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外周血中单个网织红细胞与小淋巴细胞的拉曼光谱
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摘要　为了在外周血中准确区分大小相近的网织红细胞和小淋巴细胞，采用光镊与拉曼光谱结合的单细胞技术。

研究发现大鼠血液中单个网织红细胞和小淋巴细胞的光谱形态相差很大，主要体现在以下位置：１２１２，１５４８，

１６０７，１６１６，１００１，１６６１ｃｍ－１（以上与蛋白质相关），１５８４ｃｍ－１（与核酸相关）。通过分析部分特征峰，证明小淋

巴细胞相对于网织红细胞而言，所含有的核酸含量高，蛋白质含量少。通过主成分分析和判别分析两种统计方法

进行分析，均可完全区分这两种细胞。通过上述分析，得到了一种光谱学上快速、准确地区分外周血中网织红细

胞和小淋巴细胞的方法，同时也为在现代生物医学研究血细胞提供一种识别依据和手段。
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１　引　　言

拉曼光谱是一种产生于分子或晶格振动能级的

光子非弹性散射光谱。分子中不同化学键的振动方

式对应着拉曼光谱特征峰位置、强度和线宽，从不

同物质的拉曼光谱可以推断出所含分子的组成与结

构 ［１～６］。激光镊子与拉曼光谱结合技术突破了传

统的拉曼光谱群体信息的研究。这种单细胞技术兼

具光镊与拉曼光谱的优势，可在接近生理状态下研
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究单个活体，如细胞、细胞器或生物大分子，对研

究对象的生理生化过程进行实时跟踪 ［７～１４］。目前，

在血液学研究的范围包括不同物种的红细胞、血小

板的拉曼光谱 ［５～７］，正常人与患有白血病的病人Ｔ

细胞与Ｂ细胞的拉曼光谱
［１５］，人类Ｔ细胞的活化

过程 ［１６］等。这些单细胞的研究已取得一定的进

展，然而没有涉及到大鼠的小淋巴细胞和网织红细

胞相比较的拉曼光谱分析。

大鼠是人类疾病的动物模型（Ａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌｏｆ

ｈｕｍａｎｄｉｓｅａｓｅｓ）的常用材料之一，即生物医学科学

研究中所建立的具有人类疾病模拟性表现的动物实

验常用对象和材料。在光学显微镜下，大鼠血液中

的网织红细胞与小淋巴细胞的形态与大小基本一

样，不容易区分。若采用染色的方法，则容易对细

胞产生损伤，使细胞丧失活性，并且速度慢，不适

合在体内或体外对细胞功能进行跟踪研究。

选择常见的动物模型ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（Ｓ．Ｄ．）

大鼠，运用光镊与拉曼光谱结合的单细胞技术，在

悬浮液中研究单个细胞网织红细胞和小淋巴细胞的

拉曼光谱。并通过主成分分析方法 （Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）和 判 别 分 析 方 法

（Ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔｆｕｎｃｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ，ＤＦＡ）两种统计分

析方法对不同细胞加以区分，探索了一种在光谱学

上快速、准确区分细胞的方法，同时也为动物模型

在现代生物医学研究中提供一种手段。

２　实　　验

２．１　血样的采集与保存

动物Ｓ．Ｄ．大鼠，体重１８０～２００ｇ，雄性，由广

西医科大学实验动物中心提供。合格证号：ＳＣＸＫ

桂２００３００３。以全价颗粒饲料饲喂，自由采食，自

由饮 水。断 尾 采 血，所 采 血 样 与 １０％ ＥＤＴＡ

（ＰＨ８．０）按体积比４∶１比例混合抗凝。抗凝血取

出１００μｌ用０．９％的生理盐水稀释至０．５ｍｌ，４℃

保存，作为细胞拉曼光谱的测试样品。

２．２　实验装置

实验装置如图 １ 所 示。一 束 二 极 管 激 光

（７８０ｎｍ，１５ｍＷ）经过滤波后被导入一台倒置生物

显微镜（ＮｉｋｏｎＴＥ２０００Ｕ），激光束经显微镜物镜

（油浸，ＮＡ１．３０，１００×），聚焦后在焦点附近形成

光镊 ［１７］，同时构成光镊的激光束也用来激发被俘

获细胞的拉曼散射光谱，拉曼散射信号被聚焦进光

谱仪（ＳｐｅｃｔｒａＰｒｏ２３００ｉ，Ａｃｔｏｎ，６００ｇ／ｍｍｂｌａｚｅｄ

ａｔ８７０ｎｍ）狭缝入口处，通过ＣＣＤ探测器接受拉曼

信号，并传输到计算机形成拉曼光谱图［５，６，１８］。

图１ 实验装置图

Ｆｉｇ．１ ＳｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｔｈｅＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ

２．３　光谱数据的收集与处理

细胞被俘获在样品池石英片上方约８μｍ 位

置，调整激光束在会聚点的功率约１５ｍＷ，拉曼信

号收集时间为１５ｓ，得到单个细胞的拉曼光谱

犛ａｃｑ（υ）（含有背景拉曼光谱）；光镊释放细胞，保持

激光束聚焦高度不变，用同样的时间收集背景拉曼

光谱犛ｂｇ（υ）。每次俘获并收集２５个细胞的拉曼光

谱，光谱数据转换为ＡＳＣⅡ数据，输入软件 Ｍｉｃｒｏ

Ｏｒｉｇｉｎ６．０进行处理，选取特征峰集中的６００～

１８００ｃｍ－１的指纹区域做光谱分析。

每组细胞随机选择２５个细胞光谱和３个背景

光谱，应用 Ｍａｔｌａｂ７．０软件包，将每个细胞测得的

光谱先减去来自溶液、盖玻片和光学部件的背景光

谱犛ｂｇ（υ），再经系统响应函数犚（υ）校正得到单个

细胞的实际光谱：犛ａｃｔ（υ）＝ ［犛ａｃｑ（υ）－犛ｂｇ（υ）］

犚（υ）。然后，应用ＰｙＣｈｅｍ３．０．４Ｂｅｔａ软件做ＰＣＡ

与ＤＦＡ，输出结果。

３　结果与讨论

３．１　显微镜下图像分析

大鼠血液中的细胞在悬浮液中的图像如图２所

示。在光学显微镜下，无光镊作用时，成熟红细胞

呈圆盘状，中间略显凹面；网织红细胞（直径约

５μｍ）呈圆形；小淋巴细胞（直径４～６μｍ）成圆球

形。有光镊作用时，成熟红细胞凹面发生形变，使

得两端似哑铃状［５］。而图２中间的细胞形态变化

小。

结合图３，可以推断出在光镊作用下形态变化

小的细胞为网织红细胞。如图３所示，从曲线（ａ）

４４０１
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图２ 成熟红细胞、网织红细胞与小淋巴细胞的图像（放

大１００倍）。（ａ）无光镊作用；（ｂ）有光镊作用

Ｆｉｇ．２ Ｉｍａｇｅｓｏｆｍａｔｕｒｅｒｅｄｂｌｏｏｄｃｅｌｌｓ，ｒｅｔｉｃｕｌｏｃｙｔｅｓａｎｄ

ｓｍａｌｌｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ（１００×）．（ａ）ｗｉｔｈｏｕｔｏｐｔｉｃａｌ

　　ｔｗｅｅｚｅｒｓ；（ｂ）ｗｉｔｈｏｐｔｉｃａｌｔｗｅｅｚｅｒｓ

和（ｂ）中可以看出该细胞与成熟红细胞的拉曼光谱

的峰形与特征峰完全相同，而曲线（ｃ）中，它们的差

谱曲线几乎成一条直线，说明两者的物质丰度也基

本一致。这说明，在光镊作用下，变化微小的细胞

属于红细胞的一种，而不属于成熟红细胞。

然而，由于网织红细胞是未完全成熟的红细

胞，从骨髓进入血液中，内含丰富的血红蛋白。不

过它的细胞浆内仍存有多少不等的未完全退化的细

胞核成分核糖核酸（ＲＮＡ）。它支撑着细胞，数天

后会消失，血红蛋白不再增加时，变成成熟红细

胞。故在光镊的作用下，细胞膜会收缩，略微变

小，形状基本不变，而不会像成熟红细胞的变形程

度很大。因此，可以确认在光镊作用下形态变化微

小的红细胞为网织红细胞。

小淋巴细胞含有细胞核，有光镊作用时，形状

大小基本不变，如图２所示。在显微镜下，成熟红

细胞的特征都很明显，尤其在光镊的作用下，成熟

红细胞的形态特殊，极易辨认。因此仅凭光镊的作

用足以在外周血中区分成熟红细胞。然而，在显微

镜下，网织红细胞与小淋巴细胞的形态与大小基本

一样，不容易区分，只是在光镊作用下，略有区别。

显然，这种区别作为准确区分网织红细胞与小淋巴

细胞区分的依据是不够充分的。

图３ 单个网织红细胞犪与成熟红细胞犫的拉曼光谱图。曲线

犮是曲线犫与曲线犪的差谱。激光波长７８０ｎｍ，

功率１５ｍＷ，光谱采集时间１５ｓ

Ｆｉｇ．３ Ｒａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｓｉｎｇｌｅｒｅｔｉｃｕｌｏｃｙｔｅｓ犪ａｎｄｒｅｄｂｌｏｏｄ

ｃｅｌｌ犫ｏｆＳ．Ｄ．ｒａｔ．Ｃｕｒｖｅ犮ｉｓｔｈｅｓｕｂｔｒａｃｔｉｏｎｏｆｃｕｒｖｅｂ

ｆｒｏｍｃｕｒｖｅａ．Ｆｏｒａｌｌｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ，ｔｈｅｌａｓｅｒｐｏｗｅｒｉｓ

１５ｍＷａｔ７８０ｎｍａｎｄｔｈｅｄａｔａａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎｔｉｍｅｉｓ１５ｓ

３．２　细胞光谱图

大鼠网织红细胞的直径大约为５μｍ，其拉曼

光谱图如图４所示。从图４曲线犪可知，主要特征

峰对应的均是蛋白质（氨基酸）、脂类和核酸的基团，

如芳香族氨基酸 （苯丙氨酸 １００１，１２１２，１６０７

ｃｍ－１，酪氨酸１６０７，１６１６ｃｍ－１），杂环族氨基酸

（色氨酸７５２，１２１２，１５４８，１６０７，１６１６ｃｍ－１），蛋

白质（１３３８，１４４９，１６６１ｃｍ－１），核酸类（７８６，１５８４

ｃｍ－１），脂 类 （１３０６，１４４９ｃｍ－１），如 表 １ 所

示 ［１６，１９］。通过以上分析可知，网织红细胞以氨基

酸为代表的蛋白质（主要是血红蛋白）所占含量最

多，还有少量脂类和核糖核酸ＲＮＡ
［２０］。

　

表１　细胞拉曼光谱特征峰归属
［１６，１９，２１～２５］

Ｔａｂｌｅ１　Ｒａｍａｎｂａｎｄｓｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｔｈｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｉｒｔｅｎｔａｔｉｖｅａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｓ
［１６，１９，２１～２５］

Ｐｅａｋｐｏｓｉｔｉｏｎ／ｃｍ
－１ ＴｅｎｔａｔｉｖｅｐｅａｋａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｓｆｏｒＲａｍａｎｔｉｓｓｕｅｓｐｅｃｔｒａ

７５２ Ｓｙｍｍｅｔｒｉｃｂｒｅａｔｈｉｎｇｏｆｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ

７８６ ＤＮＡ：ＯＰＯ，ｃｙｔｏｓｉｎｅ，ｕｒａｃｉｌ，ｔｈｙｍｉｎｅ

８９５～８９９ ＤＮＡｂａｃｋｂｏｎｅ／ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｓｅ

１００１～１００２ Ｓｙｍｍｅｔｒｉｃｒｉｎｇｂｒｅａｔｈｉｎｇｍｏｄｅｏｆｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ

１０９４ Ｃ－Ｃｓｔｒｅｔｃｈ，Ｏ－Ｐ－Ｏｓｔｒｅｔｃｈ（ｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｓ）

１２１２ Ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎａｎｄｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ（υＣ!Ｃ６Ｈ５）

１２５７ ＡｍｉｄｅＩＩＩ：／ａｄｅｎｉｎｅ／ｃｙｔｏｓｉｎｅ

１３０６ ＣＨ２ｄｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ｌｉｐｉｄ）／ａｄｅｎｉｎｅ，ｃｙｔｏｓｉｎｅ
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（续表）

Ｐｅａｋｐｏｓｉｔｉｏｎ／ｃｍ
－１ ＴｅｎｔａｔｉｖｅｐｅａｋａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｓｆｏｒＲａｍａｎｔｉｓｓｕｅｓｐｅｃｔｒａ

１３３５～１３４５ ＣＨ３ＣＨ２ｗａｇｇｉｎｇｍｏｄｅｏｆｃｏｌｌａｇｅｎ

１３３６～１３３８ Ｐｏｌｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｃｈａｉｎ（ＤＮＡｐｕｒｉｎｅｂａｓｅｓ）

１４４９ Ｐｒｏｔｅｉｎ／ｌｉｐｉｄ

１５４８ Ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ

１５８４ Ｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｐｕｒｉｎｅｂａｓｅｓ（ｇｕａｎｉｎｅ，ａｄｅｎｉｎｅ）

１６０７ Ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ（υ８ａ）／ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ／ｔｙｒｏｓｉｎｅ

１６１６ Ｃ＝Ｃｓｔｒｅｔｃｈｉｎｇｍｏｄｅｏｆｔｙｒｏｓｉｎｅａｎｄｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ

１６６１ ＡｍｉｄｅＩ：αｈｅｌｉｘ

图４ 单个网织红细胞犪与小淋巴细胞犫的拉曼光谱。犫×

３表示光谱强度增加到原来的三倍。激光波　

长７８０ｎｍ，功率１５ｍＷ，光谱采集时间１５ｓ

Ｆｉｇ．４ Ｒａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｓｉｎｇｌｅｒｅｔｉｃｕｌｏｃｙｔｅｓ犪ａｎｄｓｍａｌｌ

ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ犫ｏｆＳ．Ｄ．ｒａｔ．Ｔｈｅｎｏｔｅ犫×３ｓｈｏｗｓｔｈｅ

ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｓｍａｌｌｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ

ｍａｇｎｉｆｉｅｄｔｈｒｅｅｔｉｍｅｓ．Ｆｏｒａｌｌｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ，ｔｈｅ

ｌａｓｅｒｐｏｗｅｒｉｓ １５ ｍＷ ａｔ ７８０ ｎｍ 　 　 　

ａｎｄｔｈｅｄａｔａａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎｔｉｍｅｉｓ１５ｓ

　　小淋巴细胞是无核白细胞中淋巴细胞的一种，

直径较小，因此得名。淋巴细胞内含丰富的游离核

糖体，少量线粒体和粗面内质网 ［１６］。外周血淋巴细

胞中小淋巴细胞的数量最多，直径为４～６μｍ。从

图４曲线犫上看，主要特征峰对应的是蛋白质（１３３８，

１３７８，１４４９，１６６１ｃｍ－１），芳香族氨基酸（苯丙氨酸

１００１ｃｍ－１），核酸（嘌呤嘧啶类１０９４，１２５７，１３３８，

１３７８，１５８４ｃｍ－１；ＤＮＡ７８６，８９５，１０９４ｃｍ－１），杂环

族氨基酸（色氨酸７５２ｃｍ－１），脂类（１０９４，１４４９，

１３７８ｃｍ－１），核糖体（去氧核糖８９５ｃｍ－１）
［１９，２１～２５］。

通过光谱图的强度分布可得，小淋巴细胞的核酸，蛋

白质（氨基酸）两者含量相当。

因此，从光谱图上的强度分析，可获知网织红

细胞与小淋巴细胞的光谱峰形，以及特征峰对应的

内部成分存在很大差异，其中主要的差别是：网织

红细胞（１２１２，１５４８，１６０７，１６１６ｃｍ－１）与小淋巴细

胞（１００１，１６６１ｃｍ－１）不同种类的蛋白质，以及相

同种类的核酸（１５８４ｃｍ－１）。如图４所示，可直接

从峰形区分这两种细胞。

３．３　部分特征峰的柱状图分析

以７８６，１００１，１５８４ｃｍ－１为例，这三个特征峰

是网织红细胞与小淋巴细胞共含有的，但是两者的

强度却大不一样，在７８６ｃｍ－１处，小淋巴细胞的强

度略微高于网织红细胞的，而１００１ｃｍ－１处，网织

红细 胞 的 强 度 明 显 高 于 小 淋 巴 细 胞 的，在

１５８４ｃｍ－１处，小淋巴细胞的强度与网织红细胞的

接近，如下图５所示。小淋巴细胞所特有的特征峰

１０９４ｃｍ－１（核酸）在网织红细胞中没有；而网织红细

胞所特有的特征峰１５４８ｃｍ－１（蛋白质）在小淋巴细

胞中没有。从某种程度上，这说明小淋巴细胞相对

于网织红细胞而言，在７８６，１０９４ｃｍ－１对应的核酸

含量高，１５８４ｃｍ－１对应的含量相当；而 １００１，

１５４８ｃｍ－１对应的蛋白质含量少或没有。

图５ 网织红细胞与小淋巴细胞的部分

特征峰强度的柱状图

Ｆｉｇ．５ ＩｎｔｅｎｓｉｔｙｈｉｓｔｏｇｒａｍｏｆｓｏｍｅＲａｍａｎｐｅａｋｓ

ｏｆｒｅｔｉｃｕｌｏｃｙｔｅｓａｎｄｓｍａｌｌｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ

３．４　网织红细胞与小淋巴细胞的ＰＣＡ与ＤＦＡ

将网织红细胞与小淋巴细胞的光谱数据分别取

２５个，共５０个数据分别做ＰＣＡ和ＤＦＡ（如图６）。

在图中，ｌ代表小淋巴细胞，ｒ代表网织红细胞，其

后的数字是所对应的标号１～２５。在图６（ａ）中可以
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４期 艾　敏等：　外周血中单个网织红细胞与小淋巴细胞拉曼光谱

清楚地看到，ＰＣＡ能清楚地把小淋巴细胞与网织

红细胞区别开来，测试的数据相对集中，区分率可

达１００％。在图６（ｂ）中，ＤＦＡ可以清楚地区分网

织红细胞与小淋巴细胞，区分率达１００％。

总体来讲，网织红细胞与小淋巴细胞在内部结

构的差异性很大。因此，无论是ＰＣＡ还是ＤＦＡ，

都可以将网织红细胞与小淋巴细胞清楚地区别开，

区分程度可达１００％。而且在图６，网织红细胞分

布比较密集，而小淋巴细胞则分布比较散落，这说

明网织红细胞内部的均匀性比小淋巴细胞的好。

图６ 单细胞的ＰＣＡ分析 （ａ）；ＤＦＡ（ｂ）分析

Ｆｉｇ．６ ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｓｓｐｅｃｔｒａｂａｓｅｄｏｎＰＣＡ（ａ）；ＤＦＡ（ｂ）

４　结　　论

利用光镊与拉曼光谱结合的单细胞技术，测量

了单个红细胞、网织红细胞以及小淋巴细胞的拉曼

光谱。通过光谱分析，可得光谱的差异主要体现在

网织红细胞（１２１２，１５４８，１６０７，１６１６ｃｍ－１对应蛋

白质）与小淋巴细胞（１００１，１６６１ｃｍ－１对应蛋白质）

所含 的 不 同 种 类 蛋 白 质，以 及 同 种 类 核 酸

（１５８４ｃｍ－１）。利用光谱特征峰、ＰＣＡ和ＤＦＡ等方

法，都可迅速且准确地在外周血中区分网织红细胞

与小淋巴细胞，区分率可达１００％。这种区分能力

在光学显微镜下仅凭肉眼观察是不能实现的。这为

生物医学中的血细胞检测，提供了一个迅速的光谱

技术手段，也为动物模型在现代生物医学研究中提

供了一种参考手段。
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