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利用三维荧光光谱与平行因子分析法测定
细胞培养基中多类代谢成分的含量
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摘要 将三维荧光光谱技术与平行因子分析法相结合,实现了细胞培养基样本中色氨酸(TRY)、还原烟碱腺嘌呤

二核苷酸(NADH)、黄素腺嘌呤二核苷酸(FAD)和维生素B6(VB6)含量的定性和定量分析。首先制备了25个细

胞培养基样本,使用六因素五水平正交试验确定每个样本中四类荧光组分的混合方式和浓度梯度;采用荧光分光

光度计扫描各样本的激发-发射矩阵,依次进行波长差异性校准、水拉曼和瑞利散射去除、内滤效应校正、光强标准

化以及高杠杆点去除等预处理,然后采用水拉曼谱峰面积作为光强的当量单位,将荧光光强进行标准化;采用核一

致矩阵确定模型的最佳组分数为4,最后使用平行因子分析法对三维荧光光谱数据集进行三线性分解,得到上述种

荧光团的平均回收率分别为100.2%±15.5%、107.4%±37.1%、100.5%±6.4%、99.5%±6.5%,预测均方根误

差(RMSEP)分别为0.124、43.312、1.601、0.639
 

μg/mL,相对平均偏差分别为13.216%、36.937%、6.112%、

6.331%,检测限分别为0.013、52.628、0.003、0.012
 

μg/mL。TRY的发射光谱与 NADH 的激发光谱重合,且

FAD的激发光谱与NADH的发射光谱重合,因此出现了荧光共振转移现象,该现象导致模型对NADH浓度的预

测能力低于对其他三种荧光团的预测能力。模型在各荧光团的定性分析方面表现良好,均通过了S4C6T3的拆半

分析校验。实验结果表明,三维荧光光谱结合平行因子分析法能够快速测定细胞培养基中多种代谢类荧光组分的

含量,在细胞能量和物质代谢检测方面具有广阔的应用前景。
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1 引  言

细胞代谢相关的内源性荧光团包括烟酰胺腺嘌

呤二 核 苷 酸 (NADH)、黄 素 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸

(FAD)、色氨酸(TRY)、维生素B6(VB6)等,其中:

NADH、FAD普遍存在于真核生物和原核生物中,
是参与有氧呼吸的重要辅酶,也是线粒体电子传递

链上的中间产物,在细胞的物质代谢和能量代谢中

发挥着重要作用[1-4]。TRY是一种人体必需氨基

酸,可作为底物参与蛋白质的生物合成,同时能调控

蛋白质的代谢,从而影响蛋白质的沉积;此外,TRY
是内分泌激素释放的调节剂,可作为信号分子调控

三羧酸循环及其下游靶蛋白的活性,从而促进蛋白

质合成。VB6是一种水溶性维生素,在碱性条件下

会缓慢降解,它参与氨基酸、碳水化合物和脂质的代

谢,并参与血红蛋白的合成。因此,定性和定量测定

细胞代谢过程中的多类内源性荧光基团的含量,对
于评估细胞生长状态以及预测疾病的发生和发展过

程具有重要意义[5-6]。
体外细胞培养作为一种最直接的研究上述问题

的手段,能在细胞层级上研究疾病的发生和发展机

制,评估细胞的耐药性和趋化性等问题;但细胞培养

基是一种复杂的分析体系,其包含的多种营养成分

(维生素、无机盐、脂肪及核酸衍生物)[7]会对上述待
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测荧光团的定性和定量分析造成严重干扰,从而成

为快速、准确测定代谢类荧光基团含量的难点和关

键点。
目前,研究人员已采用色谱法、质谱法和核磁共

振谱法实现了荧光团的分离和定量分析[8-9],其中的

三维荧光光谱法是发展快速的荧光分析技术,不仅

具有灵敏度高、选择性强以及实时检测的优势,还克

服 了 传 统 二 维 荧 光 光 谱 中 谱 峰 重 叠 严 重 的 问

题[10-11]。本文对三维荧光光谱数据集进行水拉曼单

位标准化,以提高仪器的动态检测范围;同时,采用

平行因子分析法建模,在未进行任何预处理的前提

下,利用该算法的高阶优势对培养基中 NADH、

FAD、TRY和 VB6的混叠荧光光谱进行“数学分

离”,用以代替费时和复杂的化学分离,准确、快速地

测定了上述4种荧光团的含量。

2 方法原理

2.1 平行因子分析法

在设定激发波长数为I、发射波长数为J 的条

件下,分别采集 K 个多组分混合样本的荧光光谱

图,获得激发-发射光谱矩阵数据,然后将这些光谱

矩阵数据按照样本次序进行叠加,得到大小为I×
J×K 的三维响应数阵X。xijk 是该立方阵中的元

素,其数学表达式为

xijk =∑
N

n=1
ainbjnckn +eijk

(i=1,…,I;j=1,…,J;k=1,…,K), (1)
式中:ain 是大小为I×K 的相对激发矩阵;bjn 是大

小为J×N 的相对发射光谱矩阵;ckn 是大小为K×
N 的相对浓度矩阵;eijk 是大小为I×J×K 的残差

数据阵E 中的元素;N 表示的是模型因子数,对应

于模型的最佳组分数[12]。
平行因子分析法可以视为主成分分析(PCA)

法由二 维 空 间 向 三 维 空 间 的 一 种 扩 展,解 决 了

PCA法存在的旋转不定性问题[13-14]。在三维荧光

光谱立方数据阵中,每一个样本的光谱数据都表

示为

X..k =Adiagc(k)  BT+E..k k=1,…,K  ,
(2)

式中:k为样本编号;对角阵diag(c(k))表达了不同

样本之间的荧光强度以及单个样本中所含不同组分

类型的信息;A 和B 为轮廓矩阵,表达了全部组分

的定性信息。A 和B 的求解过程是先确定建模的

组分数N,并初始化矩阵A 和B,表达式如式(3)、
(4)所示,采用了交替最小二乘法,且要求残差平方

和最小。

A= ∑
K

k=1
X..kBdiag(c(k))  ∑

K

k=1
diag(c(k))BTBdiag(c(k))  

-1, (3)

B= ∑
K

k=1
X..kAdiag(c(k))  ∑

K

k=1
diag(c(k))ATAdiag(c(k))  

-1。 (4)

求解c是对其每一行进行更新,循环k 次来更新整

个矩阵,得到

c(k)= ATA  · BTB    -1diagmATX..kB    T。
(5)

重复计算式(3)~(5),直到满足收敛标准

S(m)=∑
n

i=1
X..k -A(m)diag(c(k))

(m)(BT)(m)
2

F
,

S(m)-S(m-1)

S(m-1) ≤ε, (6)

式中:S 表示残差平方和;m 是迭代次数;ε为收敛

阈值。

2.2 核一致诊断法

平行因子分析法建模需要先给定最佳的组分数

再进行三线性成分分解,本文采用核一致诊断法来

确定模型组分数。核一致函数值Cc 的表达式为

Cc= 1-
∑
F

d=1
∑
F

e=1
∑
F

f=1

(gdef -tdef)2

∑
F

d=1
∑
F

e=1
∑
F

f=1
t2def

















 ×100%,

(7)

式中:gdef 表示Tucker3计算得到的核心阵元素;tdef

表示对角阵元素为1的三维数据阵中的元素;F 为建

模时选定的组分数。随着选择的组分数增多,核一致

函数值会从100%逐渐下降,并接近于零,甚至是负

数。因此,阈值设定为60%,该值对应的组分数即为

最佳组分数。当核一致函数值低于60%时,认为模

型偏离三线性,组分数选择不合理[14-15]。

2.3 品质因子

分析方 法 的 品 质 因 子,如 预 测 均 方 根 误 差

(RMSEP)、检测限(LOD)、回收率、线性相关性、
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95%置信区间,均可以用来评估、分析结果的可靠性

和适应性,同时也可以作为选择方法和优化实验条

件的目标函数。
预测均方根误差(RMSEP,ERMSEP)和平均相对

误差(ARE,EARE)的计算公式分别为

ERMSEP=
1

ks-1∑
ks

k'=1
Creal,k' -Cpred,k'  2



 




1
2
,(8)

EARE= (1/ks)∑
l

i=1

(Creal,i-Cpred,i)/Ctrue,i|×100%,

(9)
式中:Creal

 和Cpred 分别表示各组分的真实浓度和模

型的预测浓度;ks 表示样本个数;l表示样本浓度的

水平数,也是浓度梯度的个数。RMSEP和ARE的

值越小,表明算法获得的预测值比较接近真实值,模
型比较可靠。国际纯粹应用化学联合会(IUPAC)
规定,对于各种光学分析方法,检出限可以用仪器噪

声确定。检测限(LOD,fLOD)的计算公式为[16]

fLOD=(XL-X0)/kc=KpS0/kc, (10)
式中:XL 为可测量的最小分析信号;X0 为空白多

次测量信号的平均值;Kp 是由置信水平确定的系

数(当置信水平设定为设定95%时,Kp=3.2);S0

为空白多次测量信号的标准偏差;kc 为校正曲线的

斜率,即灵敏度。

3 实验部分

3.1 仪器与试剂

采用日立公司F-7000荧光分光光度计扫描样

本得到激发-发射光谱;激发和发射光的狭缝宽度均

为5
 

nm,光电倍增管(PMT)检测器的电压设置为

650
 

V,扫描速度为2400
 

nm/min;激发光波段为

250~500
 

nm,步长为5
 

nm;发射光波段为250~
700

 

nm,
 

步长为5nm。采用岛津 UV-2550紫外可

见分 光 光 度 计 测 量 样 本 的 吸 光 度,波 段 范 围 为

200~750
 

nm,步长为2
 

nm。
 

试 剂 NADH(C21H27N7Na2O14P2·xH2O)、
FAD(C27H31N9Na2O15P2·xH2O)、TRY(C11H12N2O2)
和VB6(C8H11NO3·HCl)均购于Sigma-Aldrich公

司,4-羟乙基哌嗪乙磺酸(HEPES)购于阿拉丁试剂

(上海)有限公司,罗丹明B购于生工生物工程(上
海)股份有限公司,CHO细胞无蛋白化学培养基购

于上海百赛生物科技股份有限公司。

3.2 样品配制

使用电子天平分别称取75
 

mg
 

TRY、100
 

mg
 

NADH、41.28
 

mg
 

VB6、50
 

mg
 

FAD,将其分别移至

50
 

mL具塞试管中,然后用10
 

mmol/L的 HEPES
缓冲液溶解并定容至50

 

mL,得到这4种荧光物质

的储备液。然后,使用无蛋白化学培养基溶液进行稀

释,将TRY储备液稀释至12
 

μg/mL,NADH储备液

不进行稀释(直接作为标准使用液),将FAD和VB6
储备液分别稀释至0.2

 

mg/mL和0.164
 

mg/mL,从
而得到4种荧光物质的标准使用液。

最后采用六因子五水平正交试验设计表L25(56)
给出的方式混合上述荧光组分的标准使用液,得到最

终用于光谱检测的25个实验样本。采用正交试验能

以最少的试验次数获得与全因子设计等效的试验结

果。表1中的第2列数字依次代表了TRY、NADH、

FAD和VB6浓度的水平值,取自L25(56)标准表的后

4列。实验流程如下:先移取 TRY、NADH、FAD、

VB6标准使用液至10
 

mL试管中,然后用无蛋白细

胞培养基进行稀释,得到TRY、NADH、FAD、VB6质

量浓度分别为0.12,20,2,1.65
 

μg/mL的1号样本;
如此反复,完成25个样本的制备工作。

表1 正交试验的水平数以及TRY、NADH、FAD、VB6
浓度配制表

Table
 

1 Levels
 

of
 

orthogonal
 

test
 

and
 

concentration
 

of

TRY,
 

NADH,
 

FAD,
 

and
 

VB6

No. Level
Mass

 

concentration
 

/(μg·mL
-1)

TRY NADH FAD VB6
1 1111 0.12 20 2 1.65
2 2222 0.24 40 4 3.3
3 3333 0.48 80 8 6.6
4 4444 0.96 160 16 13.2
5 5555 1.92 320 32 26.4
6 2345 0.24 80 16 26.4
7 3451 0.48 160 32 1.65
8 4512 0.96 320 2 3.3
9 5123 1.92 20 4 6.6
10 1234 0.12 40 8 13.2
11 3524 0.48 320 4 13.2
12 4135 0.96 20 8 26.4
13 5241 1.92 40 16 1.65
14 1352 0.12 80 32 3.3
15 2413 0.24 160 2 6.6
16 4253 0.96 40 32 6.6
17 5314 1.92 80 2 13.2
18 1425 0.12 160 4 26.4
19 2531 0.24 320 8 1.65
20 3142 0.48 20 16 3.3
21 5432 1.92 160 8 3.3
22 1543 0.12 320 16 6.6
23 2154 0.24 20 32 13.2
24 3215 0.48 40 2 26.4
25 4321 0.96 80 4 1.65
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4 分析与讨论

4.1 荧光强度的标准化和归一化

荧光强度的标准化不仅提升了仪器的动态检

测范围,而且能在平行因子分析法建模中提高算

法对化学组分的分辨率。标准化流程如图1所

示。第一步是对原始数据进行校正,即将空白样

本的激发发射谱(EEM
 

blanks)、350
 

nm激发波长

下纯净水的拉曼光谱(Rm350)与校正因子矩阵C
相乘,以此来校正荧光分光光度计的系统误差。首

先采集质量浓度为3
 

g/L的罗丹明B溶液的激发

谱,计算得到仪器激发光单色器的校正因子(Excor);

然后采集涂覆有BaSO4 的标准漫反射板的荧光同

步谱(Δλ=0),计算得到仪器发射光单色器的校正

因子(Emcor)
[17-18],再根据公式C=Excor(Emcor)T 计

算得到校正因子C;然后对实测荧光光谱F(AU)进
行校正,得到Fcorr,即Fcorr=C·F(AU)。第二步是

校正内滤效应的和计算水拉曼谱的积分面积。内滤

校正矩阵I由激发波段和发射波段的吸光度计算得

到,计算公式为Iλex,λem =10
0.5(Aλex

+Aλem
)
,其中Aλex

为激发光谱波段下的吸光度,Aλem
为发射光谱波段

下的吸光度),再按照公式 FIFE=I·Fcorr 计算得

到FIFE。

图1 原始数据集的标准化处理流程图

Fig 
 

1 Standardizing
 

process
 

procedure
 

of
 

raw
 

dataset

  采集纯净水的拉曼光谱图(Ex=350
 

nm),其对

应的特征峰位于397
 

nm 附近,计算峰面积A350
rp 。

第三步是对荧光强度值进行标准化,标准化公式为

Fcal(RU)=(1/A350
rp )·FIFE, (11)

即:使用水的拉曼峰面积,将 AU单位转化为拉曼

单位(RU350),最终得到Fcal(RU)[19]。该方法不仅

可以校正由光源强度和检测器响应波动导致的实测

数据的差异性,还扩大了仪器的动态检测范围。这

是因为在实验中为了保证数据集中浓度较高和较低

样本的荧光光谱数据均具有较高的信噪比,通常会

根据样本的实测光谱的强弱来反向调整仪器参数

(如,单色器的狭缝和光电倍增管的电压)。仪器调

整后,实测数据如果继续用 AU单位表示,将会丢

失样本的相对浓度信息,而拉曼单位(RU350)是一

种表示光强的相对单位,仪器参数变动不会对其造

成干扰,因此使用该单位要优于使用AU单位。
然后,去除数据集中对荧光强度归一化产生干

扰的数据点(即由样本介质产生的瑞利散射光和拉

曼散射光的光谱数据),并使用埃尔米特插值法进行

插值处理。最后,对各样本的荧光强度进行归一化,

其主要目的是使平行因子分析算法聚焦于不同样本

的三维荧光光谱的波形差异,而不是强度信息。这

是因为浓度高(或者光谱强度高)的样本具有较高的

杠杆值,会导致不同的荧光组分的光谱呈现共线

性[20]。对立方阵数据集的样本维度数据[对应于样

本激发-发射光谱(EEM)的强度]进行归一化能够

降低这种共线性效应,从而提高模型对荧光组分的

分辨能力;并且程序中会保存所有样本的归一化系

数,在完成三线性成分分解之后,会用该系数完成逆

向归一化,得到各荧光团真实的光谱强度,用于后续

荧光组分的定量分析。
4.2 荧光组分的提取与模型校验

平行因子法建模的思路是先设定较宽范围的组

分数,并依次运行平行因子算法,然后识别并去除载

荷矩阵、得分矩阵中的高杠杆值和异常值,最后采用

核一致诊断法确定模型的最佳组分数,从而得到最

佳模型。本实验中首先设定的模型组分数为3~5,
采用平行因子分析法分解后得到对应的荧光发射光

谱和激发光谱,如图2所示。分析图2可知:各组分

的激发光谱在紫外波段重叠严重,这主要是因为这
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图2 设定3~5组分下得到的荧光发射光谱和激发光谱

Fig 
 

2 Fluorescence
 

emission
 

and
 

excitation
 

matrix
 

spectra
 

based
 

on
 

3
 

to
 

5
 

components
 

configuration

几类荧光团在该波段下存在严重的吸收现象;当组

分数增加到5时,第5组分与第2组分的激发光谱

和发射光谱非常接近,即相关性较高,在后续的核一

致诊断中会再次进行判断,确定是否将其作为单独

组分纳入最终的模型中。
数据集中异常值的来源包括实验过程中的粗大

误差和仪器波动等因素,这些因素会导致数据集中

存在高杠杆点或强影响点。高杠杆点又称为自变量

因子空间中的离群点,需要使用帽子矩阵作为判据

对其进行判断,即:当数据点的帽子值大于帽子均值

的2~3倍时,就予以剔除。回归到本实验中,以四

组分设定下的平行因子分析法的建模为例,作为典

型的三线性成分模型,它存在3个自变量因子空间,
分别是样本维度的得分值[score,如图3(a)所示]、
发射光谱维度的载荷值[(loading

 

1,如图3(b)所
示]和激发光谱维度的载荷值[loading

 

2,如图3(c)
所示],因此需要依次识别不同维度下的高杠杆

点[20-21]。3个维度下高杠杆值的计算结果如3(d)~
(f)所 示。在 样 本 维 度 上,8号 样 本 的 杠 杆 值 为

0.68[如图3(d)所示],大于高杠杆值的判定阈值,
予以剔 除;在 两 个 波 长 维 度 上,激 发 波 长 Ex=
280

 

nm和发射波长Em=350
 

nm附近的杠杆值虽

然高于其他波段,但均未超出判定阈值,因此予以

保留。

图3 立方阵中3个维度上高杠杆点的识别图

Fig 
 

3 High
 

leverage
 

data
 

identification
 

from
 

3
 

dimensions
 

within
 

the
 

cubic
 

matrix
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  在建模初期设定了组分数的范围是3~5,但
是在定量分析中需要给出最佳且唯一的组分数。
已经有学者归纳出了多种确定最佳组分数的方

法[22-23],如残差分析法、加一法等,但较为常用的

是由Bro提出的核一致诊断法[14]。如式(7)所示,
在设定 不 同 组 分 数 的 前 提 下,核 一 致 函 数 采 用

Tucker3方法计算所有组分的核心阵与取得最佳

成分数时核心阵的拟合程度。如图4(a)所示,四
组分的核一致函数值为99.7227%。当组分数增

加到5时,如 图4(b)所 示,函 数 值 骤 降 为 6.
1872%。根据组分数的判断阈值(60%),可得出

最佳组分数为4。

图4 三组分和四组分建模得到的核一致函数值。(a)三组分;(b)四组分

Fig 
 

4 Core
 

consistency
 

value
 

of
 

three
 

and
 

four
 

components
 

models 
 

 a 
 

Three
 

components 
 

 b 
 

four
 

components

  在确定模型的最终组分数为4后,需要再次进

行模 型 精 炼,即 设 定 更 加 严 苛 的 迭 代 收 敛 标 准

(10-8),并且重复运行10次,将残差最小的模型定

为最佳模型。经过三线性分解得到了 VB6、FAD、

TRY和 NADH 的三维荧光光谱,如 图5所 示。

VB6、FAD、TRY和 NADH 的最佳激发波长/发射

波长 分 别 是 332
 

nm/400
 

nm、450
 

nm/550
 

nm、

280
 

nm/350
 

nm和350
 

nm/450
 

nm,这与标准图谱

数据中给出的结果一致[24]。
最后采用拆半分析法[20,25]校验上述模型。数

据集的分配方式采用S4C6T3,即:将整个数据集拆

分为4个子集(A、B、C、D),然后将其两两配对得到

6个组合(AB、CD、AC、BD、AD、BC);之后,将这些

组合进行两两配对,构成3个测试集(AB
 

vs.
 

CD、
 

AC
 

vs.
 

BD、
 

AD
 

vs.
 

BC);然后对每个测试集内的

第一个和第二个组合对应的数据集均采用平行因子

图5 建模后四组分(VB6、FAD、TRY、NADH)的三维等高线图

Fig 
 

5 Three-dimensional
 

contour
 

maps
 

of
 

four
 

components
 

 VB6 
 

FAD 
 

TRY 
 

and
 

NADH 
 

after
 

modeling
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分析算法进行荧光组分分离,然后对比分离效果的

差异性。图6和图7分别表示拆半分析得到的激发

光谱图和发射光谱图,下面以图6(a)为例进行具体

说 明。 实 线 对 应 于 第 一 个 组 合 AB (1st
 

composition,
 

简写为“1st
 

comp”),虚线对应于第二

个组合CD(2nd
 

comp),1st
 

comp
 

1(VB6)表示在第

一个组合的数据集上建模分离所得的第一个组分,
也就是VB6。以此类推,图6(b)~(c)和图7(a)~

(c)均采用该方式标注光谱曲线。此外,实线与虚

线的重合程度越高,表明模型对组分分离的一致

性越好。本文采用假设性检验方法来定量评估这

种相似度,设定的标准是:当概率p>0.95时,认
为模型通过拆半分析。对图6和图7的各组光谱

曲线进行假设性检验,结果发现均满足上述判定

条件,证明了本模型在组分分离和浓度预测方面

的有效性。

图6 拆半分析(S4C6T3)后所得的激发光谱

Fig 
 

6 Excitation
 

spectra
 

after
 

split-half
 

analysis
 

 S4C6T3 

图7 拆半分析(S4C6T3)后所得的发射光谱

Fig 
 

7 Emission
 

spectra
 

after
 

split-half
 

analysis
 

 S4C6T3 
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4.3 多类代谢荧光团浓度的定量分析

根据荧光分析法的基本原理,在一定频率及强

度的激发光照射下,荧光强度与荧光团的含量成正

比,而且在平行因子分析法建模后,已获取单荧光组

分的浓度和光谱强度。因此,可以绘制两者的标准

曲线。如图8所示,原始数据点使用○表示,拟合结

果如蓝色标准曲线(1st
 

fitted
 

curve)所示;但是由于

异常点的存在,因此采用肖维勒准则[26]识别这些数

据点(如图中×所示),并予以剔除。再次拟合的结

果如红色标准曲线(2nd
 

fitted
 

curve)所示。图中的

95%置信带用于评估模型对浓度预测的精度,置
信带 越 窄,预 测 的 精 度 越 高。此 外,检 测 下 限

(LOD)、预测均方根误差(RMSEP)、回收率以及相

对平均偏差(ARE)也能验证实验方法的可靠性,
它们的计算公式如式(8)~(10)所示,结果如表2
和表3所示。

图8 TRY、NADH、FAD和VB6的荧光强度与组分浓度之间的关系图

Fig 
 

8 Relationship
 

between
 

fluorescence
 

intensity
 

and
 

concentration
 

of
 

TRY 
 

NADH 
 

FAD
 

and
 

VB6

表2 采用PARAFAC预测的TRY、NADH、FAD、VB6的浓度和回收率

Table
 

2 Predication
 

mass
 

concentration
 

and
 

recovery
 

of
 

TRY,
 

NADH,
 

FAD,
 

and
 

VB6
 

by
 

PARAFAC

Fluorophore Test
 

sets
Added

 

mass
 

concentration
 

/
(μg·mL

-1)
Predicted

 

mass
 

concentration
 

/
(μg·mL

-1) Recovery
 

/%

TRY

T1 1.920 1.827 95.2
T2 0.120 0.118 98.6
T3 0.240 0.193 80.6
T4 0.480 0.496 103.3
T5 0.960 1.185 123.4

NADH

T1 160 230.428 144.0
T2 320 279.800 87.4
T3 20 29.673 148.3
T4 40 37.255 93.1
T5 80 51.249 64.1
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续表

Fluorophore Test
 

sets
Added

 

mass
 

concentration
 

/
(μg·mL

-1)
Predicted

 

mass
 

concentration
 

/
(μg·mL

-1) Recovery
 

/%

FAD

T1 8 7.450 93.1
T2 16 15.326 95.8
T3 32 35.081 109.6
T4 2 2.030 101.5

T5 4 4.090 102.5

VB6

T1 3.3 2.941 89.1
T2 6.6 6.813 103.2
T3 13.2 13.741 104.1
T4 26.4 27.479 104.0
T5 1.65 1.60 97.1

表3 采用PARAFAC得到的算法的精度

Table
 

3 Precision
 

of
 

the
 

algorithm
 

obtained
 

by
 

using
 

PARAFAC

Fluorophore Average
 

recovery
 

/% RMSEP
 

/(μg·mL
-1) ARE

 

/% LOD
 

/(μg·mL
-1)

TRY 100.2±15.5 0.124 13.216 0.013

NADH 107.4±37.1 43.312 36.937 52.628

FAD 100.5±6.4 1.601 6.112 0.003

VB6 99.5±6.5 0.639 6.331 0.012

  通过对上述图表进行分析可以发现:NADH的

残差平方和较大,R2 较小,95%置信带的区间较宽。
这说明本模型对 NADH 浓度的预测能力相对较

差。首要的原因是荧光共振量转移现象的存在,即:

λ=350
 

nm既是TRY的荧光发射光谱的特征波长

又是NADH的激发光谱的特征波长,λ=450
 

nm既

是NADH的发射光谱的特征波长又是FAD的激

发光谱的特征波长。因此,在上述波段处,荧光组分

之间会发生严重的自吸现象,导致多组分的荧光产

生过程已经不满足三线性建模的前提条件(即多组

分的荧光强度具有线性叠加特性)。
另外,由于单色器光栅的分光特性所产生的倍

频峰干扰,如图5中FAD的荧光峰(Ex/Em)位于

450
 

nm/550
 

nm 位 置,对 应 的 1/2 倍 频 峰 位 于

275
 

nm/550
 

nm位置,
 

导致平行因子分析算法将该

倍频峰视为单独的荧光组分,化学分辨率随之下降。
但本文通过计算核一致矩阵选定了最佳的组分数,
降低了该因素对模型的干扰。综合特征峰的比对、
标准曲线以及表3中各品质因子的分析结果可以发

现,三维荧光光谱法结合平行因子分析法能够在存

在多种干扰的细胞培养基中,直接、快速地实现对

NADH、FAD、TRY和VB6的定量分析。
 

5 结  论

细胞培养基中代谢类荧光团的实测荧光光谱会

受到各种营养成分以及生长因子等背景的干扰,而
且各类荧光团之间也会因为化学结构类似而导致光

谱重叠严重,难以直接对单组分进行定性和定量分

析。为了解决该问题,本文首先使用罗丹明B和标

准反射板校正荧光分光光度计;然后采用水拉曼单

位(RU350)进行荧光强度归一化,以提高仪器的动

态检测范围;接着采用三维荧光光谱结合平行因子

分析算法对实测光谱数据进行建模分析,利用该算

法的“二阶优势”,取代复杂的“化学分离”,对培养基

中含有的 TRY、NADH、FAD和 VB6荧光组分进

行“数 学 分 离”,得 到 上 述 组 分 的 荧 光 特 征 峰

(Ex/Em)分 别 位 于 280
 

nm/350
 

nm、350
 

nm/

450
 

nm、450
 

nm/550
 

nm、332
 

nm/400
 

nm。
在定量分析方面,NADH的预测均方根误差、

相对平均偏差以及检测限明显大于其他三种荧光

组分。这是因为 NADH在350
 

nm处与 TRY,在

450
 

nm处与FAD发生了荧光共振能量转移现象。
其他三种组分,即TRY、FAD和 VB6,受该物理现

象的 影 响 较 小,它 们 的 平 均 回 收 率 在(99.5±
6.5)%~ (100.5±6.4)% 范 围 内,检 测 限 在

0.003~0.013
 

μg/mL范围内。这表明该方法已经

达到了痕量分析的检测级别,满足对培养基中代谢

类荧光组分定量检测的需求,在体外细胞代谢和免

疫研究、体外医学诊断、细胞分选等领域具有很大的

应用潜力。
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Abstract

Objective Nicotinamide
 

adenine
 

dinucleotide
 

 NADH  
 

flavin
 

adenine
 

dinucleotide
 

 FAD  
 

tryptophan
 

 TRY  
 

vitamin
 

B6
 

 VB6  
 

etc  
 

are
 

domain
 

endogenous
 

fluorophores
 

for
 

monitoring
 

cell
 

metabolism 
 

Specifically 
 

NADH
 

and
 

FAD
 

are
 

found
 

in
 

eukaryotes
 

and
 

prokaryotes
 

and
 

are
 

involved
 

in
 

the
 

aerobic
 

respiration
 

of
 

many
 

important
 

coenzymes 
 

They
 

are
 

also
 

the
 

intermediate
 

product
 

of
 

the
 

mitochondrial
 

electron
 

transport
 

chain 
 

which
 

is
 

involved
 

in
 

cell
 

material
 

and
 

energy
 

metabolism 
 

TRY
 

is
 

an
 

essential
 

amino
 

acid
 

that
 

functions
 

as
 

a
 

substrate
 

in
 

protein
 

biosynthesis
 

and
 

regulates
 

protein
 

metabolism 
 

thereby
 

influencing
 

protein
 

deposition 
 

TRY
 

is
 

also
 

a
 

regulator
 

of
 

endocrine
 

hormone
 

release
 

and
 

a
 

signal
 

molecule
 

that
 

regulates
 

the
 

activity
 

of
 

the
 

tricarboxylic
 

acid
 

cycle
 

and
 

its
 

downstream
 

target
 

proteins
 

to
 

promote
 

protein
 

synthesis 
 

VB6
 

is
 

a
 

water-soluble
 

vitamin
 

that
 

degrades
 

slowly
 

under
 

alkaline
 

conditions 
 

It
 

participates
 

in
 

the
 

metabolism
 

of
 

amino
 

acids 
 

carbohydrates 
 

and
 

lipids 
 

as
 

well
 

as
 

the
 

synthesis
 

of
 

hemoglobin 
 

Therefore 
 

qualitative
 

and
 

quantitative
 

analysis
 

of
 

the
 

contents
 

of
 

multiple
 

endogenous
 

fluorophore
 

groups
 

in
 

cell
 

metabolism
 

is
 

critical
 

for
 

assessing
 

cell
 

growth
 

state
 

and
 

developing
 

disease
 

prediction
 

models 
 

In
 

vitro
 

cell
 

culture
 

is
 

one
 

of
 

the
 

most
 

direct
 

methods
 

for
 

studying
 

the
 

aforementioned
 

issues
 

as
 

it
 

can
 

study
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

mechanisms
 

of
 

diseases
 

at
 

the
 

cell
 

level 
 

as
 

well
 

as
 

evaluate
 

the
 

drug
 

resistance
 

and
 

chemotaxis
 

of
 

cells 
 

Cell
 

culture
 

medium
 

is
 

a
 

complex
 

analysis
 

medium 
 

It
 

contains
 

various
 

nutrients
 

 vitamins 
 

inorganic
 

salts 
 

fat 
 

and
 

nucleic
 

acid
 

derivatives  
 

which
 

causes
 

serious
 

interference
 

to
 

the
 

qualitative
 

and
 

quantitative
 

analysis
 

of
 

the
 

fluorophores
 

to
 

be
 

measured 
 

which
 

further
 

becomes
 

the
 

difficulty
 

and
 

key
 

point
 

for
 

the
 

rapid
 

and
 

accurate
 

determination
 

of
 

the
 

content
 

of
 

metabolic
 

fluorophore
 

groups 

Methods To
 

achieve
 

the
 

rapid
 

quantitative
 

analysis
 

of
 

TRY 
 

NADH 
 

FAD 
 

and
 

VB6
 

in
 

a
 

cell
 

culture
 

medium 
 

this
 

study
 

used
 

a
 

three-dimensional
 

 3D 
 

fluorescence
 

spectrum
 

separation
 

method
 

based
 

on
 

parallel
 

factor
 

analysis 
 

In
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terms
 

of
 

sample
 

preparation 
 

the
 

deployment
 

and
 

fluorophore
 

concentrations
 

were
 

determined
 

using
 

an
 

orthogonal
 

experiment
 

table
 

with
 

6
 

factors 
 

5
 

levels 
 

and
 

25
 

tests 
 

Each
 

samples
 

three-dimensional
 

 3D 
  

excitation-emission
 

contour
 

was
 

scanned
 

using
 

a
 

3D
 

fluorescence
 

spectrophotometer 
 

Wavelength
 

difference
 

correction 
 

the
 

removal
 

of
 

Rayleigh
 

scattering
 

and
 

Raman
 

scattering
 

peaks 
 

inner
 

filtration
 

effect
 

correction 
 

light
 

intensity
 

standardization 
 

and
 

high
 

leverage
 

point
 

removal
 

were
 

all
 

performed
 

sequentially 
 

The
 

core
 

consistency
 

function
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

that
 

the
 

optimal
 

models
 

factor
 

was
 

4 
 

Further 
 

the
 

parallel
 

factor
 

analysis
 

model
 

was
 

established
 

to
 

decompose
 

the
 

3D
 

fluorescence
 

spectrum
 

dataset
 

into
 

two
 

loading
 

matrices
 

and
 

one
 

score
 

matrix 
 

Two
 

loadings
 

could
 

treat
 

as
 

the
 

emission
 

and
 

excitation
 

spectra
 

of
 

many
 

pure
 

chemical
 

components
 

 fluorophores  
 

Finally 
 

the
 

parallel
 

factor
 

analysis
 

model
 

was
 

validated
 

by
 

split-half
 

analysis 
 

Results
 

showed
 

that
 

the
 

emission
 

and
 

excitation
 

spectra
 

of
 

all
 

four
 

pure
 

fluorophores
 

passed
 

S4T6C3
 

validation
 

and
 

demonstrated
 

a
 

strong
 

capability
 

in
 

predicting
 

the
 

concentrations
 

of
 

fluorophores 

Results
 

and
 

Discussions The
 

optimal
 

excitation emission
 

wavelengths
 

of
 

TRY 
 

NADH 
 

FAD 
 

and
 

VB6
 

are
 

280 350 
 

350 450 
 

450 550 
 

and
 

332 400
 

nm 
 

as
 

determined
 

by
 

the
 

two
 

loading
 

matrices
 

and
 

one
 

score
 

matrix
 

of
 

the
 

parallel
 

factor
 

analysis
 

model
 

 Fig 
 

5  
 

which
 

are
 

consistent
 

with
 

the
 

standard
 

spectra
 

in
 

the
 

database 
 

In
 

terms
 

of
 

quantitative
 

analysis 
 

the
 

average
 

recoveries
 

of
 

these
 

four
 

fluorophores
 

are
 

100 2%±15 5% 
 

107 4%±
37 1% 

 

100 5% ±6 4% 
 

and
 

99 5% ±6 5% 
 

Meanwhile 
 

the
 

root
 

prediction
 

errors
 

 RMSEP 
 

of
 

each
 

fluorophore
 

are
 

0 124 
 

43 312 
 

1 601 
 

and
 

0 639
 

μg mL 
 

and
 

the
 

relative
 

mean
 

deviations
 

are
 

13 216% 
 

36 937% 
 

6 112% 
 

and
 

6 331% 
 

The
 

limits
 

of
 

detection
 

 LOD 
 

are
 

0 013 
 

52 628 
 

0 003 
 

and
 

0 012
 

μg mL
 

 Table
 

3  
 

Nonetheless 
 

TRYs
 

emission
 

spectrum
 

coincides
 

with
 

NADHs
 

excitation
 

spectrum 
 

and
 

FADs
 

excitation
 

spectrum
 

coincides
 

with
 

NADHs
 

emission
 

spectrum 
 

These
 

two
 

cases
 

indicate
 

that
 

the
 

presence
 

of
 

the
 

fluorescence
 

resonance
 

energy
 

transfer
 

phenomenon
 

limits
 

the
 

models
 

quantitative
 

analysis
 

capability
 

for
 

NADH
 

concentration 
 

resulting
 

in
 

a
 

large
 

relative
 

average
 

deviation
 

of
 

NADH
 

 Table
 

3
 

and
 

Fig 8  

Conclusions Because
 

of
 

the
 

similar
 

chemical
 

structure
 

of
 

various
 

fluorophore
 

groups
 

and
 

cell
 

culture
 

medium 
 

the
 

spectra
 

heavily
 

overlap 
 

making
 

it
 

difficult
 

to
 

conduct
 

the
 

qualitative
 

and
 

quantitative
 

analysis
 

of
 

single
 

components
 

directly 
 

To
 

begin 
 

we
 

use
 

Rhodamine
 

B
 

and
 

a
 

calibration
 

standard
 

baffle
 

fluorescence
 

spectrophotometer
 

to
 

solve
 

the
 

problem 
 

Moreover 
 

the
 

water
 

Raman
 

unit
 

 RU350 
 

is
 

used
 

for
 

fluorescence
 

intensity
 

normalization 
 

which
 

increases
 

the
 

dynamic
 

detection
 

range
 

of
 

the
 

instrument 
 

and
 

then
 

the
 

parallel
 

factor
 

analysis
 

algorithm 
 

which
 

inherits
 

the
 

advantage
 

of
 

second
 

order 
 

or
 

mathematical
 

separation  
 

decomposes
 

the
 

entire
 

dataset
 

into
 

four
 

fluorescent
 

components
 

 TRY 
 

NADH 
 

FAD 
 

and
 

VB6  
 

without
 

the
 

complex
 

chemical
 

separation  
 

The
 

average
 

recoveries
 

of
 

these
 

fluorophores
 

are
 

in
 

the
 

range
 

of
 

 99 5%±6 5% - 100 5%±6 4%  
 

and
 

the
 

detection
 

limits
 

are
 

in
 

the
 

range
 

of
 

0 003--0 013
 

μg mL 
 

indicating
 

that
 

the
 

method
 

reaches
 

the
 

detection
 

level
 

of
 

trace
 

analysis 
 

This
 

method
 

can
 

meet
 

the
 

demand
 

for
 

the
 

quantitative
 

detection
 

of
 

metabolic
 

fluorescent
 

components
 

in
 

a
 

culture
 

medium 
 

indicating
 

a
 

significant
 

advantage
 

in
 

cell
 

metabolism
 

and
 

immune
 

research 
 

medical
 

diagnosis
 

in
 

vitro 
 

and
 

cell
 

sorting 

Key
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three-dimensional
 

fluorescence
 

spectra 
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factor
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