
书书书

激光与光电子学进展
４９，０６３００１（２０１２） 犔犪狊犲狉牔犗狆狋狅犲犾犲犮狋狉狅狀犻犮狊犘狉狅犵狉犲狊狊 ○Ｃ２０１２《中国激光》杂志社

活体糖尿病小鼠中单个白细胞的拉曼光谱分析
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摘要　利用拉曼光镊并结合多元统计分析方法无损地对活体糖尿病（ＤＭ）小鼠中的白细胞（ＷＢＣ）进行了研究，分

别检测了糖尿病和正常小鼠活体中的白细胞拉曼光谱，利用主成分分析（ＰＣＡ）建立拉曼光谱诊断多元统计算法模

型。结果表明，患糖尿病小鼠和正常小鼠白细胞拉曼光谱差别明显，且实验存在较好的重现性。利用ＰＣＡ统计分

析方法得到诊断特异性和灵敏度达到了９８％。在活体糖尿病小鼠白细胞中出现较高的蛋白质的特征峰

１３０２ｃｍ－１，表明活体糖尿病白细胞中的蛋白质浓度比正常状态高。糖尿病小鼠内的白细胞与正常相比，ＤＮＡ磷

酸骨架基团强度和蛋白质酰胺强度升高，表明ＤＮＡ双螺旋结构、蛋白质主链和氢键体系发生变化，二级构象改变。
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１　引　　言

随着生活水平的提高、生活方式的改变，糖尿病（ＤＭ）发病率在世界范围内呈上升趋势，成为在心血管

疾病、肿瘤之后的又一严重危害人体剑莸的疾病。有学者报道，糖尿病患者死因中，感染占第三位。糖尿病

患者的感染发病率高达３６．８％，并仍有上升的趋势
［１］。因此，有效地防治感染对于降低糖尿病患者的死亡

率非常重要。

目前认为糖尿病患者易并发各种感染，主要与高血糖状态、机体防御功能、糖尿病的并发症、营养不良等

因素有关，其中比较受关注的是机体防御机能改变。机体对入侵微生物的各反应阶段都被抑制，从而极易感

染，且程度严重。白细胞（ＷＢＣ）在抗感染方面发挥着重要作用，它参与机体特异性和非特异性过程，有吞

噬、杀死病原体的作用，是机体抗感染的第一道防线。近年来，对糖尿病患者白细胞吞噬细胞杀菌功能降低

的研究越来越受到重视［２］，但是以往白细胞的研究过程繁琐，且往往是在体外进行的，这就必然会改变其生

存环境，不能客观地反映其实际情况，原位无损的研究就显得尤为必要。本文利用无损的方法来研究糖尿病

小鼠的原位白细胞成分及其在不同状态的成分变化。

拉曼光谱技术具有非侵入性、低破坏性、不用试剂和高度自动化等优点，在医学诊断中具有很大的应用

潜力。光镊拉曼光谱技术是将光学囚禁技术与显微拉曼技术结合并应用于悬浮细胞研究的生物光子技术，

用一束光来囚禁单个悬浮细胞并激发细胞分子的拉曼光谱［３～６］。目前关于白细胞的拉曼光谱的研究已有不

少［７，８］，但以前的研究都是只限于体外，由于体外检验过程繁琐且易受到周围环境影响，因此很难真实地复

制体内环境。体内环境中白细胞的真实状态和随体内环境变化而产生的物质变化信息，利用传统手段是很

难获得的。本文利用激光光镊拉曼光谱系统对活体糖尿病白细胞和正常小鼠内的白细胞进行了研究，光谱

分析表明其相似性和差异性：从光谱分析中看到蛋白质、核酸和脂类等生物分子的空间结构发生了变化。而

蛋白质和ＤＮＡ的结构变化与某些生物学行为（免疫功能低下、神经功能异常及发育障碍等）密切相关，因此

有可能利用拉曼光谱的特征峰的变化来解释白细胞的防御功能和作为糖尿病诊断和预测感染的可能指

标［８，９］。

图１ （ａ）光谱采集在小白鼠耳朵中的位置；（ｂ）激光光镊

拉曼光谱实验装置图

Ｆｉｇ．１ （ａ）Ｃｉｒｃｕｌａｒｐｕｍｐｌａｓｅｒｂｅａｍｉｓｐｏｓｉｔｉｏｎｅｄｉｎｔｈｅ

ｖｅｓｓｅｌｏｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｅａｒ； （ｂ）ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｏｆ

　　　　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ

２　实　　验

２．１　实验装置

实验所使用的活体激光光镊拉曼系统如图１所示，

装置详情参见文献［１０］。

２．２　实验材料

雄性ＫＭＳＰＦ级小白鼠，购于广西医科大学实验动

物中心，体重１５～１８ｇ，选择个体差异小的６只分笼饲

养，其中一组用药物诱导成糖尿病，另一组保持正常作为

对照组。小鼠食料为广西医科大学动物中心自制，实验

前适应性预养一周。采用脲佐菌素（日本Ｓｉｇｍａ公司）和

爱科来ＧＴ１８１０型血糖仪。实验模型的建立参见文献

［１１］。注射药物７２ｈ后，用血糖仪检测小白鼠禁食１２ｈ

的血糖浓度，在小白鼠尾端取血，当血糖浓度大于等于

１１．１ｍｏｌ／Ｌ时建模成功。用质量分数为４％的水合氯醛

（０．１５ｍＬ／１０ｍｇ）腹腔注射麻醉糖尿病小鼠。选取活体

正常白细胞作为对照，糖尿病和正常小鼠各取３只用于

实验。

２．３　数据采集与处理

激光的波长为７８０ｎｍ，光斑大小约为２μｍ，进入显微镜前功率为２２ｍＷ。实验中激光聚焦在离小鼠耳

朵的上表面６０～７０μｍ处时效果最佳。由于白细胞在血管中的流速很快，为了得到白细胞的拉曼光谱，用
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止血钳夹住小白鼠的耳朵使得细胞流速减慢，以囚禁住血管中的白细胞。在整个过程中，活体内选取的是静

脉血管中比较清晰的白细胞，使用光镊俘获后，立即关掉ＬＥＤ灯收集白细胞的光谱，拉曼信号采集积分时间

为５ｓ。糖尿病白细胞和正常白细胞光谱分别是糖尿病和正常小鼠血管中的单个白细胞的光谱。再以同样

的激发功率、积分时间采集糖尿病和正常小鼠血管的背景光谱，背景光谱是没有细胞流过空血管的光谱。各

种不同的光谱分别是３只小鼠２０个白细胞的平均光谱。利用Ｏｒｉｇｉｎ８．０软件对白细胞进行扣减背景、５点

平滑、基线校正和平均、归一化处理，最后得到状态不同的白细胞的平均光谱；利用ＴｈｅＵｎｓｃｒａｍｂｌｅｒ．Ｖ９．７

软件和ＰｙＣｈｅｍ软件对平滑后的光谱进行处理，做主成分分析（ＰＣＡ），输出三维ＰＣＡ结果。

３　结果与讨论

３．１　活体单个白细胞拉曼光谱分析

图２（ａ）是糖尿病小鼠中光镊囚禁住的血管中的单个白细胞图像，图２（ｂ）是正常小鼠中光镊囚禁的血管

中的单个正常白细胞图像。图３（ａ）是活体小鼠的空血管背景光谱，图３（ｂ）分别是来自图２（ａ）和（ｂ）图像中

白细胞的平均光谱。由图３（ｂ）谱线可见，糖尿病与正常小鼠的白细胞光谱之间差别明显且存在较好的相似

性。虽然糖尿病小鼠和正常小鼠的白细胞光谱上存在明显差异，但两种光谱都能观察到白细胞的特征峰

７２５、７８５、９３５、１０９７、１２５７、１３０２、１４５１、１６６１ｃｍ－１，最强的２个谱峰是１４５１ｃｍ－１和１６６１ｃｍ－１，而在１０９７、

１２５７、１４５１、１６６１ｃｍ－１这４个谱峰位置糖尿病小鼠的强度比较大。这些归一化平均谱线的差异从图３（ｂ）下

方的谱线差异曲线中表现得更加明显。这些差异将在后面进行更加详细的分析和讨论。

图２ 糖尿病（ａ）和正常（ｂ）小鼠中被光镊囚禁的白细胞图像

Ｆｉｇ．２ ＩｍａｇｅｓｏｆｓｉｎｇｌｅＷＢＣｓｔｒａｐｐｅｄｂｙｔｈｅｏｐｔｉｃａｌｔｗｅｅｚｅｒｓｉｎ（ａ）ＤＭｖａｓｃｕｌａｔｕｒｅａｎｄ（ｂ）ｎｏｒｍａｌｖａｓｃｕｌａｔｕｒｅ犻狀狏犻狏狅

图３ （ａ）活体空血管背景光谱；（ｂ）糖尿病与正常小鼠中白细胞平均光谱及其差谱

Ｆｉｇ．３ Ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ（ａ）Ｒａｍａｎｓｐｅｃｔｒｕｍｃｏｍｉｎｇｆｒｏｍｂｌａｃｋｂｌｏｏｄｖａｓｃｕｌａｒ；（ｂ）Ｒａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｓｉｎｇｌｅｂｌｏｏｄｃｅｌｌｓｉｎ

ＤＭａｎｄｎｏｒｍａｌｍｉｃｅ犻狀狏犻狏狅ｔｏｇｅｒｔｈｅｒｗｉｔｈｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｕｍｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｍ

３．２　活体白细胞拉曼光谱统计分析

为了判断利用拉曼光谱是否能够区别正常小鼠和糖尿病小鼠的白细胞，对实验测试获得的正常和糖尿

病小鼠白细胞的拉曼光谱利用ＰＣＡ方法
［１２］进行统计分析。在进行ＰＣＡ之前要对每个光谱进行处理，否则

将影响实验结果，使实验结果变差［１３］。所以进行ＰＣＡ之前对每个光谱进行五点拟合基线校正、扣减背景，

然后对６００～１８００ｃｍ
－１波数范围的数据进行面积归一化处理。最后使用ＴｈｅＵｎｓｃｒａｍｂｌｅｒ．Ｖ９．７软件对
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图４ 活体正常小鼠（黑色点）与糖尿病小鼠（圆圈）

白细胞光谱ＰＣＡ得分三维分散图

Ｆｉｇ．４ ＷＢＣｓｐｅｃｔｒｕｍＰＣＡｓｃｏｒｅｓｏｆｎｏｒｍａｌ

（ｄｏｔｓ）ａｎｄＤＭ （ｃｉｒｃｌｅｓ）ｍｉｃｅ犻狀狏犻狏狅

正常小鼠与糖尿病小鼠两组数据进行ＰＣＡ统计分析。

多数情况下，利用ＰＣＡ获得的两组数据的主成分会有

２０～３０个，选出差异比较大的ＰＣ１、ＰＣ２、ＰＣ３这３个

ＰＣＡ得分，画出三维散点分布图，如图４所示。

从图４可以看出，正常小鼠和糖尿病小鼠明显被区

分出来，它们分布在不同的空间区域，并无重叠。由此表

明可以利用ＰＣＡ直接对糖尿病与正常小鼠的白细胞光

谱数据进行区分。

３．３　讨　　论

由实验结果分析发现，正常小鼠与患有糖尿病的小

鼠在拉曼光谱上存在较大的差异。与正常小鼠相比，糖

尿病小鼠白细胞拉曼光谱在光谱形状以及谱峰强度上都

有可能发生变化，由此可进一步反映出糖尿病小鼠血液

中某些分子或细胞会随着糖尿病病情的发展而发生变

化。因此，白细胞的拉曼光谱在糖尿病的诊断与普查上可能存在巨大的应用价值。白细胞拉曼光谱中包含

着许多生物分子的振动光谱信息，例如某些蛋白质、脂肪以及核酸分子等都有可能由于小鼠患有糖尿病而在

数量和结构上发生某种变化。为了更好地理解实验所观察到的由白细胞拉曼光谱的变化所反映出的生物分

子变化的机理，根据相关文献，在表１中列出了白细胞拉曼光谱中每个谱峰可能对应的谱峰归属情

况［８，１４～１７］。由图３（ｂ）谱线可见，糖尿病白细胞拉曼光谱比正常情况下多出１３０２ｃｍ－１拉曼峰。１３０２ｃｍ－１峰

归属于蛋白质伸缩振动，由此可知，糖尿病小鼠白细胞中蛋白质含量增加，导致此峰的出现。这个结果和相

关文献报道［１８］在２型糖尿病机体中Ｃ反应蛋白（ＣＲＰ）合成增加的结果是一致的。

表１ 拉曼光谱归属

Ｔａｂｌｅ１ ＡｓｓｉｇｍｅｎｔｏｆＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒａ

Ｐｅａｋｐｏｓｉｔｉｏｎ／ｃｍ
－１ Ａｓｓｉｇｍｅｎｔ

７２５ Ｃ－Ｓ（ｐｒｏｔｅｉｎ）／ＣＨ２ｒｏｃｋｉｎｇ／ａｄｅｎｉｎｅ

７８５ ＤＮＡ：Ｏ－Ｐ－Ｏ，ｃｙｔｏｓｉｎｅ，ｕｒａｃｉｌ，ｔｈｙｍｉｎｅ

９３５ Ｃ－Ｃｓｔｒｅｔｃｈｏｆｐｒｏｌｉｎｅｒｉｎｇａｎｄｖａｌｉｎｅ

１００３ Ｓｙｍｍｅｔｒｉｃｒｉｎｇｂｒｅａｔｈｉｎｇｍｏｄｅｏｆｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ

１０９７ Ｃ－Ｃｓｔｒｅｔｃｈ，Ｏ－Ｐ－Ｏ－ｓｔｒｅｔｃｈ

１２５７ ＡｍｉｄｅⅢ

１３０２ ＡｍｉｄｅⅢ

１４５１ ＣＨ２ｂｅｎｄｉｎｇｍｏｄｅｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＣＨ３ＣＨ２ｔｗｉｓｔｉｎｇｍｏｄｅｏｆｌｉｐｉｄ

１６６４ ＡｍｉｄｅⅠ

　　拉曼光谱７８５、１０９７ｃｍ
－１与１４５１ｃｍ－１的峰高比在糖尿病小鼠内明显升高。７８５ｃｍ－１峰归属于胸腺嘧

啶、胞嘧啶，１０９７ｃｍ－１峰归属于ＤＮＡ磷酸离子Ｏ－Ｐ－Ｏ，１４５１ｃｍ－１峰归属脂类弯曲振动峰。计算表明糖

尿病小鼠内白细胞中的犐７８５／犐１４５１（０．１６）、犐１０９７／犐１４５１（０．７２）明显高于体内正常的犐７８５／犐１４５１（０．０７）、犐１０９７／犐１４５１

（０．５２）。这些谱线的增强可能的解释为糖尿病小鼠血管中氧自由基对于白细胞中ＤＮＡ有损伤，谱线强度

升高，说明可能ＤＮＡ发生了单链、双链的断裂
［１９，２０］。

在糖尿病的白细胞拉曼光谱中１４５１ｃｍ－１峰明显比正常情况下的高，这个峰归属于脂类ＣＨ３ＣＨ２ 弯曲

振动峰。强度的升高表明糖尿病小鼠中白细胞膜脂受损，脂酰基链骨架发生了断裂［２１］。可能是由于糖尿病

小鼠的白细胞表面黏附分子表达增加，增强了与血管内皮细胞的相互作用，极易黏附于血管内皮细胞表面，

进一步白细胞可被激活，产生和释放多种毒性物质如氧自由基，对白细胞膜进行氧化，膜上的脂类物质受

损［２２］。

拉曼光谱峰１２５７、１４５１、１６６１ｃｍ－１在糖尿病白细胞中明显升高，这三个峰分别归属于蛋白质酰胺Ⅲ、蛋

白质ＣＨ２ 振动模型、蛋白质酰胺Ⅰ，表明糖尿病小鼠血管中氧自由基使白细胞中蛋白质主链和氢键断裂使
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氢键体系发生变化［２３］，导致峰强升高。

从图４可见，糖尿病小鼠和正常小鼠白细胞光谱数据的主成分得分分布在两个不同的空间区域，正常小

鼠分布的区域比较小，比较集中，而糖尿病小鼠分布的区域比较大，较分散。究其原因，可能是在病理情况

下，随着糖尿病病情的发生发展，小鼠白细胞中各种成分将发生较大变化，同时不同白细胞个体之间也会有

很大的差异，由于这些差异，造成糖尿病小鼠ＰＣＡ得分三维散点分布图在空间分布的区域较大，而且比较松

散；而正常白细胞由于其成分相对比较稳定，因此分布比较集中。

４　结　　论

利用激光光镊拉曼光谱并结合多变量统计分析方法来研究糖尿病小鼠体内和正常小鼠的白细胞。以拉

曼光谱结合ＰＣＡ统计分析可用于糖尿病的检测和诊断研究，诊断特异性和灵敏度达到９８％。拉曼光谱谱

峰归属分析表明，糖尿病小鼠白细胞与正常白细胞在生化成分上存在一定差异。与正常白细胞相比，糖尿病

小鼠白细胞中的核酸、脂类以及蛋白质成分偏高。这些变化可能是由于２型糖尿病是一种细胞因子介导的

炎性反应，一种先天的免疫性疾病，是由血管受损产生的过多氧自由基对白细胞的作用引起的。ＰＣＡ能够

很好地区分正常和糖尿病小鼠体内的白细胞。结果表明，活体白细胞的拉曼光谱分析很有希望发展成为一

种无损检测与筛查糖尿病的临床诊断工具。
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