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摘要　论述了一种与光镊结合的显微拉曼光谱即“光镊 显微拉曼光谱”系统的构建方案。给出了利用该系统测得

的活细胞（大白鼠血细胞，酵母细胞）的微区拉曼光谱，并将红外光镊束缚下的Ａｒ＋激光激发的血细胞的拉曼光谱，

与用单一Ａｒ＋激光光镊束缚并同时激发的血细胞拉曼光谱，以及血细胞直接贴在基底上的拉曼光谱进行了分析对

比。实验表明，前者比后两种实验方案的血细胞拉曼光谱信号有显著提高。分析了红外１０６４ｎｍ光镊激光和可见

５１４．５ｎｍＡｒ＋激光对活细胞的损伤效应，发现高功率的红外激光对细胞的损伤作用远小于低功率的Ａｒ＋激光。并

将该系统应用于碳纳米管材料分析，获得了单壁碳纳米管的拉曼光谱。

关键词　显微拉曼光谱；激光光镊；光镊 拉曼光谱系统；活细胞拉曼光谱；单壁碳纳米管拉曼光谱
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１　引　　言

显微拉曼光谱可以获得微米尺度的物质结构和

化学组成信息，甚至单个细胞的组分和分布图

像［１～４］。然而，对悬浮在液体中的微小粒子或活细

胞进行测量时，由于热运动以致很难对样品进行准

确激发，通常的做法是将被测样品固定到基片上。

而基片对样品的拉曼散射信号有明显影响［５］。光镊

能稳定地束缚和操纵中性原子［６］、细胞、细菌和病

毒［７，８］等生物粒子。激光光镊与显微拉曼光谱仪二

者都是利用显微镜物镜形成高度会聚的激光光束，

所不同的是光镊是利用会聚光束形成的梯度势阱来

束缚样品粒子，而拉曼光谱是利用会聚光束对样品

进行微区拉曼激发。本文将二者结合，搭建了“激光

光镊 显微拉曼光谱系统”，有效地解决悬浮样品不
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易准确激发和基片对样品信号干扰的问题。实验表

明，用该系统可以测量单个活细胞表面或内部的微

区拉曼光谱，同时显著提高拉曼信号强度。有人曾

利用单一激光束同时作为光镊光源和拉曼激发光

源，获得了束缚状态下活细胞的拉曼光谱［５，９，１０］。但

这种结构的不利之处在于光镊焦点和拉曼光谱激发

点是同光点，无法实现激光在样品任意部位的精确

定位，不能采集细胞特定部位的微区光谱。此外，由

于生物蛋白的拉曼共振峰多处于可见光波段，为了

获得较强的共振拉曼信号，常采用可见光激发，而束

缚细胞所需的高功率的可见激光会对活细胞产生严

重的损伤作用［１１］。本文利用对细胞损伤极小的红

外激光作为光镊，对细胞进行悬浮固定，用另一束功

率很低的可见光波段的Ａｒ＋激光作为拉曼激发光，

使其准确聚焦到细胞的任意感兴趣区（表面，细胞

质，细胞核），实现了单个活细胞的无损微区拉曼光

谱的精确测量，并获得了细胞特定区域成分的动态

变化信息。进一步利用光镊对细胞的精确动态操控

技术，还可望实现细胞三维拉曼光谱和拉曼成像。

由于商品化光镊系统和拉曼光谱系统价格均很昂

贵，且功能单一，无法满足上述研究需要。因此，在

实验室自行构建具有精确操纵和测量功能的光镊－

显微拉曼光谱系统，不仅可以实现活细胞无标记、无

损和原位拉曼光谱检测，而且可以大大节约开支，具

有很强的实用价值。

２　系统构建

系统构成如图１所示，其中实线表示光镊光路，

虚线表示拉曼光谱激发光光路，点线表示拉曼散射

光光路或被囚禁样品的成像光光路。下面按照从激

光器到显微镜物镜的顺序介绍整个系统。

图１ 光镊 显微拉曼光谱系统

Ｆｉｇ．１ ＳｃｈｅｍｅｏｆｏｐｔｉｃａｌｔｗｅｅｚｅｒｓｍｉｃｒｏＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙｓｙｓｔｅｍ

　　 光镊使用波长为 １０６４ｎｍ 的半导体抽运

Ｎｄ∶ＹＡＧ激光器（Ｃｏｈｅｒｅｎｔ公司的ｃｏｍｐａｓｓ１０６４

２０００Ｎ型），选用红外激光器作为光镊光源可以有效

避开蛋白质和水的吸收峰，从而减少热效应对细胞

的损伤。红外激光输出后经望远镜系统Ｌ１，Ｌ２扩

束，使得光斑大小刚好覆盖显微镜后瞳以便在样品

焦面上形成最小的聚焦光束。在与显微镜后瞳共轭

的位置放置声光偏转控制器（ＡＯＤ）（ＡＡ 公司的

ＤＴＳ，ＸＹ４００１０６４型），从而使得偏转后的激光仍然

能够全部进入物镜，保持光镊功率的稳定。ＡＯＤ能

够按照直接频率合成器件（ＤＤＳ）产生的高频信号快

速精确地操控光束的偏转方向，ＤＤＳ由现场可编程

逻辑阵列（ＦＰＧＡ）控制，通过自行开发的操控软件

实现光镊焦点在样品台上按任意轨迹运动［１２］。红

外激光由耦合镜Ｃ１进入倒置荧光显微镜（Ｚｅｉｓｓ公

司的Ａｘｉｏｖｅｒｔ２００型），经管镜Ｌ５后平行进入显微

镜物镜（ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ），最终聚焦到显微镜样品台上。

拉曼光谱的激发光采用波长为５１４．５ｎｍ 的

Ａｒ＋离子激光器，因为一些生物分子的共振带也接

近这个波长，在该激光作用下可得到较强的信号，有

利于活细胞拉曼光谱的研究。然而一些蛋白的吸收

峰也处于这个波长附近，容易引起活细胞的热损

伤［１３］。因此，应尽可能减小该激光功率。５１４．５ｎｍ

激光经望远镜系统Ｌ３，Ｌ４扩束后，由透镜Ｃ２耦合

入显微镜。拉曼光谱激发光和光镊激光由二向色镜

Ｄ１合束，样品由卤素灯照明。拉曼散射光和样品的

２９４
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成像光走相同的光路，因为在物镜下方的一段光路，

光镊激光、拉曼激发光、成像光和拉曼散射光相重

合，因此，分光镜 Ｄ２起着重要作用。Ｄ２要满足

１０６４ｎｍ和５１４．５ｎｍ的激光有较高的反射率，而处

于５１４．５～１０６４ｎｍ之间的光有较高的透射率，也

就是满足５１４．５～１０６４ｎｍ的带通滤波器，可以采

用单一镀膜镜或复合镜的方法实现。分光镜Ｄ３将

２０％的照明光分到监控ＣＣＤ上，拉曼散射光由反射

镜Ｒ３引出显微镜，经透镜Ｌ６聚焦，再由透镜Ｌ７和

Ｌ８进入光谱仪（Ａｃｔｏｎ２３００ｉ），其中５１４．５ｎｍ 的

ＮｏｔｃｈＦｉｌｔｅｒ的作用是滤除通过Ｄ２的瑞利散射光。

光谱仪有两个出光孔，一个出光孔作单色仪，可以探

测某一频率点的光的强度随时间的变化，该出光孔

与光电倍增管（ＰＭＴ）相连，当谱仪中的光栅旋转

时，不同波长的光强信息依次被记录下来形成光谱。

另一个出光孔作为光谱仪出口，可以同时测量一段

频率范围的拉曼光谱，该出光孔与荧光成像的高灵

敏ＣＣＤ（ＥＭＣＣＤ）相连。由于拉曼光谱信号极其微

弱，因此对光电检测设备的要求非常高。通常需要

使用超低温的低噪声探测器。由于条件限制，实验

中采用的是通常应用的ＥＭＣＣＤ（ＲｏｐｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ

公司的Ｃａｓｃａｄｅ５１２Ｂ型），该设备虽然只能冷却到

－３５℃，由于具有电子倍增功能，可有效提高信号

强度。ＰＭＴ具有单光子计数功能，管芯从日本滨松

光电公司（Ｈａｍａｍａｔｓｕ）购置，驱动和采集分析电路

为自行设计制作。

３　实验与结果

由于１０６４ｎｍ红外激光能有效避开水和多数蛋

白质的吸收峰，因此使用它做为光镊光源对细胞几乎

无损伤。将较大的生物粒子，如生物活细胞束缚在光

场中一般需要较大的功率，所以光镊的有效工作功率

一般在２０ｍＷ以上，５１４．５ｎｍ的绿色激光往往处于

蛋白质的共振带，作为拉曼激发光能够得到较强的拉

曼散射信号，从而大大增强拉曼光谱的信噪比，为了

避免对活细胞的损伤，应尽量减小其功率，实验中

５１４．５ｎｍ激光的有效功率均在０．５ｍＷ以下。两束

光在１００倍油镜下的照片如图２（ａ）所示，图２（ｂ）是

在明场下用１０６４ｎｍ激光捕获５μｍ聚苯乙烯小球，

并用５１４．５ｎｍ激光激发时的照片。

图２ 光镊和拉曼激发光在显微镜下的图像

Ｆｉｇ．２ ＰｈｏｔｏｇｒａｐｈｓｏｆｏｐｔｉｃａｌｔｗｅｅｚｅｒｓａｎｄＲａｍａｎｅｘｃｉｔｉｎｇｂｅａｍ

３．１　大白鼠血红细胞拉曼光谱

红细胞在生物体新陈代谢和氧气运输方面起着

非常重要的作用。研究血红蛋白的结构以及在不同

氧合状态下结构的变化，对于了解血红细胞工作机

理，分析血液疾病有着重要的意义。红细胞隶属于

狏４ 谱带的信号，在５１４．５ｎｍ附近处于明显的共振

模式，此谱带可提供血红素卟啉环π轨道和π轨道

的电子数量方面的信息，被称为血红素的氧化标记

带［１４］。但５１４．５ｎｍ的激光会导致光解离，致使氧

合血红蛋白向去氧态转化，而且对蛋白有较强的杀

伤作用。因此实验中使用很低功率的拉曼激发光以

尽可能减少对细胞的损伤。

将新鲜大白鼠血细胞稀释５００倍溶于阿氏液中

（保持血细胞最佳生存环境），使用１００倍油浸物镜

（犖犃为１．２５），１０６４ｎｍ红外激光通过物镜前功率

４０ｍＷ（聚 焦 在 样 品 上 的 功 率 约 为 ２０ ｍＷ），

５１４．５ｎｍ拉曼激发光在物镜前的功率约０．８ｍＷ（聚

焦在样品上的功率约为０．４ｍＷ），设置光谱仪前狭缝

宽度为２５μｍ，衍射光栅参数为闪耀波长５００ｎｍ，

１２００ｌ／ｍｍ。在显微镜下使用１０６４ｎｍ光镊捕获单个

血细胞，提离载玻片上表面约５μｍ，之后引入拉曼激

发光，同时开始采集拉曼光谱，积分时间２０ｓ。所获

得的１２００～１７５０ｃｍ
－１的拉曼光谱如图３中ａ谱线所

示。图３中ｂ谱线为使用５１４．５ｎｍ激光同时作为光

镊和拉曼光谱激发光，将血细胞束缚时得到的拉曼光

谱。（积分时间仍为２０ｓ，但激光功率约为２０ｍＷ），

图３中ｃ谱线为５１４．５ｎｍ激发光激发贴在载玻片表

面的血细胞获得的拉曼光谱。对比ａ，ｂ两谱线看出，
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虽然ｂ谱线使用的激光功率比ａ谱线高５０倍，但其信

号强度和谱线精细度均比谱线ａ差。对比３条谱线

可以看出，当细胞贴在基底上时取得的拉曼信号最

差，而使用光镊捕获血细胞条件下所获得的信号都有

显著的提高。

图３ 大白鼠血细胞拉曼光谱

Ｆｉｇ．３ Ｒａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｓｉｎｇｌｅｌｉｖｉｎｇｒａｔｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ

图４ 红外激光和拉曼激发光对血细胞的影响

Ｆｉｇ．４ ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｏｐｔｉｃａｌｔｗｅｅｚｅｒｓｌａｓｅｒａｎｄＲａｍａｎｅｘｃｉｔｉｎｇｂｅａｍ

　　位于１５００～１６５０ｃｍ
－１的区域被称为血细胞的核

振动区（ｃｏｒｅｓｉｚｅｂａｎｄｒｅｇｉｏｎ）
［２］，该区域的１５５０，１５８４

和１６０６ｃｍ－１的信号峰反应了血红蛋白Ｃ＝Ｃ骨架的

伸缩振动。位于１３００～１４００ｃｍ
－１的区域被称为吡咯

环伸缩振动区（ｐｙｒｒｏｌｅｒｉｎｇｓｔｒｅｃｔｃｈｉｎｇｒｅｇｉｏｎ），位于

此区域的１３６０ｃｍ－１的信号峰表征了吡咯环的半环对

称［（ｈａｌｆｒｉｎｇ）ｓｙｍ］振动。１２００～１３００ｃｍ
－１的区域被

称为次甲基 Ｃ－Ｈ 变形振动区（ｍｅｔｈｉｎｅＣ－Ｈ

ｄｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｉｏｎ），位于此区域的１２２５ｃｍ
－１的信号

峰表征了ＣｍＨｎ 结构的振动，实际上，由于存在较多

的振动方式，此区域为一个较为密集的振动带。位于

６００～１２００ｃｍ
－１的区域被称为低波数区（ｌｏｗｗａｖｅ

ｎｕｍｂｅｒｒｅｇｉｏｎ），发现激光对与咯环相关的６７１ｃｍ
－１

和７５２ｃｍ－１两个峰影响特别明显，其中７５２ｃｍ－１的

峰表征血红蛋白吡咯环的呼吸振动（ｂｒｅａｔｈｉｎｇ），

６７１ｃｍ－１表征吡咯环的变形振动（ｄｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ），为了

分析１０６４ｎｍ和５１４．５ｎｍ两种波长激光对其的影

响，分别在１０６４ｎｍ激光囚禁单个血红细胞的情况

下，连续和间断使用５１４．５ｎｍ激光激发拉曼光谱，

图４（ａ）是光镊束缚下连续采集的血细胞的拉曼光谱

图，每次积分时间２０ｓ。图４（ｂ）是保持血细胞一直被

１０６４ｎｍ红外光囚禁，每隔１ｍｉｎ使用５１４．５ｎｍ拉曼
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激发光，采集２０ｓ拉曼信号。图中谱线从上到下表示

采集的先后顺序。

从图４（ａ）中可以看到，６７１ｃｍ－１的峰快速下

降，在第二次采集时已经变得微弱。７５２ｃｍ－１的峰

也在随后的采集过程中变得平坦，但比前者衰减得

慢得多。图４（ｂ）总体效果接近于图４（ａ），但其

１０６４ｎｍ激光保持一直作用，血细胞始终被束缚在

光镊中，每条谱线是在间隔１ｍｉｎ后利用５１４．５ｎｍ

激发光激发获得。由此可以推断出，５１４．５ｎｍ激光

虽然光强很弱，但仍然对细胞有着较强的损伤作用。

而１０６４ｎｍ的红外激光尽管较强，但对血细胞的损

伤作用十分微小。

３．２　啤酒酵母细胞拉曼光谱

将啤酒酵母细胞溶于水溶液中，使用与血细胞

相同的拉曼光激发条件，用红外光镊束缚单个活酵

母细胞，捕获后提离载玻片上表面约５μｍ 后，用

５１４．５ｎｍ激发光照射２０ｓ，所得到的拉曼光谱如

图５所示。

经分析指认，其拉曼光谱所对应生物大分子（基

团）如表１所示
［１６～１８］。

图５ 啤酒酵母拉曼光谱图

Ｆｉｇ．５ Ｒａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｃｅｒｅｖｉｓｉａｅｆｅｒｍｅｎｔｕｍ

表１ 啤酒酵母拉曼光谱初步指认

Ｔａｂｌｅ１ ＰｅａｋｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄｔｅｎｔａｔｉｖｅａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｏｆＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｃｅｒｅｖｉｓｉａｅｆｅｒｍｅｎｔｕｍ

Ｐｅａｋｓｆｏｒｙｅａｓｔ／ｃｍ
－１ Ａｓｓｉｇｎｅｄｐｅａｋｓｆｏｒｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌｅｓ

Ｔｈｉｓｗｏｒｋ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｌｉｐｉｄ ＤＮＡ

１２１１ １２０９
［１５］ Ｃ Ｃ５Ｈ６，Ｐｈｅ，Ｔｒｐ

１２３７ １２３７
［１５］ ＡｍｉｄｅⅢ

１２６０ １２５８
［１５］

β－ｓｈｅｅｔ，ＡｍｉｄｅⅢ ＣＨｄｅｆ

１２７０ １２７７
［１５］ ＡｍｉｄｅⅢ

１３０２ １３０１
［１５］ ＣＨ２ｔｗｉｓｔ

１３１４，１３２３，１３４１ １３２０，１３４１
［１５］ Ｒｉｎｇｓｔｒ，ｔｗｉｓｔ（ＣＨ２，ＣＨ３）

１３６７ １３６７
［１５］ ＳｙｍｓｔｒＣＨ３

１４１４ １４２１
［１６］ Ｃ－Ｈｄｅｆ

１４５２ １４５５
［１７］ ＣＨ２ｄｅｆ ＣＨ２ｄｅｆ

１４７０ １４６５
［１８］ Ｒ

１５０５ １５０２
［１８］ Ａ

１５１７ １５２１
［１８］ Ａ

１５３３ １５３３
［１８］ Ｇ，Ｃ

１５５９ １２６０
［１６］ ＡｍｉｄｅⅡ

１５９０ １５８４
［１６］ Ｐｈｅ，Ｔｙｒ

１６１４ １６１６
［１８］ Ｔｙｒ，Ｐｈｅ，Ｔｒｐ

１６５４，１６６４ １６５４
［１７］ ＡｍｉｄｅⅠｓｔｒＣ Ｏ ＳｔｒＣ Ｃ

１６７３ １６６７
［１８］ ＡｍｉｄｅⅠ Ｔ

１７４１ １７４２
［１７］ Ｓｔｒ（Ｃ Ｏ）ｉｎ－ＣＨ２－ＣＯＯＲ

Ｎｏｔｅ：Ｓｔｒｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｒｅｔｃｈｉｎｇｖｉｂｒａｔｉｏｎ，ｄｅｆｉｎｄｉｃａｔｅｄｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｖｉｂｒａｔｉｏｎａｎｄＲｉｎｄｉｃａｔｅｒｉｂｏｄｅｓｏｓｅ
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　　其中１６３６ｃｍ
－１和１７０３ｃｍ－１的信号峰分别表

征碳水化合物中ＧｌｃＮａｃ和ＧｌｕＡ，１６９２，１７２８，１７６６

和１７８２ｃｍ－１的信号峰有待进一步指认。酵母细胞

由于结构比较复杂，所包含的化学物质和结构繁多，

获得非常锐利的拉曼信号并不容易。从图５和表１

中可以看出，虽然使用低功率的激发光和非光谱

ＣＣＤ即成像ＣＣＤ，依然获得了较为精细的单个活啤

酒酵母的拉曼光谱。酵母细胞的主要成分均被测量

得到。

３．３　单壁碳纳米管拉曼光谱

为了测试系统对固体材料的显微拉曼光谱的测

量性能，还测量和分析了单壁碳纳米管的拉曼光谱。

单壁碳纳米管的拉曼光谱有三个主要波段，在

１５７０～１６００ｃｍ
－１的切向伸缩模（Ｇｂａｎｄ），反应了

碳纳米管的有序度。位于１３４０～１３６０ｃｍ
－１附近的

Ｄｂａｎｄ，是碳纳米管管中的缺陷和无序度的反应，

通过这两个波段锋强的比较，可以定性给出样品中

单壁碳纳米管的纯度。位于３００ｃｍ－１以下的区域

称作径向呼吸峰（Ｒｂａｎｄ），位于此区域的小峰可以

反应出单壁碳纳米管的直径［１９］。

实验中所使用的单壁碳纳米管由北京大学化学

学院制备。将碳纳米管溶于适量水中，用超声振荡

３０ｍｉｎ，由于碳纳米管呈粉末状，光镊无法囚禁，故

将其沉积在玻璃基底。使用１００倍油浸物镜（购于

Ｚｅｉｓｓ公司，犖犃为１．３），拉曼激发光在物镜前的功

率约为５ｍＷ，积分时间２０ｓ，得到的拉曼光谱图如

图６所示。

图６ 单壁碳纳米管曼光谱图

Ｆｉｇ．６ Ｒａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｓｉｎｇｌｅｗａｌｌｃａｒｂｏｎｎａｎｏｔｕｂｅｓ

　　 从图 ６ 中可以看到，Ｇｂａｎｄ 最强峰位于

１５８３ｃｍ－１处，Ｄｂａｎｄ最强峰位于１３５５ｃｍ－１处，而

Ｒｂａｎｄ明显分裂为两个小峰，分别为２６５ｃｍ－１和

１７０ｃｍ－１。位于１１００ｃｍ－１的峰值是由于激光器本

身噪声所引起。理论分析知单壁碳纳米管的

Ｒｂａｎｄ频移狏与其管径犱成下面关系
［１９］：

狏＝６．５＋２３２／犱．

　　由此可知被测的单壁碳纳米管的管径主要分布

在０．９０ｎｍ和１．４２ｎｍ附近。

４　结　　论

光镊 显微拉曼光谱系统能够在精确操纵被囚

禁粒子的情况下，采集指定微区内的拉曼光谱。在

单个悬浮活细胞拉曼光谱测量中有着突出的优势。

通过采用对细胞损伤小的红外激光作为光镊光源，

可实现细胞有效定位和消除基底对被测细胞拉曼光

谱的影响，使用低功率可见光作为拉曼光谱激发光，

可在减少对活细胞的损伤的同时获得较强的单个活

细胞的拉曼光谱信号。实验证明，“光镊 显微拉曼

光谱”系统，不仅能够获得细胞上任意感兴趣区的局

部拉曼光谱，而且能有效提高拉曼信号的强度。

致谢　感谢北京大学化学系李彦教授提供的单壁碳

纳米管，北京大学分子医学研究所刘滔博士提供的

大白鼠血液样品。
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