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摘　要：应用喇曼光镊系统结合气体循环供给装置，收集了不同氧合状态的单个红细胞的喇曼光

谱，分析了激光功率对氧合状态分析的影响．选择氧合态和去氧态的对比及区分指标，并运用该指

标分析了不同保存时间、不同健康状态红细胞的携氧能力．结果发现：较强功率的激光照射细胞会

导致其亚铁血红素凝集特征峰１２４８、１３７１ｃｍ－１升高；犐１６３８／犐１５４７比值是区分氧合态与去氧态的良

好标志；经较长时间保存的红细胞氧合能力增强，但去氧能力没有显著变化；而α地中海贫血

ＨｂＨＣＳ患者的红细胞氧合能力比正常对照的强，但其去氧能力较差．从而表明喇曼光镊可以快

速灵敏地分析红细胞的氧合能力，评价其携氧功能．
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０　引言

红细胞的携氧功能主要由胞内的血红蛋白完

成，有氧时，血红蛋白血红素Ｆｅ的第６个配位键与

氧结合形成氧合血红蛋白，为氧合态；无氧时，该配

位键空缺，形成去氧血红蛋白，为去氧态．红细胞的

储氧能力是疾病和机理不良的重要指示［１］．单个细

胞的氧浓度与该细胞的健康或生长发育相关，而且

来自单细胞的信息使人们更深入地了解个体差异

性．快速检测由外部环境变化，如渗透压、药物处理、

氧气或氮气分压等引起的红细胞内血红蛋白分子构

象发生变化，有助于深入了解红细胞的携氧功能、红

细胞的活性甚至血液疾病．

喇曼光谱是一种反映物质结构的分子振动光

谱．血红蛋白和功能红细胞的喇曼研究表明，喇曼光

谱技术可用于研究血红蛋白分子的变构效应［１８］．而

激光镊子和显微喇曼光谱相结合的喇曼光镊技术，

克服了普通的显微喇曼光谱技术存在利用吸附物固

定细胞的缺点，并获得信噪比更高的光谱［９１０］．该技

术可在线分析单个功能细胞，并实时记录由于环境

变化引起的细胞构象变化．Ｒａｍｓｅｒ等
［１０］利用光镊

喇曼系统与微流控技术相结合，监测单个红细胞的

氧循环过程和光化学反应．ＤｅＬｕｃａ等
［１１］利用双光

镊技术研究β地中海贫血红细胞抗氧化及形变能

力．可见，光镊与喇曼光谱技术结合不仅可以模拟功

能红细胞的输氧过程，还有望应用于血液疾病的诊

断和病理研究．

因此，本文将喇曼光镊技术与气体控制装置相

结合用于收集氧合和去氧红细胞的单细胞喇曼光

谱，讨论了激光功率对红细胞的光损伤，通过对比各

谱线强度的比值，选择区分氧合态和去氧态的指标，

并以该指标分析比较不同保存时间、不同健康个体

的红细胞氧合和去氧能力的差异性，以评价其携氧

功能．

１　材料和方法

１．１　血液样品

抽取志愿捐助者的外周血１０ｍＬ，采用ＥＤＴＡ

Ｋ２抗凝，于４℃保存．血液样品经血常规分析、血红

蛋白电泳及基因分析确诊为健康个体或者地中海贫

血患者．其中，健康样本由由南宁中心血站采集、检

测，α地中海贫血 ＨｂＨＣＳ样本由中国人民解放军

第３０３医院采集、检测．光谱实验时，从样本中取

２μＬ用ＰＢＳ缓冲液（ＰＨ＝７．４，２８℃）稀释至３０００

倍，取１００μＬ置于样品槽．

１．２　实验装置

参考文献［１２］搭建的系统喇曼光镊，见图１．该系

统由二极管激光器（ＤＬ）、反射镜（Ｍ）、透镜（Ｌ）、陷
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图１　实验装置

Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｅｔｕｐｏｆＲａｍａｎｔｗｅｅｚｅｒｓｃｏｍｂｉｎｉｎｇ

ｗｉｔｈｇａｓｓｕｐｐｌｉｅｒ

波滤波器（ＨＮＦ）、双色镜（ＤＭ）、针孔（ＰＨ）、光源

（Ｌａｍｐ）、摄像机（ＶＣ）和气体流量计（ＦＭ）等组成．

插图ａ为被光镊俘获的红细胞．波长为７８０ｎｍ二极

管激光经过一系列的反射镜、透镜及干涉陷波滤波

片等导入倒置显微镜（ＴＥ２０００Ｕ，Ｎｉｋｏｎ），并聚焦进

入溶液样品槽，样品槽底部为１００μｍ厚的石英片．

激光俘获并激发单个红细胞，产生的喇曼散射沿着

原光路进入光谱仪（ＳｐｅｃｔｒａＰｒｏ２３００ｉ，Ａｃｔｏｎ）．光谱

仪的分辨率为６ｃｍ－１，光栅６００Ｌｉｎｅｓ／ｍｍ，６５０ｎｍ

Ｂｌａｚｅ，耦 合 到 电 荷 耦 合 器 件 ＣＣＤ（Ｓｐｅｃ１０，

ＰｒｉｎｃｅｔｏｎＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）上，ＣＣＤ 用液氮 冷 却 到

－１２０℃．光谱收集过程，通过摄像机实时监视囚禁

的红细胞．

为实现红细胞的体外氧循环过程的观察，测量

样品槽与气体供给装置联用，见图１上半部分：Ｏ２

和Ｎ２ 均采用高纯度压缩气体，通过多道减压阀和

气体流量计（普通玻璃转子流量计，１０～１００ｍＬ／

ｍｉｎ）严格控制进入样品槽的气流．Ｏ２ 和Ｎ２ 的转换

通过一个三通调节阀来实现．样品槽采用涂抹硅油

的盖玻片密封．为避免干燥的气流带走血液样品的

水分，影响红细胞所处环境的渗透压，气体先导进湿

化瓶，让气流充分湿润，而后导进气体流量计．导出

端用水槽承接，以便观察气密性．此外，导气管插入

水面的深度１ｃｍ，以保证每次实验样品槽内气压

一致．

由于激光电流与激光功率之间不是线性关系，

因此通过调节激光电流来改变功率，不仅难以保证

调节的准确度，还会造成波长严重漂移，实验系统稳

定性差．为此，本文在光路中添加了两个偏振片Ｐ１

和Ｐ２，先调节Ｐ２ 使透光度最大，保持激光的偏振方

向不变；再调节Ｐ１ 改变激光功率，从而有效地解决

了这一问题．

１．３　光谱收集

光镊将红细胞囚禁于石英玻片上方约８μｍ位

置，收集带背景的细胞喇曼光谱犛０（狏）；保持参量和

光镊高度不变，收集没有俘获细胞时的背景光谱

犛１（狏）．将细胞光谱减去溶液背景光谱，并经响应函

数犚（狏）校正，得到实际光谱犛（狏）＝［犛０（狏）－

犛１（狏）］犚（狏）．

实 验 一 ：激 光 功 率 分 别 调 节 为１．１５ｍＷ、

１．２５ｍＷ、１．５４ｍＷ，光谱收集时间均为１０ｓ．分别

对同一个红细胞，每隔２ｍｉｎ收集一次光谱，共收集

４４个细胞光谱，并收集５个溶液背景光谱．为减少

细胞的光损伤，光谱收集间隙，激光功率降至零．

实验二：激光功率为２．６ｍＷ，光谱采集时间

１０ｓ．氧合红细胞光谱的收集：气体流速为２０ｍＬ／

ｍｉｎ，通Ｏ２２０ｍｉｎ后开始收集；去氧红细胞光谱：给

氧合红细胞通Ｎ２，流速２０ｍＬ／ｍｉｎ，３０ｍｉｎ后开始

测量．各收集２００（或１５０）个红细胞的光谱及１０个

溶液背景光谱．

１．４　数据处理

将光谱数据转换为ＡＳＣＩＩ数据后，进行５点平

滑去噪．光谱基线校正通过选择主要信号峰的峰谷

７２７、１０２５、１１９２、１４９１和１７２５ｃｍ－１等位点，利用

最小二乘多项式曲线拟合方法，在 Ｍａｔｌａｂ７．０中自

编程实现．光谱通过聚苯乙烯小球进行强度校正．

２　结果与分析

２．１　激光强度对氧合过程研究的影响

采用实验一的方法收集喇曼光谱．图２给出了

１．１５ｍＷ、１．２５ｍＷ、１．５４ｍＷ功率下，第０ｍｉｎ（实

线）和第 ８６ ｍｉｎ （虚线）时的光谱．对比发现，

１．５４ｍＷ功率下，红细胞经激光 ４４ 次俘获后，

１２４８、１３７１ｃｍ－１ 的 强 度 明 显 升 高 ．１．１５ｍＷ、

图２　不同激光功率下，红细胞第１次俘获和经第４４次

俘获时的喇曼光谱

Ｆｉｇ．２　Ｒａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｓｉｎｇｌｅｔｒａｐｐｅｄｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓａｔ

０ｍｉｎｆｏｒｔｈｅｆｉｒｓｔｔｒａｐｐｉｎｇａｎｄａｔ８６ｍｉｎｆｏｒｔｈｅ

４４ｔｈｔｒａｐｐｉｎｇｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌａｓｅｒｐｏｗｅｒｓ

８０９
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１．２５ｍＷ功率下，这两个峰也有一定程度的升高．

１３９６、１３７１、１２４８、９７２及６６２ｃｍ－１的显著提高是

亚铁血红素凝集的标志，意味着血红蛋白发生了变

性［６］．说明１．５４ｍＷ 的激光强度长时间俘获红细胞

对血红蛋白的损伤较大，造成了血红蛋白变性、亚铁

血红素凝集．

此外，随着激光功率的增加，将出现光解效应，

低自旋的特征峰１６３６、１５６２、１２２４ｃｍ－１消失
［１１］，

不利于氧合态特征峰的记录．因此，综合考虑光损伤

和光谱信噪比，确定长时间的监测同一个细胞采用

激光功率１．２５ｍＷ；而实验二中测细胞群体，因每

个细胞仅俘获一次，激光功率可提高到２．６ｍＷ．

２．２　氧合与去氧态的喇曼光谱对比

健康个体红细胞在氧合态和去氧态下的平均喇

曼光谱及差异光谱见图３．光谱差异主要表现在次

甲基变形振动带（１２００～１２５０ｃｍ
－１）、吡咯半环呼

吸振动带（１３００～１５００ｃｍ
－１）以及自旋标志谱带

（１５００～１６５０ｃｍ
－１）．与 Ｗｏｏｄ等

［６７］ 采用６３２．８ｎｍ

共振显微喇曼的结果基本吻合．但一些特征谱线的

相对强度不同．文献［６］中，氧合态喇曼光谱１２２４～

１２２６、１２４５～１２５０、１５６２～１５６５和１６３６ｃｍ
－１增

强；去氧态的增强谱线则出现在１２１０～１２１５、

１２２０～１２３０、１５４４～１５４７、１５８０～１５８２和１６０６～

１６１０ｃｍ－１．而图３显示，去氧态光谱谱线１２１０～

１２１５、１５４４～１５４７ｃｍ
－１增强，但１６０６～１６１０、

１２２０～１２３０ｃｍ
－１未发生明显变化；而在氧合态

中，１３９３～１４００，１２２４～１２２６、１５６２～１５６５，１６１８～

１６２２及１６３６～１６３９ｃｍ
－１等增强．与文献［５］不同

的是，图３中氧合态光谱１５８０～１５８２ｃｍ
－１也增

强，而且没有出现１２５０～１２４５ｃｍ
－１峰．可见，不同

的激发波长，喇曼光谱的共振机制不同．

图３　健康个体红细胞去氧态（Ａ）和氧合态（Ｂ）的平均

喇曼光谱，Ｃ为差异光谱

Ｆｉｇ．３　ＡｖｅｒａｇｅｄＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｄｅｏｘｙｇｅｎａｔｅｄｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ

（Ａ）ａｎｄｏｘｙｇｅｎａｔｅｄｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ（Ｂ）ｆｒｏｍｎｏｒｍａｌ

ｃｏｎｔｒｏｌｓ，ｃｕｒｖｅＣｉｓｔｈｅｓｕｂｔｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＢａｎｄＡ

２．３　氧合态与去氧态区分指标的选择

为寻求区分红细胞氧合态及去氧态的指标，统

计了２００个氧合态和去氧态红细胞光谱１４００、

１５４７、１５６５、１５８２、１６０６、１６２０、１６３８ｃｍ－１等谱线

的绝对强度，但由于红细胞个体差异、系统噪音、系

统强度的不稳定和测量误差等因素的存在，采用任

一谱线强度作为指标，均不能很好的把氧合态及去

氧态红细胞完全区分开．为此，统计了１４００、１５８２、

１５６５、１６０６、１６２０和１６３８ｃｍ－１ 等 峰 与１５４７ｃｍ－１

的强度比值（见图４），所有直方分布图基本呈现正

态分布，犐１４００／犐１５４７、犐１６０６／犐１５４７、犐１６２０／犐１５４７在两个态

９０９
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图４　氧合态和去氧态各特征谱线相对强度的直方分布图

Ｆｉｇ．４　Ｈｉｓｔｏｇｒａｍｏｆｉｎｔｅｎｓｉｔｙｒａｔｉｏｓｏｆｂａｎｄｓ１４００，１５８２，１５６５，１６０６，１６２０ａｎｄ１６３８ｃｍ
－１ｔｏｂａｎｄ１５４７ｃｍ－１

中有重叠，而犐１５８２／犐１５４７、犐１５６５／犐１５４７、犐１６３８／犐１５４７均能

较明显区分地氧合态和去氧态，但以犐１６３８／犐１５４７的

分布比较集中，区分效果最佳．因此，将犐１６３８／犐１５４７

作为区分红细胞氧合及去氧程度的指标．犐１６３８／犐１５４７

值越大，表明氧合程度越高，氧合能力越强；反之，

犐１６３８／犐１５４７值越小，去氧程度越高，去氧能力越强．图

４各小图中左侧灰色直方图为去氧态，右侧为氧

合态．

２．４　气体循环过程红细胞的喇曼光谱变化

采用实验二的方法，收集氧合及去氧态红细胞

各１５０个细胞喇曼光谱．按收集的先后顺序，以

犐１６３８／犐１５４７为指标，每５０个光谱做一个直方分布图，

结果见图５．图５显示随着通Ｎ２ 时间的推移，去氧

态的分布图不断左移，且分布图的宽度（即标准偏

差，ＳＤ）也逐渐变小，表明去氧程度不断提高．而随

着通Ｏ２ 时间推移，分布并没有表现出明显的变化，

表明红细胞在通氧２０ｍｉｎ后测量，细胞群体基本达

到完全氧合态．此后，随通氧时间的延长，氧合程度

基本不变．这些结果说明：１）红细胞在 Ｏ２ 环境中，

氧合迅速，容易达到稳定的氧合态；２）去氧态分布存

在左移的情况，通Ｎ２３０ｍｉｎ后，溶液中可能仍然存

在着 Ｏ２，一些细胞还结合着一定量的 Ｏ２．但随着

Ｎ２ 的不断通入，Ｏ２ 分压逐渐降低，迫使红细胞释放

图５　随着光谱收集顺序，每５０个红细胞光谱犐１６３８／犐１５４７
的直方分布图

Ｆｉｇ．５　Ｈｉｓｔｏｇｒａｍｏｆ犐１６３８／犐１５４７ｏｆｅｖｅｒｙｆｉｆｔｙｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓ

ｄｕｒｉｎｇｔｈｅｄｅｏｘｙｇｅｎａｔｅｄａｎｄｏｘｙｇｅｎａｔｅｄｐｒｏｃｅｓｓ

Ｏ２，而再结合Ｏ２ 的几率又不断下降，因此，去氧程

度随之提高，分布图不断左移；３）随着去氧程度的提

高，细胞分布图趋于集中，由于 Ｎ２ 迫使溶液中 Ｏ２

的减少，更多的红细胞没有机会结合Ｏ２．这些结果

表明喇曼系统可以灵敏监测红细胞氧合状态．

２．５　不同血液样品的氧合能力对比

２．５．１　不同保存时间

图６是同一样本红细胞，置于冰箱中保存２ｄ、

５ｄ和１５ｄ后，其氧合态及去氧态的各１５０个细胞

犐１６３８／犐１５４７的直方分布图．其中去氧态犐１６３８／犐１５４７的

平均值分别为０．２６９５２、０．２２８１３、０．２１５８９；氧合

态的分别为０．６７９５９，０．６７２６１，０．８４０５９．结果显

示，不同保存时间红细胞的群体去氧态犐１６３８／犐１５４７

没有显著性差异，而氧合态犐１６３８／犐１５４７在前５ｄ保存

时间内没有显著性差异，但第１５ｄ后，犐１６３８／犐１５４７却

显著增大，与第一天相比增幅为２３．７％．表明在保

存较长时间后，红细胞的群体结合氧的能力增强，但

去氧能力没有显著性差异．

图６　红细胞４℃保存２ｄ、５ｄ和１５ｄ的氧合态及去氧态

犐１６３８／犐１５４７的直方分布

Ｆｉｇ．６　Ｈｉｓｔｏｇｒａｍｏｆ犐１６３８／犐１５４７ｏｆｏｘｙｇｅｎａｔｅｄｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ

ａｎｄｄｅｏｘｙｇｅｎａｔｅｄｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅａｆｔｅｒｓｔｏｒｅｄａｔ４℃

ｆｏｒ２ｄ，５ｄａｎｄ１５ｄ

２．５．２　不同健康个体

地中海贫血是一种由于珠蛋白基因缺失或缺陷

使珠蛋白链的合成受到部分或完全抑制而引起的遗

传性溶血性贫血．α地中海贫血非缺失型 ＨｂＨＣＳ
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５期 陈秀丽，等：喇曼光镊分析血红细胞的携氧能力

由于血红蛋白α链合成障碍而造成过多的β链形成

四聚体 ＨｂＨ，研究表明 ＨｂＨＣＳ的红细胞对氧的

亲和力极高，没有Ｂｏｈｒ效应，不利于氧的运输，从

而导致组织缺氧［１３］．

本文对比了 ＨｂＨＣＳ和正常对照红细胞氧合

能力，见图７．其中 ＨｂＨＣＳ的氧合态红细胞的

犐１６３８／犐１５４７平均值为０．７５７６６，大于正常对照０．６７９５９，

二者的ＳＤ值为０．０５５．ＨｂＨＣＳ去氧态红细胞的

犐１６３８／犐１５４７平均值为０．３４１６４，大于正常对照０．２６９５２，

二者的ＳＤ值为０．０５１．表明，ＨｂＨＣＳ红细胞具有

较易结合氧，但不易去氧的特点，与文献［１３］所述基

本一致．

图７　ＨｂＨＣＳ和正常对照氧合态及去氧态各１５０个细

胞光谱犐１６３８／犐１５４７的分布

Ｆｉｇ．７　Ｈｉｓｔｏｇｒａｍｏｆｔｈｅ犐１６３８／犐１５４７ｏｆ１５０ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓ

ｆｒｏｍｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＨｂＨＣＳ

３　讨论

本文在喇曼光镊系统上，构建了监测红细胞携

氧过程的实验装置．该装置首先严格控制气压．血红

蛋白的氧解离曲线表明［１３］，不同的氧气分压下，红

细胞的氧饱和度不同．在人体内，当Ｏ２ 压强为８～

１３．３ｋＰａ时，Ｈｂ与Ｏ２ 结合．考虑到模拟环境与人

体内环境仍有一定差异，同时为了使红细胞达到完

全氧合和去氧，本实验将气压略高于大气压强．其

次，需严格控制激光功率．从图２可见，强激光功率

下多次俘获同一细胞会导致其喇曼谱线１２４８、

１３７１ｃｍ－１的强度显著提高，表明血红蛋白部分变

性．此外，不同的激光功率（１．２５和２．６ｍＷ）下，收

集同一血样红细胞去氧态光谱各１００个，作出犐１６３８／

犐１５４７的分布图显示，功率越高，其犐１６３８／犐１５４７越小，表

明功率越高，去氧态特征峰的相对强度越大．说明比

较不同人红细胞氧合及去氧能力，必须要保持激光

功率一致．可见通过严格控制气压和激光功率，可保

证实时持续地监测活红细胞在氧循环过程中发生的

变化．

在严格控制的实验条件下收集喇曼光谱，以

犐１６３８／犐１５４７为指标，分析了红细胞群体的携氧能力，

初步显示了该实验系统能在单细胞水平上快速灵敏

地监测红细胞携氧能力．首先，比较分析不同保存时

间血样的氧合及去氧能力，发现血样在保存时间不

长（约一周）的情况下，红细胞的氧合能力没有显著

变化，但保存时间较长（约两周），其氧合能力明显提

高，说明胞内 Ｈｂ对Ｏ２ 的亲和力增加．但细胞去氧

能力的没有发生显著差异．血液在保存过程中，由于

红细胞本身的代谢需要，红细胞中的 ＡＴＰ和２，３

二磷酸甘油酸（２，３ｄｉｐｈｏｓｐｈｏｇｌｙｃｅｒａｔｅ，ＤＰＧ）会逐

渐下降．研究发现
［１４］，当ＡＴＰ的浓度低于１．５ｍｏｌ／

ｇＨｂ时，红细胞的存活率就会下降．而２，３ＤＰＧ浓

度下降，Ｈｂ对Ｏ２ 的亲和力增加，氧解离曲线左移，

去氧能力下降．但本实验中发现红细胞的群体去氧

能力没有下降，与前人的分析结果有所不同，原因有

待进一步探究．红细胞氧合能力的差异与它的存活

率有一定关系［１４］，若能检测细胞中 ＡＴＰ、２，３ＤＰＧ

的浓度和细胞的携氧能力的关系，则有望利用喇曼

光镊技术对细胞活性做深入的研究，应用于检测库

存血的活性．但对比地中海贫血 ＨｂＨＣＳ患者和正

常对照红细胞的携氧能力的差异性，发现地中海贫

血ＨｂＨＣＳ患者红细胞表现出强氧合弱去氧能力

的特点，与临床症状相吻合．而且，从单细胞动态氧

合过程的记录结果（另文发表）也表现出这一特点．

表明喇曼光镊技术有望通过检测红细胞的携氧能力

来深入了解血液疾病，从而为疾病诊断提供新思路．

４　结论

应用光镊喇曼光谱技术与气体控制装置，实现

在单细胞水平上实时监测红细胞的携氧能力．给出

在７８０ｎｍ的喇曼光镊系统下研究红细胞携氧能力

的激光功率，并提出犐１６３８／犐１５４７比值是区分红细胞

氧合态与去氧态的标志．以这一指标分析了不同保

存时间、不同健康状态个体红细胞携氧能力的差异

性．为检测库存血存活率，了解年龄与血液携氧能力

的关系，血液疾病的机能与诊断提供了有益探索．

致谢：感谢解放军第３０３医院尹晓林博士提供

地中海贫血血液样本．
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