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摘要　研究光动力作用诱导人宫颈癌细胞 ＨｅＬａ凋亡的分子机制。利用傅里叶变换红外光谱（ＦＴＩＲ），分析光动力

作用后，细胞中的核酸、蛋白质、脂类的谱图变化。结果显示，与对照组相比，表征核酸的３条谱线９７２，１０８３和

１２４１ｃｍ－１，峰强减小，峰位发生位移；表征脂质的２９２３ｃｍ－１和２９５７ｃｍ－１峰，波数增加，峰强度明显减弱；蛋白质二

级结构中，无规卷曲和β转角的含量大幅上升，α螺旋和β折叠含量减少。实验结果表明，光动力作用使核酸、蛋白

质、脂类受到损伤，从而诱导肿瘤细胞凋亡。
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１　引　　言

傅里叶变换红外光谱（ＦＴＩＲ）主要研究分子的振动光谱和转动光谱，其谱线的频率和强度可以反映各

种基团的振动情况，从而可以用于了解核酸、蛋白质、脂类等生物大分子的结构。当生物大分子在细胞内的

含量、构型、构象变化时，谱线频率和强度会发生相应的改变，因此可以通过谱线的变化，得到所研究大分子

或组织的变化和环境对生物组织的影响。目前，利用去卷积、二阶导数、曲线拟合等技术，还可将重叠谱带分

开，从而获取原始光谱中隐含的生物大分子结构和含量的信息。ＦＴＩＲ的特点是扫描速度快、分辨率高、信

噪比高、测定光谱范围宽，在分子生物学和临床医学研究领域有着广泛的应用。光动力学疗法（ＰＤＴ）的基础

是生物光动力敏化作用，光敏化反应过程中会产生单态氧（１Ｏ２）和超氧阴离子（Ｏ２
－）、羟自由基（·ＯＨ ）等

活性氧物质（ＲＯＳ）。这些活性氧物质能高效氧化生物分子，与不饱和脂肪酸、蛋白质、核酸等反应而产生损
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伤效应，导致细胞凋亡或死亡。

有关光动力杀伤肿瘤细胞作用机理，不少学者在分子水平上从不同的角度进行了研究，并取得了有价值

的进展，但仍有不少问题有待深入研究和解决。本文用傅里叶变换红外光谱技术，通过光动力作用人宫颈癌

细胞 ＨｅＬａ后红外光谱的变化，讨论光敏化过程中，核酸、蛋白质、脂类结构和含量的改变，分析光动力作用

对生物分子微观结构的影响，从而对光动力敏化损伤肿瘤细胞机制有更本质的了解。

２　材料和方法

２．１　仪器和材料

仪器：ＣＯ２细胞培养箱；德国ＣＨＲＩＳＴ冰冻干燥机，型号：ＡＬＰＨＡ１２ＬＤ；美国ＮｉｃｏｌｅｔＩＲ２００傅里叶变

换红外光谱仪（由郑州大学化工学院提供）；光敏剂激发光源 ＨｅＮｅ激光器，波长６３２．８ｎｍ，输出功率

０～３０ｍＷ；Ｏｌｙｍｐｕｓ公司ＩＸ７０倒置荧光显微镜。材料：光敏剂血卟啉衍生物（ＨｐＤ），购自北京制药工业研

究所；人宫颈癌细胞ＨｅＬａ，购于中国医学科学院上海细胞库；质量分数为１０％的胎牛血清ＲＰＭＩｌ６４０培养

液，购自美国ＧＩＢＣＯ公司。

２．２　实验方法

２．２．１　细胞及其培养

人宫颈癌细胞 ＨｅＬａ培养于质量分数为１０％胎牛血清（加双抗）的ＲＰＭＩ１６４０培养液中，置于ＣＯ２ 培

养箱中培养，培养条件为３７℃，体积分数为５％ＣＯ２ 和饱和湿度，单层贴壁生长，取对数生长期细胞进行实

验。

２．２．２　ＨｅＬａ细胞的ＰＤＴ处理

将ＨｅＬａ细胞按分子浓度１０５／ｍＬ制成单细胞悬液，接种于培养板中，实验分为对照组（不加光敏剂，不

照光）和光动力组，每组５个复孔。将培养板放入 ＣＯ２ 培养箱中培养２４ｈ，光动力组加入质量浓度为

５μｇ／ｍＬ的光敏剂ＨｐＤ，在ＣＯ２ 培养箱中培养６ｈ后，用 ＨｅＮｅ激光垂直照射培养板，光剂量为１０Ｊ／ｃｍ
２。

继续在ＣＯ２ 培养箱中培养６ｈ，收集细胞。将各组细胞分为两部分，一部分用于荧光染色，进行细胞形态学

变化观察，另一部分用于红外光谱的采集。

２．２．３　红外光谱的采集方法

将细胞制成溴化钾压片，放置于红外光谱仪中进行检测。红外光谱参数设定：光谱扫描范围为

８００～４０００ｃｍ
－１，分辨率为４ｃｍ－１，扫描累加次数为１２８次。实验所得光谱均用Ｎｉｃｏｌｅｔ公司的Ｏｍｎｉｃ５．０

专用软件处理（包括消除水峰，平滑曲线和基线校准等步骤）。蛋白质酰胺Ｉ带采用Ｏｒｉｇｉｎ７．５软件进行去

卷积、二阶导数处理，确定重叠峰个数、峰位置。用Ｏｒｉｇｉｎ７．５的ＰｅａｋＦｉｔｔｉｎｇ插件，对酰氨Ｉ带进行曲线拟

合。根据各子峰占整个酰胺Ｉ带面积的比例计算各二级结构的含量。

２．２．４　荧光染色

将细胞用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）冲洗２次，加入质量分数为４％的多聚甲醛固定１５ｍｉｎ，再用ＰＢＳ漂洗２

次，加入５ｍｏｌ／ｍＬ的Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色液，染色５ｍｉｎ，甘油ＰＢＳ封片，用于倒置荧光显微镜观察。

３　结果与讨论

３．１　荧光染色观察ＰＤＴ对ＨｅＬａ细胞凋亡的影响

ＨｅＬａ细胞经Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色后在荧光显微镜下观察，结果显示对照组细胞饱满，反光性强，细胞核

染色均匀，形态完整。光动力组大部分细胞体积缩小，细胞变形、皱缩，反光性差，染色质浓缩边集，可见凋亡

小体，表现凋亡的典型特征。

３．２　红外光谱分析和讨论

图１为人宫颈癌细胞 ＨｅＬａ在８００～４０００ｃｍ
－１范围的ＦＴＩＲ光谱图。从ＦＴＩＲ光谱结果显示，光动力

损伤后，对照组和光动力组的谱线存在明显的差异。核酸、蛋白质和脂类的有关特征峰，发生了不同层度的

频移，峰强度大部分下降，说明光动力作用造成核酸、蛋白质和脂类损伤。ＨｅＬａ细胞的ＦＴＩＲ谱主要吸收

谱带归属见表１
［１～３］。表中ｓｔｒ为伸缩振动；Ａｍｉｄｅ为酰胺；ＰＯ－２ 为磷酸离子；νｓ为对称伸缩；νａｓ为反对称伸
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缩；δ为弯曲振动。

图１ 不同波段的人宫颈癌 ＨｅＬａ红外光谱图

Ｆｉｇ．１ ＦＴＩＲｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｈｕｍａｎｃｅｒｖｉｘｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｒａｎｇｅｓ

表１ 人宫颈癌细胞 ＨｅＬａ红外光谱特征峰及归属

Ｔａｂｌｅ１ ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｂａｎｄｓｉｎＦＴＩＲｓｐｅｃｔｒｕｍａｎｄａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｓｏｆｈｕｍａｎｃｅｒｖｉｘｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ

Ｗａｖｅｎｕｍｂｅｒ／ｃｍ－１ Ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔ Ｗａｖｅｎｕｍｂｅｒ／ｃｍ－１ Ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔ

９７２ Ｏ－Ｐ－Ｏｓｔｒ １７３８ Ｃ－Ｏｓｔｒ

１０８３ νｓ（ＰＯ
－
２ ） ２８５３ νｓ（ＣＨ２）

１２４１ νａｓ（ＰＯ
－
２ ） ２８７６ νｓ（ＣＨ３）

１３１３ ＡｍｉｄｅⅢ ２９２３ νａｓ（ＣＨ２）

１４５６ δＣ－Ｈ ２９５７ νａｓ（ＣＨ３）

１５４８ ＡｍｉｄｅⅡ ３２８１ Ｎ－Ｈｓｔｒ

１６４３ ＡｍｉｄｅＩ

３．２．１　核酸谱带的比较分析

ＦＴＩＲ光谱中，反映核酸信息的主要有９７２，１０８３和１２４１ｃｍ－１３条谱线。９７２ｃｍ－１谱带起因于磷酸化蛋白

和核酸的磷酸单酯二价阴离子的对称伸缩振动，细胞中核酸含量的改变可导致该谱带强度的变化。１０８３ｃｍ－１

和１２４１ｃｍ－１分别归属为磷酸二酯基团的对称伸缩振动和反对称伸缩振动。如图１（ａ）显示，光敏作用后，

９７２，１０８３和１２４１ｃｍ－１峰向高波数移动。已有实验证实，ＰＯ－２ 谱带可以反映核酸骨架上磷酸二酯基团结构

的变化，在完全无氢键时，磷酸二酯基团的反对称伸缩振动在１２６０ｃｍ－１处，在完全氢键化后在１２４０ｃｍ－１

处［４］。１２４１ｃｍ－１峰向高波数移动，表明磷酸二酯基团中氧原子形成氢键的程度减弱了，氢键程度的降低使

细胞的核酸骨架从无序趋向于有序。光敏化作用起到了抑制癌细胞突变和异构化的作用。从谱线也可以看

到，３条谱线强度明显减小。已知谱线的强度是细胞中ＤＮＡ含量的重要指标之一
［５］，癌变时细胞无限增殖，

ＤＮＡ大量复制，使细胞中的ＤＮＡ含量增加，谱峰的强度也增加。光敏损伤后３条谱峰强度降低，表明细胞

中ＤＮＡ含量降低，癌细胞ＤＮＡ复制能力被抑制，细胞产生凋亡。

３．２．２　脂类谱带的比较分析

谱带２８５３ｃｍ－１和２９２３ｃｍ－１属于磷脂脂质中ＣＨ２ 基团的对称伸缩振动和反对称伸缩振动，而谱带

２８７６ｃｍ－１和２９５７ｃｍ－１属于磷脂脂质中ＣＨ３ 基团的对称伸缩振动和反对称伸缩振动。与对照组相比，光敏

损伤后，各谱线峰位向高波数移动５～８ｃｍ
－１。ＣＨ２ 和ＣＨ３ 基团伸缩振动谱带反映膜脂分子内碳氢链构象

的无序化程度［６］，谱峰波数增加，表明磷脂碳氢链扭式构型增多。１４５６ｃｍ－１谱带为脂类分子的ＣＨ２ 弯曲振

动，它可以反映膜脂疏水相区磷脂分子间的排列状态［７］，光敏作用后，峰位向高波数移动，表明细胞膜分子结

构中碳氢链无序化程度加强。１７３８ｃｍ－１属于细胞膜磷脂结构中Ｃ＝Ｏ基团的伸缩振动，峰位向高波数移

动，表明磷脂的构象发生了改变，磷脂分子碳氢链处于凝胶态，碳氢链间相互作用增强［８］。光敏损伤使各峰

强度也明显加强，说明光动力作用后脂类成分含量增加。光敏作用结果导致膜上多种功能基团结构受损，细

胞膜完整性和流动性下降。其原因可能是光动力作用所产生的单线态氧、羟自由基等与细胞膜磷脂发生氧

化反应，破坏了细胞膜结构。已有实验证实，细胞膜磷脂参与细胞凋亡的发生［９］。本实验发现光动力作用会

引起细胞膜磷脂结构的改变，这可能是光动力诱导细胞凋亡的分子机制之一。
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３．２．３　蛋白质二级结构的谱带比较分析

蛋白质的二级结构是指蛋白质中多肽链的规则排布，由主链极性基团的氢键形成。ＦＴＩＲ光谱中的酰

胺Ｉ带常用来分析蛋白质的二级结构。因为蛋白质的二级结构是由代表羰基伸缩振动的几个子带组成，包

含有α螺旋、β折叠、β转角等谱带，所以在这个区域，各组分的谱带通常相互叠加在一起，因此酰胺Ｉ带是一

个宽峰，要解析酰胺Ｉ带的各子带，必须利用去卷积、二阶导数等数学方法使其分开。酰胺Ｉ带去卷积谱包

含９～１１个子峰，由二阶导数谱可确定各子峰的精确峰位，做曲线拟合处理可求出各子峰面积，得到二级结

构相对含量（峰面积百分数）。图２为结合去卷积、二阶导数谱对原谱进行曲线拟合得到的拟合谱图。蛋白

质二级结构的指认和平均相对百分含量值见表２。

表２ 蛋白质二级结构的指认和百分含量的变化

Ｔａｂｌｅ２ Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｆｒａｃｔｉｏｎａｌａｒｅａｓ（％）ｏｆｔｈｅｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｓ

αｈｅｌｉｘ βｓｈｅｅｔ Ｒａｎｄｏｍｃｏｉｌ βｔｕｒｎ

Ｗａｖｅｎｕｍｂｅｒ／ｃｍ－１ １６５４ １６０９ １６２１ １６３１ １６８３ １６４２ １６７９

Ｃｏｎｔｒａｓｔ １９．４ ８．２ ２５．３ ９．８ １０．６ １４．２ １２．５

Ｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃ １７．６ ７．１ ２３．５ ８．２ ９．５ １９．３ １４．８

图２ ＨｅＬａ细胞蛋白质酰胺Ｉ带拟合谱图。（ａ）对照组，（ｂ）光动力组

Ｆｉｇ．２ ＣｕｒｖｅｆｉｔｔｉｎｇｏｆａｍｉｄｅＩｂａｎｄｏｆｐｒｏｔｅｉｎｉｎＨｅＬａｃｅｌｌｓ．（ａ）ｃｏｎｔｒａｓｔｇｒｏｕｐ，（ｂ）ｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃｇｒｏｕｐ

　　本实验在１６００～１７００ｃｍ
－１区域，对酰胺Ｉ带进行去卷积、二阶导数处理后可以得到较强７个子峰，其谱

峰可作出明确的指认，１６０９ｃｍ－１归属于分子间反平行β折叠；１６２１ｃｍ
－１和１６８３ｃｍ－１归属于分子间平行β

折叠；１６３１ｃｍ－１归属于分子内β折叠；１６５４ｃｍ
－１代表α螺旋；１６７９ｃｍ

－１代表β转角；１６４２ｃｍ
－１代表无规卷

曲。光动力作用后，与对照组相比，属于α螺旋１６５４ｃｍ
－１峰，频移到１６５９ｃｍ－１。β折叠的４条谱１６２１，

１６８３，１６０８和１６３１ｃｍ－１，峰位有２～５ｃｍ
－１的频移。由表２可知，光敏损伤后，蛋白质的α螺旋含量减少

９．２％、β折叠含量减少１０．３％，而无规卷曲和β转角的含量上升，分别为３５．９％ 和１８．４％。实验结果表明，

光动力作用使无规卷曲和β转角的含量大幅上升，提示无规卷曲和转角结构增多，蛋白质构像趋于松散、无

序性增加，由此导致癌细胞中蛋白质变性［１０］。光动力作用使α螺旋和β折叠含量减少，可能的原因是羟自

由基的强氧化性，破坏了形成α螺旋和β折叠的链内和链间氢键体系，使α螺旋和β折叠的有序结构遭到破

坏［１１］，从而使两者含量大大降低。光动力对蛋白质二级结构造成明显损伤，使蛋白质合成发生障碍，由此导

致细胞凋亡。

４　结　　论

研究光动力作用 ＨｅＬａ细胞的傅里叶红外光谱，通过对核酸、蛋白质、脂类大分子的谱图分析，从分子水

平了解光动力诱导肿瘤细胞凋亡的机制。研究结果表明，ＨｅＬａ细胞光敏损伤后，细胞的核酸、蛋白质、脂类

构型、构像都发生了改变，具体表现为：

１）代表核酸的３条谱线９７２，１０８３和１２４１ｃｍ－１峰强减小、峰位位移，表明ＤＮＡ受到损伤。ＤＮＡ是储

存生物遗传信息的重要大分子，也是光动力损伤作用的主要靶分子，损伤的ＤＮＡ可活化细胞的凋亡机制，

使过度增殖的细胞和已经发生突变的细胞经凋亡途径而死亡。

２）代表脂质ＣＨ２ 和ＣＨ３基团伸缩振动谱带２８５３，２９２３和２８７６，２９５７ｃｍ
－１，波数增加，峰强度明显减
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弱，表明膜脂分子内碳氢链无序化程度加强，磷脂的构像发生了改变。原因可能是活性氧分子与细胞膜磷脂

中多价不饱和脂肪酸发生过氧化反应，产生过氧化物，导致细胞膜磷脂结构的改变，使细胞膜完整性和流动

性下降。研究表明细胞发生凋亡时，细胞膜磷脂参与了其过程。

３）对蛋白质的损伤研究。本文主要分析酰胺Ｉ带，经过去卷积、二阶导数和曲线拟合，得到较强７个子

峰。结果显示光动力作用使无规卷曲和β转角的含量大幅上升、α螺旋和β折叠含量减少。提示光动力产生

的活性氧物质与蛋白质中的氨基酸残基发生作用，使蛋白质上的氨基酸被氧化，蛋白质内部及分子间产生异

常交联，蛋白质发生合成障碍［１２］，由此诱导细胞凋亡。
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