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基于拉曼光谱的硝酸甘油对活体血液作用的实时分析
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摘要　利用拉曼光谱对注射硝酸甘油后的活体裸鼠体内动脉血液进行实时连续无损的分析，每隔１０ｓ获取一个动

脉血管内血液的拉曼光谱，光谱分析表明，活体血液的拉曼光谱主要体现在以下几个位置：１５４８，１６１８，１６５４ｃｍ－１

（与蛋白质相关）和１１２５ｃｍ－１（与血糖相关）。通过分析部分特征峰发现注射硝酸甘油后在２８０～７３０ｓ内光谱强度

下降，表明体内血液浓度变稀，这可能是由于血管扩张引起的。峰强度在注射硝酸甘油前后的变化为：１５４８ｃｍ－１

峰强度从１９６５．４２降到１２７３．６１，下降了３５．２％，１１２５ｃｍ－１峰强度从４１１．５９降到２２３．７９，下降了４６．６３％，说明血

液中蛋白质、血糖的含量有不同程度的减少，即裸鼠体内血液中的血红蛋白质发生变性、血糖含量明显降低。拉曼

光谱活体实时分析技术为研究硝酸甘油代谢机理提供了新的技术和方法。
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１　引　　言

硝酸甘油［１－２］是一种已应用百余年的扩血管药

物，具有重要的临床应用价值，其在生物体内的代谢

机理研究始终是一个热点和有争议的领域。硝酸甘

油在机体内分解生成亚硝酸盐早有报道，但一般认

为它是无活性的代谢产物，由具有血管调节活性的

一氧化氮氧化产生［１］。一氧化氮作用于平滑肌细

胞，使平滑肌松弛，引起血管扩张、血压下降。硝酸

甘油体内代谢涉及多种代谢酶活性、内源性活性物

质水平以及受体活性变化，其代谢途径尚未明了，研

究硝酸甘油的代谢机理具有重要意义。

拉曼光谱具有灵敏度高、反应快、简单、可重复和

无损伤的定性定量分析等优点，已经广泛应用在单细

胞和组织分子组分的研究中［３－８］。Ｔｏｎｅｓ等
［８］对活

体小鼠肠膜上血管中的血液进行了共焦拉曼分析，

在不破坏血管壁的条件下，获得了血液的光谱信息。

在活体中得到的血液拉曼光谱与体外全血的拉曼光

谱是非常相似的，特别是在７５１，１６０４，１６１７ｃｍ－１等

血红蛋白的拉曼特征峰上［６］。从拉曼光谱的特征峰

的位置、强度和线宽可以获得样品的分子组成及结

构信息，因此拉曼光谱已成为研究物质分子结构的

有效手段。

由于拉曼光谱具有反应快、可重复测量的特点，

本文应用拉曼技术对裸鼠耳朵动脉血液进行无创的

光谱分析，获取注射硝酸甘油后血液的光谱，连续观

察注射硝酸甘油后体内血液成份的变化情况及其药

效时间。这为研究硝酸甘油代谢机理提供了一种新

的技术手段。

２　实验部分

２．１　实验装置

本实验所用的共焦显微拉曼光谱仪系统如文献

［５，９］所述，主要由倒置显微镜（ＴＥ２０００Ｕ，Ｎｉｋｏｎ，

日本），光谱仪（Ｓｐｅｃｔｒａ２Ｐｒｏ２３００ｉ，Ａｃｔｏｎ，美国）和

电荷 耦 合 器 件 （ＣＣＤ，ＰＩＸＩＳ４００ＢＲ，Ｐｒｉｎｃｅｔｏｎ

Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，美国）组成，ＣＣＤ会自动进行冷却降

温到－７０℃。实验裸鼠麻醉后固定在载物台上，将

裸鼠耳朵紧贴在载玻片上，如图１（ｂ）所示。为了找

到动脉血管的位置，使用ＬＥＤ灯（５６０ｎｍ）照射裸

鼠耳朵，调节显微镜焦距，选取耳皮深处血液快速流

动、粗大的动脉血管并获取光谱。图１（ａ）为从显微

镜中观察到的动脉血液在血管中流动的图像。

图１ 实验裸鼠图像。（ａ）显微镜下观察到的血管图像；（ｂ）实验台激光照射下的裸鼠图像

Ｆｉｇ．１ Ｉｍａｇｅｓｏｆｎｕｄｅｍｏｕｓｅｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ．（ａ）Ｉｍａｇｅｏｆｂｌｏｏｄｖｅｓｓｅｌｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙａｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ；（ｂ）ｉｍａｇｅｏｆ

ｎｕｄｅｍｏｕｓｅｉｒｒａｄｉａｔｅｄｂｙｌａｓｅｒｂｅａｍｓａｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｔａｂｌｅ

２．２　样品准备

实验动物为５周龄左右的无特定病原体（ＳＰＦ）

级裸鼠５只，体重为２０ｇ左右。用质量分数为４％

的水合氯醛腹腔注射麻醉（０．１５ｍＬ／１０ｇ）。麻醉

一段时间后，注射硝酸甘油注射液（０．０１ｍｇ／ｇ）。

为了研究硝酸甘油对血液的光谱的影响，注射硝酸

甘油之前和注射之后获取的光谱是同一血管的同一

位置。整个实验过程中，裸鼠耳朵始终紧贴在载玻

片上保持不动。激光器产生的激光波长为７８５ｎｍ，

激光射入显微镜前的功率为４０ｍＷ，拉曼信号收

集时间为１０ｓ，激光光斑大小为２μｍ。连续采集注

射硝酸甘油之前３０ｍｉｎ和注射硝酸甘油之后１ｈ

的体内血液拉曼光谱。对５只裸鼠进行实验，得到

的实验结果基本一致。

２．３　数据处理

所得的光谱数据在Ｏｒｉｇｉｎ８．１软件中进行５点

平滑和多项式线性拟合基线校正，并用自制软件在

Ｍａｔｌａｂ７．０中消除荧光背景。消除拉曼光谱荧光

背景的方法可参考文献［１０］，其原理是基于信号极

小值极大值自适应缩放的荧光背景消除方法，首先

０１３０００１２
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对光谱进行平滑，并使用小波阈值法消除高频白噪

声；其次选取信号的极小点位置，根据相邻两个极小

值点寻找它们之间的最大值的位置；最后将极小值

与极大值自适应缩放划分峰的范围。新的消除荧光

背景的方法优于传统消除背景的方法，可以有效地

提取和增强较弱的特征峰，并且更有利于减少相邻

峰间的影响。

３　结果与讨论

３．１　注射硝酸甘油前的体内血液光谱

图２中曲线ａ为体内血液拉曼光谱，曲线ｂ为

体外硝酸甘油注射液的光谱，其主要特征峰表现在

８８７、１０５３、１１００、１３３１，１５９５ｃｍ－１处，与血液光谱特

征峰不重复，因此，体内血液特征峰不会来源于注射

入体内的硝酸甘油注射液。

图３为注射硝酸甘油前３０ｍｉｎ获取的体内血

液的平均光谱，其中曲线ａ是体内血液的原始光谱，

曲线ｂ是原始光谱在Ｏｒｉｇｉｎ８．１软件中进行５点平

滑和基线校正后的光谱，曲线ｃ是运用文献［１０］的

方法通过自制的软件处理后的光谱。从图中可以清

晰看到活体内血液拉曼光谱特征峰主要体现在

７５１，９３５，１００１，１２１４，１４５０，１５４８，１６１８，１６５４ｃｍ－１

（与血红蛋白相关）和１１２５ｃｍ－１（与血糖相关）等位

置，光谱的主要特征峰表明取得的光谱为血液光谱。

图２ 体内血液拉曼光谱（曲线ａ）和体外硝酸甘油注射液的拉曼光谱（曲线ｂ）

Ｆｉｇ．２ Ｒａｍａｎｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｂｌｏｏｄ犻狀狏犻狏狅（ｃｕｒｖｅａ）ａｎｄＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｎｉｔｒｏｇｌｙｃｅｒｉｎ犻狀狏犻狋狉狅（ｃｕｒｖｅｂ）

图３ 注射硝酸甘油前体内动脉血液的平均拉曼光谱。曲线ａ为原始光谱；曲线ｂ为５点平滑、多项式拟合基线

校正后的光谱；曲线ｃ为自制软件校正后的光谱

Ｆｉｇ．３ ＡｖｅｒａｇｅＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆａｒｔｅｒｉａｌｂｌｏｏｄｂｅｆｏｒｅｎｉｔｒｏｇｌｙｃｅｒｉｎｉｎｊｅｃｔｉｏｎ犻狀狏犻狏狅．Ｃｕｒｖｅａ：ｏｒｉｇｉｎａｌＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆ

ａｒｔｅｒｙ；ｃｕｒｖｅｂ：ｓｐｅｃｔｒｕｍｂｙｆｉｖｅｓｐｏｔｓｍｏｏｔｈｅｄ，ｆｉｔｔｅｄｂｙｐｌｏｙｎｏｍｉａｌａｎｄｐｒｏｃｅｓｓｅｄｕｓｉｎｇｂａｓｅｌｉｎｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ；ｃｕｒｖｅ

　　　　　　　　　　　　　　　ｃ：ｓｐｅｃｔｒｕｍｃｏｒｒｅｃｔｅｄｂｙｃｕｓｔｏｍｓｏｆｔｗａｒｅ

３．２　注射硝酸甘油后的体内血液光谱分析

３．２．１　血红蛋白的变性分析

图４为注射硝酸甘油前后的对比图，图４（ａ）为注

射硝酸甘油前３０ｍｉｎ内血液的平均光谱，图４（ｂ）～

（ｆ）为注射硝酸甘油后，每２ｍｉｎ内血液的平均光谱。

峰的归属如表１所示，蛋白质特征峰主要表现在７５１、

９３５、１００１、１１７１、１２１４、１５４８、１６１８、１６５４ｃｍ－１等位置，

１６５４ｃｍ－１是归属于蛋白质的酰胺Ｉ，酰胺Ｉ是非常重

要的谱带，它对蛋白质主链构象的变化十分敏感；

１４５０ｃｍ－１归属于蛋白质主链中的ＣＨ２ 的变形振动；

１００１ｃｍ－１归属于蛋白质侧链苯丙氨酸对称呼吸环的

振动；１１７１ｃｍ－１归属于蛋白质侧链色氨酸的ＣＨ内
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面弯曲模式。体内各物质含量的微妙变化可以通过

拉曼光谱相关特征峰的强度来反映。从图４中可以

看到，注射硝酸甘油后，１６５４，１４５０，１００１ｃｍ－１峰强度

减小，说明体内蛋白质主链有序结构减少，无规卷曲

增加，某些氢键断裂、氢键体系以及侧链苯丙氨酸残

基发生变化［１１］，这些基团的变化必然会导致血红蛋

白分子空间结构的变化，即导致蛋白质的变性。这

与文献［１２］中体外通过光密度测定的方法得到的结

论相似，亚硝酸盐诱导红细胞的氧合血红蛋白氧化，

形成高铁血红蛋白，导致血红蛋白变性。注射后６～

８ｍｉｎ内，血红蛋白特征峰强度减小到最低值，此时

体内血红蛋白处于最低含量。注射后８～１０ｍｉｎ，

血红蛋白特征峰强度开始上升，血红蛋白含量开始

恢复。注射１２ｍｉｎ以后，体内血红蛋白的含量逐渐

恢复正常。从注射硝酸甘油之前与注射之后的原始

光谱对比分析可知，注射硝酸甘油后４～１０ｍｉｎ内，

不仅某些特征峰下降，而且光谱强度全部下降，表明

体内血液浓度被稀释了，这很可能是由于硝酸甘油

对血管的扩张作用引起的。

图４ 血液的平均光谱。（ａ）注射硝酸甘油前；（ｂ）０～２ｍｉｎ；（ｃ）２～４ｍｉｎ；（ｄ）４～６ｍｉｎ；（ｅ）６～８ｍｉｎ；

（ｆ）８～１０ｍｉｎ

Ｆｉｇ．４ Ａｖｅｒａｇｅｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｂｌｏｏｄ．（ａ）Ｂｅｆｏｒｅｔｈｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｎｉｔｒｏｇｌｙｃｅｒｉｎ；（ｂ）０～２ｍｉｎ；（ｃ）２～４ｍｉｎ；

（ｄ）４～６ｍｉｎ；（ｅ）６～８ｍｉｎ；（ｆ）８～１０ｍｉｎ

表１ 拉曼光谱特征峰的归属表［６－７，１３－１４］

Ｔａｂｌｅ１ ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｐｅａｋａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｓｆｏｒｔｈｅＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒａ
［６－７，１３－１４］

Ｗａｖｅｎｕｍｂｅｒ／ｃｍ－１ Ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔ Ｗａｖｅｎｕｍｂｅｒ／ｃｍ－１ Ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔ

７５１ Ｓｙｍｍｅｔｒｉｃｂｒｅａｔｈｉｎｇｏｆｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ １３０５ ＣＨ２ｄｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ｌｉｐｉｄ），ａｄｅｎｉｎｅ，ｃｙｔｏｓｉｎｅ

９３５ ＣＣｓｔｒｅｔｃｈｂａｃｋｂｏｎｅ １３３９ ＣＨ３ＣＨ２ｗａｇｇｉｎｇｍｏｄｅｏｆｃｏｌｌａｇｅｎ

１００１
Ｓｙｍｍｅｔｒｉｃｒｉｎｇｂｒｅａｔｈｉｎｇｍｏｄｅｏｆ

ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ
１４５０ Ｐｒｏｔｅｉｎ，ｌｉｐｉｄ

１１１９ ＣＯｓｔｒｅｔｃｈｉｎｇ １４８９ Ｇｕａｎｉｎｅａｎｄａｄｅｎｉｎｅ

１１７１ Ｃ－ＨｉｎｐｌａｎｅｂｅｎｄｉｎｇｍｏｄｅｏｆＴｒｐ １５４８ Ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ

１１２５ ＣＯｓｔｒｅｔｃｈｉｎｇ １６１８ Ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ，ＰＨＥ，ｔｙｒｏｓｉｎｅ

１２１４ Ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎａｎｄｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ １６５４ ＡｍｉｄｅＩ：αｈｅｌｉｘ

３．２．２　血红蛋白、血糖的拉曼光谱特征峰强度随时

间的变化

硝酸甘油是用于心绞痛的急性用药，起效快，药

效持续时间短，根据多数文献报道其药效时间为５～

１０ｍｉｎ
［１５］。为进一步研究硝酸甘油在体内血液中

的代谢机理及药效时间，对血液拉曼光谱一些主要
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特征峰进行跟踪测量，观察这些特征峰在注射硝酸

甘油之后的变化情况。血红蛋白特征峰７５１、１００１、

１２１４、１５４８、１６１８、１６５４ｃｍ－１峰的强度值随时间的变

化关系如图５所示，横坐标上，０值左边为注射硝酸

甘油之前０．５ｈ内峰强度随时间的变化，０值右边

为注射硝酸甘油后１ｈ，每１０ｓ收集一次拉曼光谱

的峰强度随时间的变化。蛋白质的几个特征峰强度

在注射硝酸甘油后２８０～７３０ｓ内明显有下降趋势，

下降区域所对应的时间是硝酸甘油在血液中的药效

时间。７５１ｃｍ－１和１２１４ｃｍ－１峰是同步减小的，说

明血红蛋白中色氨酸和苯丙氨酸残基的反应是同时

进行的。１００１ｃｍ－１峰归属于蛋白质侧链苯丙氨酸，

构象不灵敏，注射硝酸甘油后，变化时间为２８０～

７３０ｓ，下降最快、持续时间最长，说明１００１ｃｍ－１峰对

应的苯丙氨酸残基结构受到破坏最快，并且这种破坏

持续到药效期结束。１６５４ｃｍ－１峰属于酰胺Ｉ，它对蛋

白质主链构象的变化十分敏感，变化时间为３１０～

６８０ｓ，下降最慢、持续时间最短，说明血红蛋白主链结

构受到破坏最慢，并且破坏程度最小。１００１ｃｍ－１峰

强度下降时间比１６５４ｃｍ－１峰提前１ｍｉｎ，说明体内血

红蛋白结构是从侧链到主链依次受到破坏的。蛋白

质结构受到破坏的程度可以通过注射硝酸甘油后相

关特征峰的变化率来表达，峰的变化率越大说明该结

构被破坏越严重。表２为各个特征峰的变化情况，

１６５４ｃｍ－１峰的变化率为２６．０５％，说明蛋白质主链结

构受破坏程度较小。７５１、１００１、１２１４ｃｍ－１峰的变化

率分别为３３．１４％、３０．５％和３７．７４％，说明蛋白质侧

链基团的受到更严重、更明显的破坏。蛋白质各个

图５ 蛋白质峰７５１、１００１、１２１４、１５４８、１６１８、１６５４ｃｍ－１随时间的变化曲线

Ｆｉｇ．５ Ｃｕｒｖｅｓｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｐｅａｋｓｏｆ７５１，１００１，１２１４，１５４８，１６１８，１６５４ｃｍ
－１ｖｅｒｓｕｓｔｉｍｅ

表２ 各个特征峰的变化

Ｔａｂｌｅ２ Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｐｅａｋｓ

Ｗａｖｅｎｕｍｂｅｒ／ｃｍ－１
Ａｖｅｒａｇｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

ｂｅｆｏｒｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎ（ａ．ｕ．）

Ａｖｅｒａｇｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

ｏｆｄｅｃｒｅａｓｅ（ａ．ｕ．）
Ｔｉｍｅｉｎｄｅｃｒｅａｓｅ／ｓ Ｒａｔｅｏｆｃｈａｎｇｅ／％

Ｐｅａｋｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎ

Ｐｅａｋｏｆｂｌｏｏｄｓｕｇａｒ

７５１ １０７８．２１ ７２０．８８ ３５０～５６０ ３３．１４

１００１ ５７８．１３ ４０１．７８ ３５０～５６０ ３０．５

１２１４ １１５０．２ ７１６．０９ ３５０～５６０ ３７．７４

１５４８ １９６５．４２ １２７３．６１ ３５０～５６０ ３５．２

１６１８ ７００．５２ ４６２．７２ ３８０～５６０ ３３．９５

１６５４ ３３７．０６ ２４９．２６ ３５０～５９０ ２６．０５

１１２５ ４１１．５９ ２２３．７９ ４５０～５４０ ４６．６３
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特征峰的变化率不同，说明体内蛋白质结构受到不

同程度的破坏，导致蛋白质发生变性。

１１２５ｃｍ－１峰是葡萄糖的特征峰，血液中的葡萄

糖称为血糖，血糖是体内各组织细胞活动所需的能

量，必须保持一定的水平才能维持体内各器官和组

织的需要。图６为注射硝酸甘油后３４０～７２０ｓ内

１１２５ｃｍ－１峰强度的变化，在４５０～５４０ｓ内处于最

低值，血糖的变化率为４６．６３％，说明血糖含量降低

最明显。有文献指出：硝酸甘油对体内循环影响较

大，血压波动明显，引起血流动力学不稳定。因此，

体内各物质的峰强度变化较大的现象很可能是由于

血流动力学不稳定而引起的。

图６ 峰１１２５ｃｍ－１血糖随时间变化的曲线

Ｆｉｇ．６ Ｃｕｒｖｅｏｆｔｈｅｂｌｏｏｄｓｕｇａｒｖｅｒｓｕｓｔｉｍｅａｔｐｅａｋｏｆ１１２５ｃｍ
－１

４　结　　论

应用拉曼光谱对注射硝酸甘油的活体裸鼠体内

耳朵动脉血液的光谱进行研究，对注射硝酸甘油前

和注射后体内血红蛋白、血糖特征峰进行分析，发现

注射硝酸甘油后：光谱强度下降，血液浓度降低；血

红蛋白的侧链、主链结构先后受到不同程度的破坏，

导致血红蛋白发生变性；硝酸甘油在血液中的药效

时间为２８０～７３０ｓ；血糖含量在硝酸甘油药效期内

下降明显。通过拉曼光谱对硝酸甘油在体内血液代

谢机理的研究，可以更精确地获取其药效的作用时

间以及体内血液中各物质的实时变化，为研究硝酸

甘油的代谢机理提供新的技术和依据。
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