳ及其显微图像；（ｂ）ＲＰＭＩ１６４０和

ＫｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅＳＦＭ培养液的ＲＳ

Ｆｉｇ．２ （ａ）ＡｖｅｒａｇｅＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒａａｎｄｔｈｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｉｍａｇｅｏｆＮＰＣａｎｄｎｏｒｍａｌｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃｅｌｌｌｉｎｅｓＣ６６６１，

ＣＮＥ２ａｎｄＮＰ６９；（ｂ）ＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆＲＰＭＩ１６４０ａｎｄＫｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅＳＦＭｍｅｄｉｕｍｓ

表１ Ｃ６６６１、ＣＮＥ２和ＮＰ６９的拉曼谱带及归属

Ｔａｂｌｅ１ Ｒａｍａｎｂａｎｄｓａｎｄａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｓｏｆ

Ｃ６６６１ａｎｄＣＮＥ２ｃｅｌｌｌｉｎｅｓ

Ｂａｎｄ／ｃｍ－１ Ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｓ

Ｃ６６６１ ＣＮＥ２ ＮＰ６９

６２１ ６２０ ６２１ Ｐｈｅ．
［６］

６４３ ６４２ ６４３ ＣＣｔｗｉｓｔ，Ｔｙｒ．
［１３］

７２１ ７１８ ７１７ Ａ
［１４］

７５８ ７５７ ７５８ Ｔ
［６］

７８０ ７８０ ７８２ Ｃ／Ｕｒｉｎｇｂｒ．
［１５］

８２８ ８２８ ８２８ Ｏ－Ｐ－Ｏ－
［４］

８５３ ８５２ ８５２ Ｔｙｒ．，Ｃ－Ｃｓｋｅ．ｍｏｄｅｓ
［１５］

８７９ ８７９ ８７８ ＬＰｒｏｌｉｎｅ
［１６］

９３５ ９３９ ９３６ αｈｅｌｉｘ，Ｃ－Ｃｓｋｅ．ｍｏｄｅｓ
［１５］

１００３ １００２ １００３ Ｐｈｅ．
［１７］

１０３１ １０３１ １０３２ Ｐｈｅ．，Ｃ－Ｎｓｔｒ．
［３］

１０４３ Ｇ
［１６］

１０８１ １０８１ １０８１ Ｏ－Ｐ－Ｏ－
［６］

１１２５ １１２５ １１２６ Ｃ－Ｎ，Ｃ－Ｃｓｔｒ．
［１８］

续表１

Ｂａｎｄ／ｃｍ－１ Ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｓ

Ｃ６６６１ ＣＮＥ２ ＮＰ６９

１１５７ １１５７ １１５８ Ｃ－Ｎ，Ｃ－Ｃｓｔｒ．
［１９］

１１７３ １１７１ １１７４ Ｔｙｒ．，Ｐｈｅ．，Ｃ－Ｈｂｅｎｄ
［１９］

１２０７ １２０７ １２０８ Ａ，Ｔ，ＡｍｉｄｅⅢ
［１９］

１３１７ １３１６ １３１８ Ｇ
［２０］

１３３７ １３３７ １３３９ Ａ，Ｇ，Ｃ－Ｈｄｅｆ．
［１９］

１４４９ １４４９ １４４９ Ｃ－Ｈｄｅｆ．
［１８］

１６０６ １６０５ １６０９ Ｐｈｅ．，Ｔｙｒ．
［１５］

１６５８ １６５８ １６５７ ＡｍｉｄｅⅠ
［１７］

２８７６ ２８７５ ２８７８ ＣＨ２ｓｔｒ．
［２１］

２９３１ ２９３１ ２９３４ ＣＨ３ｓｔｒ．
［２２］

３０６８ ３０７０ ３０６８ （Ｃ＝Ｃ－Ｈ）ａｒｏｍ．ｓｔｒ．
［２１］

（ｓｔｒ．：ｓｔｒｅｔｃｈｉｎｇ，Ｐｈｅ．：ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ，ｂｒ．：ｂｒｅａｔｈｉｎｇ，

Ｔｙｒ．：ｔｙｒｏｓｉｎｅ，ｓｙｍ．：ｓｙｍｍｅｔｒｉｃ，ｓｋｅ．：ｓｋｅｌｅｔａｌ，ｄｅｆ．：

ｄｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｖｉｂｒａｔｉｏｎ， Ａ： Ａｄｅｎｉｎｅ，Ｃ：Ｃｙｔｏｓｉｎｅ， Ｇ：

Ｇｕａｎｉｎｅ，Ｔ：Ｔｈｙｍｉｎｅ，ａｒｏｍ．：ａｒｏｍａｔｉｃ）
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　　鼻咽癌细胞株Ｃ６６６１、ＣＮＥ２相对于正常鼻咽

细胞株ＮＰ６９而言，在１０４３ｃｍ－１（谷氨酸盐）处出现

缺失，这可能是由于这种物质在鼻咽癌细胞内的信

号太弱，以致于本拉曼光谱仪无法清楚地检测到。

此外，归属为Ｃ－Ｈ 变形振动的１４４９ｃｍ－１及氨基

化合物的１６５８ｃｍ－１处峰强的相对比值经过狋检验

检查其均值是否存在显著差异。每条谱的相应两个

峰强比值描点如图３，比值为犐１４４９／犐１６５７＝１．１０的直

线可以将鼻咽癌细胞株和正常鼻咽细胞株划分为两

块区域，而狋检验的结果也验证了这一点，结果表

明：在检验值为犐１４４９／犐１６５７＝１．２３时，得到具有显著

性差异的检验值，从而使上述划分进一步数值化，对

于Ｃ６６６１和 ＣＮＥ２来说，犘＞０．０５，即认为犐１４４９／

犐１６５７与１．２３没有显著性差异，其９５％置信区间分别

为（１．１７９６，１．２５６５）和（１．２２７１，１．３２１２）；而对于

ＮＰ６９来说，犘＜０．０５，即认为犐１４４９／犐１６５７与１．２３存在

显著性差异，其９５％置信区间为（０．６２４８，０．６７８）。

这一结果与已知报道的关于支气管癌组织研究结果

一致。由此可见，不仅在正常和支气管癌组织中存

在上述比值差异［１０］，在正常和鼻咽癌细胞中也存在

同样的差异。

３．２　多变量分析犘犆犃与犔犇犃

采用多变量分析方法ＰＣＡ对所测的细胞株ＲＳ

进行统计分析。首先，通过ＰＣＡ分析所得的第一、

第二和第三主成分得分绘制二维（２Ｄ，依据第一和

第二主成分得分，累计方差贡献比为６７．６％）和三

图３ 鼻咽癌细胞株和正常鼻咽细胞株的Ｉ１４４９／Ｉ１６５８比值

Ｆｉｇ．３ Ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｒａｔｉｏｏｆ犐１４４９／犐１６５８ｆｏｒＮＰＣａｎｄ

ｎｏｒｍａｌｃｅｌｌｌｉｎｅｓ

维（３Ｄ，依据第一、第二和第三主成分得分，累计方

差贡献比为７８．６％）散点图，所得散点图见图４。可

见，２Ｄ和３Ｄ的散点图均可将鼻咽癌细胞株和正常

鼻咽细胞株归为两块区域，从而进一步证实鼻咽癌

细胞株和正常鼻咽细胞株之间存在显著的差异。并

且从２Ｄ和３Ｄ散点图上可以看出，鼻咽癌细胞株和

正常鼻咽细胞株之间的界线比较明显，统计划分显

著，而鼻咽癌细胞株Ｃ６６６１和ＣＮＥ２之间的界线就

很不明显，两种鼻咽癌细胞株的２Ｄ和３Ｄ散点图几

乎融合在一起，说明相对于正常鼻咽细胞株 ＮＰ６９

而言，鼻咽癌细胞株Ｃ６６６１和ＣＮＥ２之间并没有显

著的统计学差异。换言之，鼻咽癌细胞株Ｃ６６６１和

ＣＮＥ２与正常鼻咽细胞株ＮＰ６９之间的统计差异占

主导地位。

图４ ＰＣＡ分析的 （ａ）前两个与 （ｂ）前三个主成分得分散点图

Ｆｉｇ．４ （ａ）Ｆｉｒｓｔｔｗｏａｎｄ（ｂ）ｆｉｒｓｔｔｈｒｅｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ′ｓｃｏｒｅｓｏｆＰＣＡａｎａｌｙｓｉｓ

　　为了建立起一种切实、有效、可靠的鼻咽癌细胞

株鉴别模型，也使其更具有临床实用性，利用ＬＤＡ

方法建立分类判别模型，分别随机选取 Ｃ６６６１、

ＣＮＥ２和ＮＰ６９各１０条ＲＳ作为待判样本，剩余的

作为标准样本。通过各样本对线性判别函数（ＬＤＦ）

ＬＤＦ１和ＬＤＦ２的相关系数绘制散点图，如图５所

示。根据标准样本建立判别模型对剩余样本进行判

别的灵敏度和特异性分别为９０％和１００％。从图中

还可以看出，沿着ＬＤＦ１方向可以将鼻咽癌细胞株

Ｃ６６６１、ＣＮＥ２和正常鼻咽细胞株 ＮＰ６９划分为两

０５０４００３４
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个组群，而鼻咽癌细胞株Ｃ６６６１和ＣＮＥ２之间又可

以通过ＬＤＦ２划分开来，这就说明ＬＤＦ１在鉴别鼻

咽癌细胞株 Ｃ６６６１、ＣＮＥ２ 和正常鼻咽细胞株

ＮＰ６９方面发挥主要作用，而ＬＤＦ２则是主要作用于

鼻咽癌细胞株Ｃ６６６１和ＣＮＥ２之间的区分与鉴别。

这一结论与前述有关ＰＣＡ的统计分析结论相一致，

因而本分类判别模型从某种意义上讲具备较强的可

靠性。

图５ ＬＤＡ分析中各样本对应ＬＤＦ１与ＬＤＦ２系数

散点图

Ｆｉｇ．５ Ｓｃａｔｔｅｒｐｌｏｔｏｆｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆ

ＬＤＦ１ｖｅｒｓｕｓＬＤＦ２ｉｎＬＤＡａｎａｌｙｓｉｓ

４　结　　论

通过对鼻咽癌细胞株Ｃ６６６１和ＣＮＥ２及正常

鼻咽细胞株 ＮＰ６９的 ＲＳ进行均谱分析和统计分

析，表明３种细胞株均是由相同的物质所构成，而在

某些谱带的相对组成上存在差异，ＰＣＡ分析也证实

了３种细胞株之间存在统计差异；最后由ＬＤＡ分析

建立判别模型对未知的细胞株样本进行了准确的分

类，从而为ＲＳ技术用于鼻咽癌的临床诊断提供有

益的参考和实验依据。
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