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心律失常患者红细胞的光镊拉曼光谱
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摘要　利用激光光镊拉曼光谱系统，测定健康者红细胞（ＲＢＣ）和心律失常患者红细胞的拉曼光谱，对健康者红细

胞与心律失常患者红细胞的拉曼光谱进行了比较，发现心律失常患者红细胞的部分谱线整体强度有所减弱，部分

谱线发生了频移；另外，低强度 ＨｅＮｅ激光对心律失常患者红细胞也存在一定的影响。根据拉曼光谱差异性，进一

步探讨其红细胞内容物的改变情况及其变化机理，了解心律失常患者红细胞中分子结构、构象、组成的变化，从分

子水平探讨心律失常患者的发病机制。
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１　引　　言

细胞是生命有机体的一个结构和功能的基本单位，也是一切疾病发生、发展和转归的基础，血液中红细

胞（ＲＢＣ）的血红蛋白能和氧结合，在人体新陈代谢和气体运输方面起着非常重要的作用。研究红细胞内血

红蛋白的结构及不同氧合状态下其结构的变化等，对于深入了解红细胞携氧功能甚至心血管疾病有重要的

意义［１］。单细胞激光光镊拉曼光谱技术是将光学囚禁与拉曼光谱分析结合并应用于悬浮单个细胞研究的一

项新的生物光子技术［２］，近年来在细胞的结构、功能及细胞凋亡等方面取得了迅速发展［３～５］。目前，拉曼光

谱已经在医学、生命科学等领域尤其在单细胞方面得到了广泛的应用，取得了明显的成效［６～１０］。本文利用

光镊拉曼光谱技术，通过对心律失常患者红细胞的捕获和分离并测定其拉曼散射光谱，研究分析红细胞的内

容物及生物大分子的变化，从而更有效地研究常见心血管疾病患者红细胞的真实生理过程，为进一步研究常

见心血管疾病的拉曼光谱模型，在分子水平上探讨心血管疾病的类型及发病机制提供相应的理论依据。同

时，本文实验还从单细胞的层次研究低强度激光对心律失常患者红细胞的影响，从而进一步探讨了适当功率

和适当照射时间的低强度激光对心律失常患者红细胞内的分子基团作用机理。

０２１７０１１
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２　材料与方法

２．１　样品来源

心律失常患者１０例，男６例，女４例，年龄４３～７４岁，平均５３±９．６７岁。入选标准：发病时间在２４ｈ内

症状持续时间至少３０ｍｉｎ，患者诊断后即可采其新鲜血液，最迟不超过发病后１２ｈ，以上样品均来自广西壮

族治自区人民医院心血管内科。健康者血液１０例，男、女各５例，年龄２０～２３岁，以上样品均来自广西医科

大学在校自愿献血的大学生。

２．２　样品的处理

１）肘部静脉采血（肝素１００ｕ／ｍＬ）２ｍＬ，并轻轻混匀。

２）将采取的血液分装入２个５ｍＬ离心管，加４ｍＬＰＢＳ稀释，然后用７５０ｒ／ｍｉｎ的速度离心６．５ｍｉｎ，

用吸管去上层液，留底层红细胞。

３）将ＰＢＳ换成ＲＰＭＩ１６４０培养液（体积分数为２０％小牛血清）重复操作两次。

４）将ＲＰＭＩ１６４０培养液换成质量分数为０．９％的生理盐水洗涤、离心，留取底层红细胞。

５）加质量分数为０．９％的生理盐水制备５份成所需（体积分数为１０％）浓度的１ｍＬ红细胞悬液，分装

入５个５ｍＬ试管中，盖好胶帽并用胶布密封装入４℃冰盒内待用，红细胞的制备及各种试剂的配置均在广

西医科大学基础医学院生物学与遗传学实验室完成。

２．３　实验装置

实验系统如图１所示
［２，９］，由一台波长稳定的半导体激光器（ＴＣＬＤＭ９ＴＥＣ，美国Ｔｈｏｒｌａｂｓ公司）激发出一

束波长为７８０ｎｍ的激光，经过滤波，被导入到一台倒置生物显微镜（ＴＥ２０００Ｕ，日本Ｎｉｋｏｎ公司），激光束途经

油浸物镜（犱ＮＡ＝１．３０，１００×）聚焦后在焦点附近形成一个单光束光势阱来囚禁细胞，同时这束激光也用于激发

被囚禁细胞的拉曼散射。样品被放置在厚４ｍｍ，中心有一个直径为６ｍｍ孔、底部用０．１ｍｍ厚的石英玻璃密

封的玻璃板构成的样品槽中，其被激发出的拉曼散射再通过物镜，途经一个２００μｍ的针孔和２个陷波滤波器，

前者用以滤除偏离焦点的瑞利散射光，后者用以滤除７８０ｎｍ的弹性散射光，最后被聚焦进入光谱仪的输入狭

缝中。一个滤除绿光的照明灯和一套显微摄像系统用以检测样品被激光俘获的过程。光谱仪（Ｓｐｅｃｔｒａｐｒｏ

２３０ｒｉ，美国Ｐｒｉｎｃｅｔｏｎ公司）被耦合到一台由液氮冷却（－１２０℃）ＣＣＤ（Ｓｐｅｃ１０，美国Ｐｒｉｎｃｅｔｏｎ公司）上。此系

统的分辨率为８ｃｍ－１，用７８０ｎｍ激光捕获悬浮于无菌水中的聚苯乙烯小球（直径２μｍ）记录拉曼光谱并校

正系统。整个实验系统由广西科学院提供。

图１ 激光光镊拉曼光谱仪装置

Ｆｉｇ．１ ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｅｔｕｐｏｆｌａｓｅｒｔｗｅｅｚｅｒｓＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ

２．４　红细胞光谱获取

１）实验之前先把放少量红细胞悬液（非实验样本）置于拉曼光谱样品池中浸泡１０～２０ｍｉｎ。因为样品

池被有机溶液洗过，使红细胞在样品池中极易贴壁，造成光镊抓捕红细胞困难，提前放入悬液一段时间，红细

胞可与上边的残留有机溶液结合，避免了正式实验样品被有机溶液影响。

０２１７０１２
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２）进行实验时，倒掉提前放入的红细胞悬液，用生理盐水反复冲洗干净样品池，然后用吸水纸反复擦干

净，将处理好的血样品稀释到一定倍数，用移液器吸取少量放到样品池中进行测量。

３）用激光镊子（波长７８０ｎｍ，功率１０ｍＷ）囚禁单个红细胞（液晶显示屏上可以观察到红细胞被光镊囚

禁后竖立起来并被拉到激光聚焦中心），捕获红细胞于盖玻片上约１５μｍ后，继而激发拉曼光谱（曝光时间

为１０ｓ），然后将细胞从光势阱中释放出来，再以同样的激发功率和曝光时间采集附近的背景光谱，这样对每

个小样品分别采集３０个红细胞的拉曼光谱；再把红细胞的拉曼光谱减去对应的背景光谱，并取３０个红细胞

的光谱平均值，就得到该小样品红细胞的最终拉曼光谱。

将上述用过的液体倒掉，用生理盐水冲洗干净样品池后换上新的小样品即可进行下一组实验，整个光谱

的收集均在室温（２６±２）℃下完成。

２．５　用软件犗狉犻犵犻狀８．０绘制图谱

图２ 正常红细胞（Ａ）与心律失常患者红细胞（Ｂ）的光镊

拉曼光谱

Ｆｉｇ．２ ＬａｓｅｒｔｗｅｅｚｅｒｓＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｎｏｒｍａｌＲＢＣ（Ａ）

ａｎｄＲＢＣｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈａｒｒｈｙｔｈｍｉａｓ（Ｂ）

将光谱数据转换为 ＡｓｃＩＩ数据，输入软件 Ｍｉｃｒｏ

Ｏｒｉｇｉｎ８．０处理。

３　实验结果分析与讨论

３．１　健康者正常红细胞与心律失常患者红细胞的光镊

拉曼光谱

心律失常是指心脏内激动起源或者激动传导的不正

常，会引起整个或部分心脏的活动变得过快、过慢或不规

则，或者各部分的激动顺序发生紊乱，引起心脏跳动的速

率或节律发生改变。心律失常按起搏或传导的异常，在

临床分为３类：１）激动起源异常：包括窦性心律失常、异

位心律、主动性异位心律，其中以各种窦性心律失常、期

前收缩和房颤最为常见。２）传导异常：包括窦房、房内、

房室传导阻滞及室内传导阻滞，预激综合征。３）异位激

图３ 部分特征峰强度的柱状图

Ｆｉｇ．３ Ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｈｉｓｔｏｇｒａｍｏｆｓｏｍｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｐｅａｋｓ

动伴生理性传导障碍，大多为生理现象，本身无特殊治疗

方法。研究表明，在室性心律失常的发生机理中红细胞

内离子的代谢失衡起重要作用，其红细胞中血红蛋白的

浓度发生改变。本实验测定了心律失常患者红细胞的光

镊拉曼光谱并进行分析。

正常人红细胞１０例与心律失常患者红细胞１０例各

３０个细胞的平均光镊拉曼光谱如图２所示，部分特征峰强

度如图３所示。由图２和图３可知，与健康者正常红细胞

光镊拉曼光谱相比，心律失常患者红细胞的部分谱线强度

变弱。根据表１
［１１，１２］，指认为正常红细胞蛋白质的ＣＨ２，

ＣＨ３ 变形振动的谱线１４５３ｃｍ
－１已移到１４４９ｃｍ－１，说明其

蛋白质构象的变形振动出现了变化；对比健康者正常红细

胞拉曼光谱，可清楚地看到指认为酩氨酸的谱线由８５４ｃｍ－１频移到８６０ｃｍ－１，以及谱线６２０ｃｍ－１和指认为蛋氨

酸７２５ｃｍ－１的谱线都有所增强，这些谱线强度的增加，也表明心律失常患者中红细胞氨基酸残基含量增加，蛋

白质的改变成为了影响光谱峰位及强度的主要因素。

对于正常红细胞的蛋白质，有氢键的Ｃ－Ｏ伸缩振动峰出现在１１６２ｃｍ－１附近，而没有氢键相结合的

Ｃ－Ｏ伸缩振动峰出现在１１７２ｃｍ－１附近
［１３］。由图２的Ｂ图谱可见，心律失常患者ＲＢＣ中蛋白质的谱线

１１６２ｃｍ－１几乎不出现，而１１７４ｃｍ－１谱线强度明显增强。这说明与正常ＲＢＣ相比，心律失常患者ＲＢＣ的蛋

白质分子中Ｃ－Ｏ受约束的程度降低，由此形成的氢键受到破坏，导致蛋白质的空间构象改变，蛋白质变得

松散。有文献报道［１４］，Ｍｇ
２＋能激活Ｎａ＋，Ｋ＋，ＡＴＰ酶，提供电解质通过细胞膜所需要的能量，维持细胞内
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外Ｎａ＋，Ｋ＋离子梯度。缺Ｍｇ
２＋时，细胞膜上的Ｎａ＋，Ｋ＋，ＡＴＰ酶活性降低，细胞内离子梯度难以维持，导

致细胞内缺Ｋ＋。静息膜电位负值减小，使心肌应激性、自律性增高。动作电位时间及不应期延长，易于诱

发室性心律失常。本实验结果提示：心律失常患者ＲＢＣ的蛋白质分子中Ｃ－Ｏ缩振动峰谱线强度变化可能

与 Ｍｇ
＋浓度下降相关，因为 Ｍｇ

＋参与蛋白质合成作用，能激活 Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰａｓｅ之活性，维持细胞内外钠、

钾的平衡。Ｍｇ
＋ 控制心肌细胞内钾外移，维持细胞内钾恒定，避免产生心率不整。在 Ｍｇ

＋ 缺乏时，

Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰａｓｅ发生功能障碍，从而影响心肌而导致心律失常。文献［１５］报道了心功能不全越严重，钙泵、

钠泵活性越低，红细胞内Ｃａ２＋浓度越高，Ｋ＋，Ｍｇ
２＋含量下降越显著。

表１ 实验中观察到的正常红细胞与心律失常患者红细胞谱线及其指认

Ｔａｂｌｅ１ ＯｂｓｅｒｖｅｄｂａｎｄｓｏｆｈｕｍａｎｂｅｉｎｇＲＢＣａｎｄＲＢＣｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈａｒｒｈｙｔｈｍｉａｓｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

Ｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｔｈｅｎｏｒｍａｌ

ｎｕｍｂｅｒｏｆＲＢＣ／ｃｍ－１

ＳｐｅｃｔｒｕｍｏｆＲＢＣｉｎｐａｔｉｅｎｔｓ

ｗｉｔｈａｒｒｈｙｔｈｍｉａ／ｃｍ
－１

Ｉｎｉｔｉａｌｖｉｂｒａｔｉｏｎａｌｍｏｄｅ

ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ

１６１９（１６２０） １６１８ Ｔｙｒ，Ｔｒｐ狏（Ｃ＝Ｃ）

１６０３ １６０４ 狏（Ｃ＝Ｃ）

１５４６ １５４７ ＡｍｉｄｅⅡ

１４４９（１４５３） １４４９

１３４０（１３３６） １３３６
δ（ＣＨ２，ＣＨ３）

　
１３０２ １３０６ ＣＨ２（ｔｗｉｓｔ，ｗａｇｇｉｎｇ）

１２１２（１２１４） １２１４ Ｐｈｅ，Ｔｙｒ

１１７２ １１７４ Ｔｙｒ

１１６２ 狏（Ｃ－Ｏ）

１１２６（１１２８） １１３１ 狏（ｐｙｒｈａｌｆｒｉｎｇ）

１０５４ Ａｍｉｄｅ２Ⅲ

１０３２ Ｔｙｒ，（Ｃ－Ｎ）

１００２（１００１） １００４ Ｐｈｅ狏（Ｃ－Ｈ）

９７８ Ｐｈｅ狏（Ｃ＝Ｃ）ｓｙｍｍｅｔｒｉｃ

８６３ ８６０ ＣＨ２

７５３（７５５） ７５４ 狏（Ｃ＝Ｃ）ｓｋｅｌｅｔａｌαｈｅｌｉｘ

６７５ ６７３ Ｍｅｔ狏（Ｃ－Ｓ）

注：Ｐｈｅ：苯丙氨酸；Ｔｙｒ：酪氨酸；Ｔｒｐ：色氨酸；ν：伸缩振动；δ：平面内变形振动；ｐｒｙ：吡咯；ｓｙｍｍｅｔｒｉｃ：对称

人类红细胞是血液中的重要组成成分，其内的血红蛋白（Ｈｂ）携带着人体生命与健康状况的重要信

息———氧：细胞水平上，氧可以影响线粒体中ＡＴＰ的合成，淋巴细胞的繁殖等，与人体的新陈代谢和免疫机

能密切相关。人体中氧含量的增加对人体组织的各种机能都有重要的影响。血液氧饱和度指与氧气结合的

血红蛋白量占血红蛋白总量的百分比。本实验通过观测红细胞的拉曼光谱强度来分析ＲＢＣ含氧 Ｈｂ的改

变。正常ＲＢＣ出现的特征峰谱线１２２６ｃｍ－１说明其血红蛋白转变为氧合血红蛋白，提示含氧血红蛋白增

多，氧饱和度增加。而由图２的Ｂ图谱可知，心律失常患者特征峰值１２２６ｃｍ－１几乎没有，说明心律失常患

者ＲＢＣ的含氧血红蛋白比正常红细胞减少。

３．２　低强度犎犲犖犲激光对心律失常患者红细胞影响的光谱

低强度ＨｅＮｅ激光对红细胞的生物效应主要与激光能量有关，目前临床上开展低强度 ＨｅＮｅ激光血

管内照射治疗的激光功率一般选择在２～５ｍＷ之间
［１６］，经过反复多次预实验，最终选择激光功率２ｍＷ对

心律失常患者红细胞照射，并且通过不同的照射时间来增加照射量，以研究不同能量对心律失常患者红细胞

的作用。

激光波长６３２．８ｎｍ，功率２ｍＷ；照射按四个不同时间段［时间照射为：０ｍｉｎ（未照射），１０ｍｉｎ，３０ｍｉｎ，

１ｈ］照射结束后马上采集相应拉曼光谱，即照射０ｍｉｎ样品谱线为犪，照射１０ｍｉｎ为犫，照射３０ｍｉｎ为犮，照

射１ｈ为犱。相应的光谱如图４所示。由图４可知，随着照射时间的增加，其谱线强度均有明显减弱。这可

能是随着照射时间的延长，被照射过的细胞已经处于抑制状态，照射后抑制效应没有及时解出，从而对细胞

造成一定的伤害。
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图４ 激光照射后心律失常患者红细胞的光镊拉曼光谱

Ｆｉｇ．４ ＬａｓｅｒｔｗｅｅｚｅｒｓＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｔｈｅＲＢＣｉｎ

ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈａｒｒｈｙｔｈｍｉａｓａｆｔｅｒｌａｓｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ

对于指认为色氨酸的呼吸振动模的７５４ｃｍ－１，在照

射时间为１ｈ后强度降到最低，７５４ｃｍ－１指认为卟啉环呼

吸振动谱，是血红蛋白的重要参量。该谱数强度的改变

反应了血红蛋白结构的变化，说明了激光的能量在一定

范围内对于红细胞内结构的光调节作用已发生效应；进

一步实验表明，低能量 ＨｅＮｅ强度２ｍＷ 照射时间不

同，光镊拉曼光谱都比照射前强度降低，且降低程度不

同；提示了低能量ＨｅＮｅ激光对心律失常患者红细胞内

的原子基团有一定的影响作用，对于键的转动、基团形态

的改变可能也存在一定影响。

健康者正常红细胞和心律失常患者红细胞的平均拉

曼光谱也存有较明显的差异，心律失常患者红细胞的谱线

强度整体变弱，１４５３ｃｍ－１处峰的光谱在心律失常患者红

细胞的谱线已移到１４４９ｃｍ－１，说明归属于蛋白质的ＣＨ２，ＣＨ３变形振动出现了变化。对细胞内蛋白质来说，有

氢键的Ｃ－Ｏ伸缩振动峰出现在１１６２ｃｍ－１附近没有氢键相结合的Ｃ－Ｏ伸缩振动峰出现在１１７２ｃｍ－１附近。

而心律失常患者红细胞中蛋白质的１１７４ｃｍ－１狏（Ｃ－Ｏ）与正常红细胞中ｌ１６２ｃｍ－１相比，向高波数频移了１２

ｃｍ－１，且谱线强度明显增强。这说明心律失常患者红细胞的蛋白质分子中Ｃ－Ｏ受约束的程度降低，形成

的氢键受到破坏，导致蛋白质的空间构象受到破坏，蛋白质变得松散，由此可能引起 Ｍｇ
＋浓度下降，从而引

发心律失常。由于本实验采用离体的红细胞，Ｍｇ
＋浓度下降是否与红细胞的离体相关还需要进一步研究。

当然，本实验采集样本例数较少，还需要增加例数继续来完善此实验。

另外，低能量ＨｅＮｅ激光对心律失常患者红细胞内的原子基团有一定的影响作用，对于键的转动、基团

形态的改变可能也有一定影响作用。当然，照射单一红细胞与照射全血会有哪些差异，在体内照射和离体照

射会有什么差异，仍然是有待研究的新课题。

４　结　　论

通过对健康者红细胞的拉曼光谱与心律失常患者红细胞拉曼光谱的比较，根据拉曼光谱差异性，了解红

细胞功能在心律失常作用下细胞中分子结构、构象、组成的变化；并根据拉曼光谱能测量分子官能团振动模

式的指纹特性，为疾病的诊断提供一种新的、快速简便的光谱分析手段，从分子水平探讨心血管疾病的类型

及发病机制，为临床诊断提供有力的实验依据。
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