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拉曼光谱技术测量单个红细胞的血红蛋白浓度
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摘要 单细胞光镊拉曼光谱技术测量单个红细胞的血红蛋白浓度，配制不同浓度的血红蛋白溶液后利用拉曼光谱

强度与血红蛋白浓度的关系，测量单个红细胞的拉曼光谱，根据公式计算单个红细胞内血红蛋白浓度。测量了 70
个血红细胞的拉曼光谱，结果显示单个红细胞的血红蛋白浓度为 270~500 g/L，其中血红蛋白浓度在 350~450 g/L之

间的是成熟的红细胞，占红细胞总数的 90%以上，而浓度在 300 g/L以下的可能是网织红细胞，浓度在 450 g/L以上

的是老化了的红细胞。这与平均红细胞血红蛋白浓度 (MCHC)310~370 g/L基本一致。表明利用该方法可以对单个

红细胞内的血红蛋白浓度进行快速、无损、简单、精确的定量分析，展现了拉曼光谱技术在单细胞分析上的优势。
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Abstract Hemoglobin concentrations of single red blood cells are measured by single cell laser tweezers Raman

spectroscopy. Hemoglobin solution with different concentrations is prepared and the linear relationship between

Raman intensity and hemoglobin concentration is obtained. By detecting the Raman spectrum of a single red blood

cell, the hemoglobin concentration of a single red blood cell is calculated according to the linear formula. Raman

spectra of 70 red blood cells are measured. The calculated hemoglobin concentration of single red blood cells is

from 270 g/L to 500 g/L. Mature erythrocytes account for more than 90% of the red blood cells and its hemoglobin

concentration is 350~450 g/L. The hemoglobin concentration of reticulocyte is 300 g/L or less, and the hemoglobin

concentration of old red blood cells is higher than 450 g/L. The conclusion conforms to the standard of mean

corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) 310~370 g/L. Using this method to measure hemoglobin

concentration of single red blood cells is quick, non-destructive, simple and accurate. This shows the advantages

of Raman spectroscopy on single cell analysis.
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1 引 言
血红蛋白 (Hb)是存在于高等生物体内一种负责运载氧的蛋白质，红细胞的最主要成分是血红蛋白，约占

其湿重的 32%、干重的 97%。人体内血红蛋白含量是评价人群贫血患病率和铁营养状况的重要指标，因此

一种方便、有效的血红蛋白浓度检测方法，特别是在单个细胞水平上检测血红蛋白浓度的方法，对评价人体

健康状况非常重要 [1]。

拉曼光谱技术具有快速、简单、破坏性小、灵敏度高等优点，现已成为生物学在诸多研究领域中的有力

武器。血红蛋白的共振拉曼光谱研究从 20世纪 70年代开始就引起了广泛关注。其中 Strekas等 [2-3]关于血红

蛋白的研究报道开启了利用共振拉曼光谱技术进行生物化学研究之路。随后众多的文献报道了血红素、血

晶素、高铁血红蛋白的拉曼特征谱线，对特征峰的归属进行了研究确定，并得到了广泛认可。之后，Wood等 [4-5]

率先利用拉曼光谱技术对单个红细胞进行研究，主要报道了活态红细胞内 R态 (含氧)和 T态 (氧合)血红蛋白

的拉曼光谱。最近几年拉曼光谱技术飞速发展，特别是在激光拉曼光谱、表面增强拉曼光谱、傅里叶变换拉

曼光谱 [6-8]等技术出现以后，拉曼光谱在物质结构分析以及物质定性、定量 [9-16]分析方面的应用取得重大突破。

本文进一步利用拉曼光谱技术对不同浓度的血红蛋白进行测量，选取血红蛋白特征峰 1546 cm-1处的光谱

强度与血红蛋白浓度建立线性关系，通过测量单个血红细胞的拉曼光谱，计算出单个红细胞中血红蛋白浓度。

2 材料与方法
2.1 红细胞的分离与血红蛋白的提取

无菌抽取健康鸡的血液后加入肝素钠抗凝，即刻以 1600 r/min转速离心 10 min，去除上层的血浆和脂质

体，然后加入 3倍以上体积的磷酸盐缓冲溶液 (PBS)，1600 r/min转速离心 5 min，去除上层清液，重复以上步

骤，洗涤红细胞 3次。

加入倍量蒸馏水，使红细胞低渗破裂，释放出血红蛋白，充分振荡后 6000 r/min高速离心 20 min，去除上

层脂质体后提取出血红蛋白溶液。

采用氰化高铁血红蛋白法将提取出的 Hb 溶液用 PBS 缓冲液配制成 5 个浓度梯度，即 30，50，75，100，
150 g/L。
2.2 实验仪器

实验装置如文献 [17]所述，半导体激光器 (Tiger Laser System , Saccher Lasertechnik , 德国)产生的波长为

780 nm的激光经过干涉滤波片、针孔、二向色镜后进入倒置显微镜(TE2000U,Nikon,日本)，光束由物镜聚焦后

在焦点处形成光势阱，样品经过激光照射后产生的拉曼散射光被聚焦进光谱仪 (Spectra2 Pro2300i,Acton,美
国)，最后信号被电荷耦合器(CCD，PIXIS 400BR，Princeton Instruments, 美国)接收形成光谱图。

2.3 实验方法

1) 将 5个不同浓度的血红蛋白溶液置于载玻片上，采集拉曼光谱，激光入射功率为 15 mW，积分时间为

3 s。每个样品测量 8次，所得光谱经去噪、背景扣除、基线校准后取其平均。

2) 利用光镊囚禁红细胞，随机测量 70个红细胞的拉曼光谱，激光入射功率为 15 mW，积分时间为 3 s。

3 结果与分析
3.1 不同浓度的血红蛋白拉曼光谱

图 1所示为不同浓度血红蛋白溶液的拉曼光谱，从图中可以看出血红蛋白的特征峰主要表现在 753，
1003，1216，1337，1451，1546，1608，1617 cm-1 处，其中有苯丙氨酸 (1001,1216,1608 cm-1)、色氨酸 (753,1216,
1546,1608,1617 cm-1)[18]，1451 cm-1归属于蛋白质主链中的 CH2变形振动；同样根据图 1可以明显看出随着浓

度升高，血红蛋白各个特征峰的强度增强。血红蛋白在红细胞内可分为两种形态，T态 (脱氧)和 R态 (氧合)，
然而这两种形态血红蛋白的拉曼光谱存在些许差异 [4]，具体表现为某些官能团的特定拉曼峰值发生偏移，因

此在后续研究中选取对氧合状态不敏感且峰值最明显的 1546 cm-1峰作为参照，图 2为 1546 cm-1处的光谱强

度与血红蛋白浓度的线性回归方程。
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从图 2可以看出浓度和谱强具有良好的线性相关性，利用此方程对血红蛋白浓度进行检验，误差如表 1
所示。

表 1 光谱强度与血红蛋白浓度线性回归方程的线性相关及相对误差

Table 1 Linearity of Hb concentration and spectral intensity regression equation and relative error
Linear regression equation
y = 2.3466x + 87.8878

Hb concentration /(g/L)
150
150

Actual spectral intensity (a.u.)
431.2368
429.0813

Correlation coefficient
0.99924

Theoretical spectral intensity (a.u.)
439.8778
439.8778

Relative error
0.020
0.025

从表 1可以看出相对误差在 0.02左右，因此利用 1546 cm-1处的光谱强度作血红蛋白浓度变化曲线是可

行的。

3.2 单个红细胞的拉曼光谱图

图 3 为红细胞的拉曼光谱，通过光谱图可以观测到红细胞光谱的主要特征峰为 753,1000,1214,1546,
1618 cm-1，由于血红蛋白占红细胞干重的 97%，所以红细胞和血红蛋白拉曼光谱的特征峰位置基本相同，其

特征归属如表 2所示 [19]。其中 753 cm-1和 1546 cm-1这两个峰都归属于卟啉呼吸振动模式，是血红蛋白的标志

特征峰；1000 cm-1 归属于苯丙氨酸的对称呼吸振动模式；1214 cm-1归属于色氨酸和苯丙氨酸的 n(C-C6H5)模
式；1337 cm-1是吡咯半环对称振动模式，归属于去氧血红蛋白的特征谱线；1451 cm-1表征—CH2的振动模式，

对血红素的氧合状态同样不敏感；1608 cm-1归属于 n(CαCm)的不对称振动模式，是去氧血红蛋白的特征谱线；

1617 cm-1谱线是与卟啉环相连的原子团间的 C＝C振动模式。

图 3 单个红细胞的拉曼光谱

Fig.3 Raman spectra of a single red blood cell
测量 70个红细胞的拉曼光谱，经数据处理后统计每个细胞的 1546 cm-1峰的光谱强度，代入血红蛋白浓

度与谱强的线性方程，得出 70个红细胞单个细胞内的血红蛋白浓度，如图 4所示。经过计算得出这 70个红

细胞的平均红细胞血红蛋白浓度为 369 g/L,符合已知平均红细胞血红蛋白浓度(MCHC)310~370 g/L。

图 1 不同浓度血红蛋白的拉曼光谱

Fig.1 Raman spectra of Hb solution with different
concentrations

图 2 1546 cm-1处的光谱强度与血红蛋白浓度的线性回归方程

Fig.2 Linear regression equation of Hb concentration and
spectral intensity at 1546 cm-1
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表 2 血红蛋白拉曼特征峰及其归属

Table 2 Raman band assignment and mode of Hb
Wavenumber /cm-1

753
1000
1214
1337

Mode
n15

n47

n15 +n18

n41

Assignment
n (pyr breathing)

n (CβC1)asym
δ (CmH)

n (pyrrole half-ring)asym

Wavenumber /cm-1

1451
1546
1608
1617

Mode
—CH2

n11

n19

n (Ca＝Cb)

Assignment
—CH2 (scissor)

n (CβCβ)
n (CαCm)asym
n (Ca＝Cb)

图 4 70个红细胞的胞内血红蛋白浓度分布

Fig.4 Intracellular hemoglobin concentration profile of 70 red blood cells
从图 4可以看出单个细胞内的血红蛋白浓度存在差异，大致分布在 250~500 g/L之间，主要集中在 350~

450 g/L，大致可以推断，在 350~450 g/L区间内的细胞基本上是成熟的红细胞，在血液中的数量也最多，占细

胞总数的 90%以上。血红蛋白浓度在 300 g/L以下的可能为网织红细胞，与之前文献报道基本一致 [20]。它与成

熟红细胞的差别在于细胞内存在多少不等的未完全退化的细胞核成分核糖核酸，核糖体的存在表明了网织

红细胞仍有一些合成血红蛋白的功能。等到红细胞完全成熟时，核糖体消失，血红蛋白的含量就不再增

加。单个网织红细胞平均血红蛋白浓度对缺铁性贫血研究有重要的诊断价值。血红蛋白浓度在 450 g/L以上

的很有可能是老化了的红细胞，因为红细胞在老化的过程中，细胞体积减小 [21]，细胞内血红蛋白发生聚集交

联，容易与细胞膜蛋白结合，在细胞内形成血红素高聚集区 [22]，致使细胞内的血红蛋白浓度增大。网织红细

胞和老化的红细胞数量大致相等，各占细胞总数的 5.7%和 4.2%，符合红细胞新生和衰亡的自然规律。

4 结 论
采用单细胞光镊拉曼光谱分析技术，得出确定单个血红细胞中血红蛋白浓度的新方法。该方法先测量

不同浓度血红蛋白的拉曼光谱，然后将血红蛋白 1546 cm-1处特征峰的拉曼光谱强度与血红蛋白浓度进行线

性拟合，再对 70个血红细胞进行检测得到其拉曼光谱，代入线性方程进而得到每个血红细胞的血红蛋白浓

度，结果显示单个红细胞的血红蛋白浓度在 270~500 g/L之间，其中血红蛋白浓度为 350~450 g/L的是成熟的

红细胞，占红细胞总数的 90%以上，而浓度在 300 g/L以下的可能是网织红细胞，浓度在 450 g/L以上的是老

化了的红细胞。这 70个红细胞的平均血红蛋白浓度 369 g/L符合 MCHC(310~370 g/L)。表明了利用该方法

可以对离体单个红细胞内的血红蛋白进行快速、无损、简单、精确的定量分析，推动了拉曼光谱技术在生物

医学领域的发展。
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