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摘要　分析了肺腺癌细胞和间皮细胞间的拉曼位移及细胞化学染色形态学特征参数间的关系,为非创伤性检查肿

瘤细胞提供参考.选择A５４９和 MetＧ５A两种细胞进行拉曼光谱分析,将两种细胞进行H&E和PAP染色,计算其

形态学图像特征.两种细胞在１０８２,１１５５,１３０４cm－１处存在拉曼位移.通过图像识别A５４９和 MetＧ５A细胞的能

量标准差,采用PAP染色方法的两种细胞差异具有统计学意义(p＜０．０５),但是采用H&E染色方法的两种细胞差

异无统计学意义(p＞０．０５);对于颜色均值特征值,采用两种染色方法的两种细胞差异均具有统计学意义(p＜
０．０５).基于化学物质亲和特性,从肿瘤物质表达及堆积结构方面分析肺癌细胞拉曼位移特征,实验结果显示,临床

组织病理染色分析核酸及蛋白表达特征,而拉曼光谱分析发现肺癌细胞存在核酸、蛋白表达及脂质结构的拉曼峰

位移,这为拉曼检测肿瘤细胞物质波峰设定提供参考.
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１　引　　言

当入射光照射物质时,基态分子受入射光子激

发,跃迁到某一激发态,处于激发态的分子不稳定,
小部分激发态分子在短时间内返回到基态,并发出

与入射光能量不同的光子,这种现象被称为拉曼散

射.拉曼散射光与入射光的频率差被称为拉曼位

移[１Ｇ２],拉曼位移与物质的分子振动、转动能级及物

质结构有关.因此,拉曼光通过无创伤探测细胞内

物质分子官能团的振动光谱反映物质分子结构,可
实现分析分子水平细胞的物质表达[３Ｇ４].

最近,采用拉曼光谱分析各类癌症的光谱特征

的报道有许多.梁昊岳等[５]应用拉曼光谱准确区分

急性早幼粒细胞白血病(M３)和急性单核细胞白血

病(M５)细胞.叶宇煌等[６]基于拉曼光谱准确区分

鼻咽癌细胞株和正常鼻咽细胞株,灵敏度和特异性

分别达到９０％和１００％.杨文沛等[７]应用拉曼光谱

准确区分正常细胞和肝癌细胞.付莉等[８]对肺癌组

织和正常肺组织进行了拉曼光谱研究,得出两者的

拉曼光谱差异具有统计学意义.
肺癌病理细胞是肺癌肿瘤转移及浸润的基础,

通过病理细胞免疫组织化学染色辅助鉴别肿瘤细

胞[９Ｇ１１].探索肺癌肿瘤细胞及非肿瘤组织细胞的化

学染色特征及拉曼光谱特征,可为无创性检测提供

实验依据.
本文基于肺腺癌细胞病理特征选择A５４９细胞

系为肿瘤细胞,MetＧ５A细胞系为非肿瘤组织细胞,
分析这两种细胞的拉曼位移特征,并比较病理染色

的细胞图像特征.

２　基本原理

２．１　细胞培养

A５４９细胞系为肺腺癌细胞,来自天津医科大学

肿瘤医院;MetＧ５A细胞系是间皮细胞,来自北纳公

司.A５４９ 细 胞 使 用 Gibco 生 产 的 Dulbecco′s
ModifiedEagleMedium (DMEM)培养基,MetＧ５A
细胞使用Solarbio生产的DMEM培养基,在３７℃、

５％CO２(体积分数)的温箱中孵育,培养到合适密度

后收集待用.

２．２　组织细胞巴氏(PAP)染色

将收 集 的 细 胞 用 磷 酸 盐 缓 冲 液 (０．０１ mol,

PBS)清洗、涂片,涂片干燥后,使用９５％乙醇(体积

分数,下同)固定１５min,依次在８０％、５０％乙醇中

３０s,苏木素染色３~５min,１％盐酸乙醇溶液分化

数秒后,稀碳酸锂水溶液蓝化３０s,依次在５０％、

８０％乙醇中３０s,置于９５％乙醇中脱水２min,橘黄

G染液中染２min,再用９５％乙醇洗两次,EA５０染

液染３min,９５％乙醇洗两次后,无水乙醇脱水,二甲

苯透明,中性树胶封固,镜检.

２．３　细胞H&E染色

将收集的细胞用PBS清洗、涂片,涂片干燥后,
用９５％乙醇固定,苏木素染色１０min,分化液分化

３０s,自来水浸泡,伊红染色１min,自来水浸泡,脱
水,二甲苯透明,中性树胶封固,镜检.

２．４　细胞台盼蓝染色

将收集到的细胞用PBS清洗重悬,细胞悬液与

４％台盼蓝染液(Solarbio)以９∶１比例混合,染色

３min后细胞冲池计数,计数３次.

２．５　拉曼光谱分析两类细胞

将A５４９细胞和 MetＧ５A细胞放在培养皿中培

养,两种细胞均贴壁生长,待细胞生长状态良好、布
满培养皿底层时,用PBS将细胞冲洗干净,使用拉

曼光谱仪(Alpha３００R,WITec,德国)测量拉曼光

谱.使用二极管激光器激发５３２nm的光源,由于

拉曼信号通常非常弱,为了收集到稳定的生物信号,
采集时间为６s,用于记录每个光谱.激光功率为

５４．３mW.收集从７００cm－１到１７００cm－１的拉曼光

谱,该波段包含最有用的生物学信息.

２．６　图像分析

在医学图像处理中,纹理是鉴定细胞的重要特

征.分析图像的纹理,可以描述细胞的空间强度分

布和特定颜色.灰度共生矩阵是用于检查纹理的常

用统计方法,其考虑了像素之间的空间关系.颜色

特征对于从血细胞中获取相关信息非常重要.使用

Matlab软件中自行设计的程序分析细胞的特征参

数,对H&E、PAP染色的细胞照片进行特征分析,
分别分析两种细胞的特征值,即能量标准差和颜色

均值.灰度共生矩阵用于表示图像中相距为d 的

两个灰度像素同时出现的联合概率分布.用条件概

率来反映纹理,是相邻像素具有灰度相关性的表现.
设I为一幅二维数字图像,其大小为 M×N,

灰度级别为L,图像中每一点的灰度级可以表示为

I(x,y),在图像中任取两点(k,l)、(m,n),两点形

成一 个 点 对,设 该 点 对 的 灰 度 值 为 (i,j),即

I(k,l)＝i,I(m,n)＝j,则灰度共生矩阵P 是一个

L×L 的方阵,其方阵中元素定义为

P(i,j,d,θ)＝＃ [(k,l),(m,n)]{ ∈
Ω I(k,l)＝i,I(m,n)＝j} , (１)
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式中:d＝max(l－m ,k－n ),即两个像素点的

横、纵坐标距离的最大值;θ为两个像素点之间的角

度,通常选取东Ｇ西、西北Ｇ东南、南Ｇ北、东北Ｇ西南４
个方向(以左上角为起点),即０°、４５°、９０°、１３５°.

能量即灰度共生矩阵中平方元素的和,也是对

图像纹理的灰度变化稳定程度的度量,反映了图像

灰度分布均匀程度和纹理粗细度.能量值越大,表
明当前纹理是一种变化稳定的纹理,也称为一致性.

E＝∑
L－１

i＝０
∑
L－１

i＝０

[P(i,j)]２, (２)

式中:P(i,j)为灰度共生矩阵中第i行、第j 列元

素的值;L 表示分成的总的灰度等级.
颜色直方图表示不同颜色在整幅图像中占据的

比例,是表征颜色分布的常用方法.颜色均值可表

示为

H(i)＝
ni

N
,i＝０,１,,L－１, (３)

u＝∑
L－１

i＝０
iH i( ) , (４)

式中:i表示像素的灰度等级;ni 表示具有灰度级i
的像素数目;N 表示图像中总的像素数目.

２．７　统计学分析

使用SPSS１９．０统计学软件对所有数据进行分

析,结果以均值±标准差(x±s)形式体现,两种细

胞间图像特征比较采用独立样本t检验,p＜０．０５
为差异具有统计学意义.

３　结果与分析

３．１　观察A５４９细胞和 MetＧ５A细胞的生长状态

A５４９细胞和 MetＧ５A细胞均是可以体外培养

的细胞,其生长经历了新分化到细胞老化的过程.
本实验同时培养A５４９和MetＧ５A两种细胞系细胞.
从培养第一天开始,每天取细胞进行台盼蓝染色,重
复３次记录细胞成活率,在３d后,A５４９和 MetＧ５A
细胞 成 活 率 分 别 达 到 ９６％ ±０．４１％ 和 ９４％ ±
０．５２％,如图１所示.经过台盼蓝染色后计数存活细

胞,A５４９细胞的最高成活率为９６％±０．４１％,MetＧ５A
细胞的最高成活率为９４％±０．５２％.另外,利用光学

显微镜观察培养细胞形态学特征,A５４９细胞为不规

则圆形及部分细胞呈现细胞纤维突出状,细胞的遮光

程度比较均匀;MetＧ５A细胞多数呈现纤维状,细胞遮

光程度也比较均匀,如图２所示.

图１ 细胞培养天数与细胞存活率的趋势

Fig敭１ Trendsincellculturedaysandcellviability

图２ 光学显微镜观察A５４９和 MetＧ５A两种细胞随培养时间的延长生长形态学特征.(a)A５４９;(b)MetＧ５A
Fig敭２ MorphologicalcharacteristicsofA５４９andMetＧ５Acellsinopticalmicroscopywithextensionofculturetime敭

 a A５４９  b MetＧ５A

３．２　分析A５４９和 MetＧ５A细胞的拉曼位移

A５４９细胞是肺癌肿瘤细胞中被广泛使用的细

胞系,能够体现肺癌肿瘤细胞生物分子表达;而

MetＧ５A细胞为正常间皮细胞系,可以显示正常间

皮细胞生物分子表达.探讨两种细胞生物分子表达

的差别有利于临床诊断肺癌.迄今为止,临床病理
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组织采用细胞化学染色的方法鉴别肿瘤细胞,作为

临床诊断的金标准,但是属于创伤性检测方法.探

讨肺癌细胞拉曼光谱特征,有利于探索非创伤性检

测方法.本实验对A５４９细胞和 MetＧ５A细胞培养

３d,细胞繁殖层数均匀,严密覆盖培养皿底层,采
用拉曼光谱仪显微镜观察到 A５４９细胞和MetＧ５A

细胞均严密填充培养皿底层,如图３所示.采用拉

曼光谱仪测定所有被检细胞,拉曼光谱仪结果显示,

A５４９ 细 胞 与 MetＧ５A 细 胞 在 拉 曼 特 征 峰

１０８２cm－１,１１５５cm－１及１３０４cm－１处出现拉曼峰

移现象,如图４所示.拉曼光谱特征峰值归属如

表１所示.

图３ 拉曼仪器下的A５４９和 MetＧ５A细胞光学图像.(a)A５４９;(b)MetＧ５A
Fig敭３ OpticalimagesofA５４９andMetＧ５AcellsunderRamaninstruments敭 a A５４９  b MetＧ５A

图４A５４９和 MetＧ５A细胞的拉曼位移特征比较.实箭

头指示１０８２cm－１拉曼峰,虚箭头指示１１５５cm－１

　　　　　　　　拉曼峰

Fig敭 ４Comparison of Raman shift characteristics
betweenA５４９and MetＧ５Acells敭Solidarrow

indicatesRamanpeakat１０８２cm－１ anddotted

arrowindicatesRamanpeakat１１５５cm－１

３．３　H&E及PAP分别染色A５４９和 MetＧ５A细胞

相同条件下,同时培养A５４９细胞和MetＧ５A细

胞,收集培养３d后的细胞,制备细胞涂片,利用

H&E及PAP两种染色方法分别对 A５４９细胞和

MetＧ５A细胞进行染色,如图５所示.对每个细胞

进行CCD图像采集,共计采集２００个细胞图像.光

学显微镜下分析细胞特征参数,采用自行设计的细

胞特征计算程序,分别计算A５４９细胞和MetＧ５A细

胞在H&E及PAP染色方法后的能量标准差及颜

色均值[１２Ｇ１３].对于能量标准差特征值,采用PAP染

色方法的两种细胞差异具有统计学意义,但是采用

H&E染色方法的两种细胞差异无统计学意义(p＞
０．０５);对于颜色均值特征值,采用两种染色方法的

两种细胞差异均具有统计学意义(p＜０．０５),如表２
所示.

表１　拉曼光谱的特征峰值分配

Table１　CharacteristicpeakassignmentsforRamanspectra

Peakposition/

cm－１
Major

assignments
PAP

stainaffinity

H&Estain
affinity

７８６ DNA:O－P－O ＋ ＋
１０８２ O－P－O－stretch ＋ ＋
１１５５ C－Nstretching(protein)＋＋ ＋
１２５８ AmideIII － －
１３０４ CH２deformation(lipid) － －

１４５０
CH２CH３twisting
mode(lipid)

－ －

１６５８
AmideI(C＝Ostretching
modeofproteins,

aＧhelixconformation)
－ －

Note:＋and＋＋indicateaffinitydegreeofH&EandPAP

dyeswithcorrespondingchemicalgroups;－indicatesthat

H&E and PAP dyes are negatively colored with

correspondingchemicalgroups．

　　在临床研究肺癌肿瘤拉曼特征时,采用肺癌组

织及肿瘤旁组织进行对照研究,这些研究基于细胞

的物质表达差异.肺癌细胞物质表达以及堆积结构

对拉曼光谱的影响均需要系统的研究.A５４９细胞

(体外培养生长附着或紧贴培养皿底)是广泛应用于

II型肺上皮细胞模型的肿瘤细胞,为肿瘤细胞模型;
而 MetＧ５A细胞为肺组织中存在的非肿瘤细胞.分

别观察两种细胞的物质表达及堆积结构的改变对拉

曼光谱的影响.实验同时培养A５４９和 MetＧ５A两

种细胞,细胞生长状态良好,在培养皿底部厚度均
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图５ 用PAP和 H&E分别染色A５４９和 MetＧ５A的结果.(a)(b)(e)(f)A５４９;(c)(d)(g)(h)MetＧ５A
Fig敭５ StainingresultsofA５４９andMetＧ５AcellswithPAPandH&E respectively敭 a  b  e  f A５４９ 

 c  d  g  h MetＧ５A

表２　两种染料分别染色A５４９和 MetＧ５A两种类型细胞的图像特征参数

Table２　ImagecharacteristicparametersofA５４９andMetＧ５Acellsstainedbytwodyes

Characteristicparameter Cell PAP(n＝１００) H&E(n＝１００)

Energyvariance

A５４９ ７．９１４１９±１．６６５２５ ７．９８６６４±１．６８４２１
MetＧ５A ４．６２４６９±１．３７５１１ ８．１６９４４±１．８３３５２

t １０．７７１ －０．５１９
p ＜０．００１ ０．６０５

Colormean

A５４９ ７．０６７９２±０．０４８９２ ７．１１５７０±０．０４１０７
MetＧ５A ７．１０３２１±０．０３６０２ ７．０５８２５±０．０２６１１

t －４．１０９ ８．３４７
p ＜０．００１ ＜０．００１

匀,台盼蓝染色显示了细胞存活率,A５４９细胞成活

率为９６％±０．４１％,MetＧ５A细胞成活率为９４％±
０．５２％,两种细胞生长情况近似.为比较肺癌肿瘤

细胞与对照细胞的拉曼特征,对培养了３d的A５４９
细胞和 MetＧ５A细胞进行拉曼光谱仪检测,结果显

示,两类细胞系在１０８２,１１５５,１０３４cm－１附近出现

拉 曼 峰 移 现 象. 根 据 基 础 研 究 报 道[１４Ｇ１６],

１０８２cm－１附近处为核酸分子磷酸二脂基团PO２－

的反对称伸缩振动,１１５５cm－１附近为蛋白质C—N
分子伸缩振动,１３０４cm－１附近为脂肪酸链CH２ 变

形振动.巴氏染色中的染料苏木素带正电荷,是碱

性染料,能够与细胞核内的脱氧核糖核酸(DNA)双
螺旋结构链中带负电荷的磷酸基亲和;EA５０染料

包括伊红和亮绿,属于酸性染料,在溶解媒介中为负

离子发色基团,可与蛋白质中带正电的氨基(C—N)
亲和,从而使胞浆显蓝色、绿色、橘黄色或红色,胞浆

颜色分明,易于分辨.H&E染色也是采用核酸、蛋
白与染料基团的亲和性辅助鉴别细胞物质表达.

细胞H&E染色结果显示,A５４９细胞核酸量高

于对照组细胞,如表２所示.两种细胞系的核酸及

细胞浆表达蛋白量出现差异,支持肿瘤细胞与对照

细胞在１０８２cm－１和１１５５cm－１附近出现峰移.另

外１３０４cm－１附近为脂肪酸键,PAP染色及 H&E
染色方法均不能够对细胞脂质进行染色,难以对肿

瘤细胞脂质紊乱进行分析.本实验拉曼峰移分别出

现核酸(DNA)、蛋白及脂质分子拉曼峰移三类特

征,提示肿瘤细胞在核酸复制、蛋白表达及脂质方面

均存在异常的可能.
肺癌组织细胞 H&E和PAP染色方法常用于

肺癌的临床病理诊断,但临床病理学家诊断的难点

是肿瘤细胞与非肿瘤细胞之间可能出现特征重叠,
导致临床诊断难度增大.本研究对 A５４９细胞和

MetＧ５A细胞同时进行PAP及 H&E染色,对染色

细胞图像特征进行分析,对于细胞图像特征参数能

量标准差,采用PAP染色方法的两种细胞差异具有

统计学意义,而采用 H&E染色方法的两种细胞差

异无统计学意义.这说明两种细胞在表达酸性染料

的亲和成分时有差异,但在表达嗜苏木素染料的亲

和成分时没有差异.而对于以图像识别为基础的反

映物质表达均一性的颜色均值,采用两种染色方法
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的两种细胞差异均具有统计学意义,如表２所示.
以细胞物质表达堆积结构,结合化学物质染色进行

图像分析,肿瘤细胞与非肿瘤细胞间存在差异,本文

方法只能分析细胞的核酸及蛋白质的差异两个因

素.通过对肺癌细胞(A５４９)的拉曼分析,能够获得

细胞核酸、蛋白表达以及脂质三类物质的结构特征,
比传统临床病理分析增加了一个因素,同时拉曼光

谱具有非创伤性检查的潜能.

４　结　　论

采用PAP和 H&E化学染色方法对肺癌肿瘤

细胞进行染色,分析肿瘤细胞的核酸及蛋白表达特

征,同时利用拉曼光谱分析肿瘤细胞在核酸、蛋白及

脂质成分的物质表达和堆积结构方面存在的拉曼位

移,实验结果表明,利用拉曼光谱分析肺癌肿瘤细

胞,有可能发现传统组织化学染色难于发现的病理

特征.
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