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摘要　应用拉曼成像技术检测单个人体肝癌细胞，获得了单个肝癌细胞微区的拉曼光谱图谱，同时计算出７８６，

１４５０和１６５８ｃｍ－１等特征峰的峰面积，这些特征峰分别归属于ＤＮＡ，脂类和蛋白质，根据归一化后的数值在相应的

细胞扫描位置成像，重构出这些物质的拉曼特征峰在肝癌细胞中的分布图。结果表明，应用这种方法可以很明确

地看到ＤＮＡ，脂类及蛋白质特征峰在细胞中的分布情况，通过荧光染色验证了成像系统的可靠性。因此，可以通

过特征峰的成像图确定物质在细胞中的微区分布情况，为拉曼方法检测和诊断肝癌提供了可靠的依据。
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１　引　　言

拉曼光谱技术可以很精确地提供细胞及组织中分子特征变化的信息［１］，使其在临床上成为一种适合迅

速诊断的有利工具［２，３］。由于肝癌细胞的直径很大，以往的研究主要是用两种方式进行的：一是利用扫描方

式，设定一个区域和时间让激光连续在设定好的区域进行运动以累积方式记录光谱信号，从而得到光谱；

二是采用在一个细胞中选择几个点来进行光谱收集，然后把它们累加，平均后作为该细胞的光谱［３～５］。这

两种方式都不能１００％的反应细胞的信息量，信息缺失严重。拉曼扫描成像就是在样品上进行逐点扫描，收

集拉曼光谱，然后进行图像重构，取得拉曼图像的一种方法［６］。目前，点扫描成像在国外已经在各个领域都

得到了广泛的应用［７～１０］。但在病理学方面，大多数都是对组织扫描成像，对单个癌细胞的报道所见甚少。

０２１７０３１
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本文通过构建激光拉曼扫描成像系统对单个肝癌细胞扫描，然后应用扫描数据进行峰面积成像，直接得到了

ＤＮＡ、蛋白质和脂类等物质在癌细胞中的分布图。

２　实验材料和方法

２．１　样品来源与处理方法

人肝癌细胞（ＨｅｐＧ２）由广西医科大学肿瘤医院提供；改良Ｅａｇｌｅ培养基（ＤＭＥＭ）培养液、１∶２５０胰蛋

白酶为美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ产品；新生牛血清为杭州四季青生物材料研究所产品；Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色液为江苏海

门生物技术研究所产品。人肝癌细胞生长在体积分数为１０％新生牛血清、１００ｕｎｉｔ／ｍＬ的青霉素、链霉素的

ＤＭＥＭ培养液中，置于３７℃，体积分数为５％的ＣＯ２ 的培养箱中培养。定期观察，每１～２天换液，最后选

用对数生长期细胞进行实验。加入 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色液染色５ｍｉｎ，在１００倍物镜的荧光显微镜下观察，

激发光波长３５０ｎｍ，发射光波长４６０ｎｍ。

２．２　实验装置与光谱收集

拉曼成像系统实验装置是在文献［１］的激光拉曼光镊系统实验装置基础上改进而成，改进后的装置图如

图１所示。把一束波长为７８５ｎｍ的激光导入尼康倒置的显微镜，在第二块陷波滤波片（ＨＮＦ２）后加入一对

扫描透镜（ＳＭ），通过数字／模拟（Ｄ／Ａ）转换器控制扫描透镜在狓轴和狔轴方向移动，使光斑精确地定位在所

需要的位置。使用的是放大１００倍的油浸物镜。光斑大小为２μｍ。

图１ 实验装置图

Ｆｉｇ．１ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ

取１５０μＬ含肝癌细胞的混合液置于石英片样品槽内，加盖玻片密封。移动载物台找到均匀的单个肝癌

细胞，由于肝癌细胞放置在样品池中会自动下沉并贴壁，所以实验中可以保证收集到的光谱是准确的，细胞

扫描前后分别在细胞附近收集３个背景光谱。启动程序，设定光谱积分时间为２０ｓ，自动扫描整个样品。

２．３　拉曼逐点扫描的实现过程及数据处理

通过编程控制Ｄ／Ａ转换器把计算机的数字信号转换成电压信号，然后对其放大，驱动扫描对镜移动，从

而实现控制激光光斑的移动，使激光光斑精确地定位在所需要的位置。由于是使用电压信号控制光斑每次

移动的距离，所以可以很精确地控制步长。另外，经多次测试，重复精度是非常高的。通过程序控制计算机

的数字信号，从而控制光斑移动的幅度和时间，实现控制激光光斑每次移动的步长为２μｍ，根据样品的大

小，设定狓轴及狔轴方向扫描的距离，从而实现整个样品的全自动扫描。同时通过程序控制打开 ＷｉｎＳｐｅｃ３２

软件（光谱仪自带）进行光谱的收集，在程序中设定收集光谱的积分时间，并由程序控制自动根据位置对光谱

命名，并保存。

自编ＶｉｓｕａｌＢａｓｉｃ应用程序读取 ＷｉｎＳｐｅｃ３２（光谱仪自带）光谱文件数据进行相关预处理。将每个样品

的３个背景光谱用１７点ＳａｖｉｔｚｋｙＧｏｌａｙ法平滑，取平均，得到平均背景光谱；样品细胞每点的拉曼光谱则由

０２１７０３２
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样品中的每点光谱减去平均背景光谱、平滑、多项式拟合基线校正后得到。

成像部分处理方法如下：将预处理后的细胞样品上每点的光谱数据读入自编程序，输入相应物质的特征

峰值，计算出峰面积值后进行ｍｉｎｍａｘ归一化处理，应用归一化的结果，对应给出细胞样品上的每点的颜色

值，从而重构出肝癌细胞的拉曼图像，既可得到此细胞特征峰的峰面积成像图。

图２ ７８６，１４５０和１６５８ｃｍ－１峰面积成像图及

图中亮点和暗点光谱

Ｆｉｇ．２ ＰｅａｋａｒｅａｉｍａｇｅｓａｎｄＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆ

７８６，１４５０ａｎｄ１６５８ｃｍ－１

３　实验结果与分析

应用上述的成像方法，分别对肝癌细胞中ＤＮＡ，脂

类和蛋白质的特征谱带７８６，１４５０和１６５８ｃｍ－１进行抽

取、计算，然后成像。图２（ａ）～（ｃ）分别是这３个特征峰

的峰面积在肝癌细胞中的分布情况。成像图由２２４

（１６×１４）幅谱图组成，每个微区谱图的积分时间为２０ｓ，

一个单细胞扫描完成需要时间大约１．５ｈ，波数范围在

６００～１８００ｃｍ
－１，扫描步长为２μｍ，总体扫描面积为

３２μｍ×２８μｍ。

３．１　峰面积成像与谱特征

根据文献［１１］报道，正常肝细胞与肝癌细胞在细胞

核、脂类和蛋白质中拉曼特征峰差异很大，在７８６，１４５０和

１６５８ｃｍ－１特征峰的位置差异显著，所以在此分别选择这３

个拉曼特征谱线，计算其峰面积进行成像，成像结果如

图２（ａ）～（ｃ）所示。在图２（ａ）中，７８６ｃｍ
－１的谱线归属于

ＤＮＡ骨架磷酸根对称伸缩振动，从这幅图中可以看出，这

个特征峰的分布集中在细胞的中心位置，由于肝细胞在癌

变后，细胞核会变大［８］，所以在图中ＤＮＡ的分布范围也是

比较大的，这与文献［８］报道相符。图２（ｂ）是１４５０ｃｍ－１特

征峰在肝癌细胞中的分布成像图，由于１４５０ｃｍ－１归属于

脂类ＣＨ２或δＣＨ３振动峰，细胞膜主要是由脂类和蛋白大

分子构成，１４５０ｃｍ－１的分布可以看出脂类物质大量分布

在细胞膜中。图２（ｃ）是１６５８ｃｍ－１信号特征峰在肝癌细胞

中的分布情况。１６５８ｃｍ－１信号峰归属于蛋白酰胺Ⅰ，表征

了蛋白质在肝癌细胞中的分布情况。拉曼光谱特征峰的归属如表１所示
［３，１２］。

表１ 肝癌细胞拉曼光谱特征峰归属一览表

Ｔａｂｌｅ１ ＰｅａｋａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｓｆｏｒＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒａ

Ｐｅａｋｐｏｓｉｔｉｏｎ／ｃｍ
－１ Ｍａｊｏｒａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｓ
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１１７０ Ｃ－Ｈｉｎｐｌａｎｅｂｅｎｄｉｎｇｍｏｄｅｏｆｔｙｒｏｓｉｎｅ
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４８，０２１７０３ 激光与光电子学进展 ｗｗｗ．ｏｐｔｉｃｓｊｏｕｒｎａｌ．ｎｅｔ

　　图２（ｄ）～（ｆ）光谱图是抽取在７８６，１４５０和１６５８ｃｍ
－１拉曼特征峰峰面积在细胞上成像图中亮点和暗点

的光谱，可以看出ＤＮＡ的特征谱带７８６ｃｍ－１在图２（ａ）的最亮点光谱Ａ中确实清晰可见，但在暗点光谱Ｂ

中几乎观察不到它们的存在，由此可见，亮点确实比暗点含有的ＤＮＡ谱要多一些，而暗点处含有极少的

ＤＮＡ特征谱，基本可以反应出ＤＮＡ的分布情况。由于７８６ｃｍ－１特征峰的峰面积相对较小，所以由于噪声引

起很多成像点也呈现出暗颜色，通过光谱的比较，可以看出暗点几乎是不含有７８６ｃｍ－１特征谱的，上述问题也

会得到很好的校正，校正后的成像图如图３（ａ）所示，同时也说明成像的可靠性。同样地，也比较了１４５０ｃｍ－１脂

类的特征峰亮点光谱Ｃ，较亮点光谱Ｂ和暗点光谱Ａ，发现在细胞膜的部位成像点都是较亮的，说明脂类在细胞

膜中的分布较多，而在细胞中分布较少。另外，１６５８ｃｍ－１是蛋白质酰胺Ⅰ的α螺旋结构。通过１６５８ｃｍ
－１蛋

白质特征峰中亮点光谱Ｂ和较暗点光谱Ａ比较发现，蛋白质在肝癌细胞中的分布是比较均匀的。

３．２　犇犖犃特征谱成像与荧光成像比较

在所有特征光谱成像中，ＤＮＡ谱具有最明确的物理意义。因为ＤＮＡ只来源于细胞核中的核酸部分，

细胞中的其他部位不会产生ＤＮＡ谱
［１３］。图３（ａ）是肝癌细胞ＤＮＡ特征谱成像图，图３（ｂ）是肝癌细胞的荧

光图，图中亮的部分为细胞核的部分。可以看到，与ＤＮＡ特征谱成像得到很好的对应，说明用本文构建的

激光拉曼光谱逐点扫描成像系统可以很好地重构出ＤＮＡ，脂类及蛋白质特征峰在肝癌细胞中分布情况。

图３ 校正后的７８６ｃｍ－１特征峰成像与荧光图像比较。（ａ）７８６ｃｍ－１成像图，（ｂ）肝癌细胞荧光图，

（ｃ）１００倍显微镜下观察到的肝癌细胞图

Ｆｉｇ．３ Ｃｏｍｐａｒｉｓｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｃｏｒｒｅｃｔｉｎｇｉｍａｇｅｏｆ７８６ｃｍ
－１ｗｉｔｈｆｌｕｏｒｏｇｒａｐｈｙ．（ａ）ｃｏｒｒｅｃｔｉｎｇｉｍａｇｅｏｆ７８６ｃｍ

－１，

（ｂ）ｆｌｕｏｒｏｇｒａｐｈｙ，（ｃ）ｉｍａｇｅｏｆｍｏｎｏｈｅｐａｔｏｃｅｌｌａｌｕｒｃａｒｃｉｎｏｍａｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙ１００× ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

４　结　　论

实验构建了拉曼光谱逐点扫描成像系统，全面反应出物质拉曼特征峰在单个细胞中的分布情况，对类似

肝癌细胞这样的生物大细胞具有较好的针对性。表征ＤＮＡ，脂类和蛋白质的拉曼特征峰在单个肝癌细胞中

的分布情况，尤其是细胞核中ＤＮＡ特征峰的分布，基本可以体现出细胞核在细胞中的分布位置。应用荧光

染色对结果验证了成像系统的可靠性。随着研究的不断深入和系统的不断改进，提高系统的空间分辨率和

时间分辨率，拉曼光谱逐点扫描成像系统可以在生物学研究中发挥更广泛和更重要的作用，为医学诊断研究

提供更可靠、便捷的研究手段。
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