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摘 要院 采用重复性及生物兼容性较好的二维纳米银膜作为氧合血红蛋白表面增强拉曼散射光谱

的(SERS)基底，利用具有较好匹配的近红外激光作为激发光源，通过引起共振拉曼效应分别对健

康女性和女性乳腺癌患者的氧合血红蛋白进行 SERS 光谱研究。比较两组氧合血红蛋白平均 SERS

光谱，发现存在差异。利用 SPSS软件的主成分分析(PCA)方法和独立变量 T 检验统计分析方法，发

现两组光谱在 659、813 和 1 122 cm-1拉曼频移处的谱峰有着极显著的区别。对主成分进行归属分

析，女性乳腺癌患者氧合血红蛋白分子中，吡咯环的反对称变形振动、对称变形振动以及吡咯环的

呼吸振动的强度、相对于健康女性显著减少，从而造成图谱谱峰有明显差异。除此以外，SERS技术

结合 SPSS 统计分析方法能够较好地区分健康女性和乳腺癌患者的氧合血红蛋白，从而有望发展

成为一种新型的乳腺癌临床诊断技术。
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Breast cancer oxyhemoglobin surface enhanced Raman spectroscopy
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Abstract: Based on the repeatability and good biological compatibility two -dimensional nano silver

membrane as oxyhemoglobin near infrared surface enhanced Raman scattering (SERS), a study on

oxyhemoglobin used SERS spectra was carried out by using near infrared laser with good match as

excitation light source, which caused resonance Raman effect respectively of healthy women and women

with breast cancer. The study found that obvious differences existed between healthy women and female

breast cancer patients忆 oxyhemoglobin. By using the method of principal component analysis (PCA) and

independent variable T test statistical analysis through SPSS, an extremely significant difference was

found between the two spectra in 659, 813 and 1122 cm-1 Raman shift spectrum peak. By attribution

analysis on the principal component, a significant reduction was found, compared with the healthy
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women, in the female breast cancer patients忆 oxygenated hemoglobin molecules, pyrrole ring vibration,

and symmetric deformation of antisymmetric deformation and pyrrole ring breathing vibration intensity,

which resulted in an obvious difference in the graph spectral peaks. In addition袁SERS technique can be

combined with SPSS statistical analysis method to distinguish the oxygenated hemoglobin between

healthy women and patients with breast cancer, which is expected to develop into a new type of

clinical diagnosis technology for breast cancer.

Key words: Raman spectrum; breast cancer; oxyhemoglobin; nano silver film

0 引 言

乳 腺 癌 是 大 多 数 国 家 女 性 最 常 见 的 恶 性 肿 瘤 之

一 袁 据 美 国 癌 症 协 会 2014 年 公 布 的 数 据 袁 女 性 癌 症

患 者 中 袁 乳 腺 癌 尧 肺 癌 和 结 肠 癌 最 为 常 见 袁 而 乳 腺 癌

占 到 了 所 有 女 性 癌 症 发 病 中 的 29%袁 死 亡 率 占 第 二

位 (15%)遥 近 年 来 , 国 内 乳 腺 癌 的 发 病 率 呈 逐 年 上 升

的 趋 势 袁 并 且 发 病 人 群 呈 现 出 年 轻 化 的 特 点 遥 目 前 袁

乳 腺 癌 的 诊 断 方 法 主 要 有 立 体 定 向 乳 腺 穿 刺 活 检 尧

钼 靶 X 线 摄 影 尧MRI 检 查 及 相 关 肿 瘤 标 志 物 检 测

等 遥 但 也 都 存 在 一 定 的 缺 陷 袁 如 灵 敏 度 低 袁 操 作 复 杂 袁

有 创 伤 袁 费 用 高 等 袁 并 且 医 学 上 传 统 的 癌 症 检 测 方 法

具 有 假 阴 性 或 者 存 在 检 测 盲 区 的 缺 点 袁 所 以 研 究 一

种 快 速 尧 简 便 尧 安 全 的 早 期 乳 腺 癌 检 测 方 法 可 以 为 乳

腺 癌 的 诊 断 开 辟 一 条 新 的 途 径 遥

拉 曼 光 谱 技 术 是 在 拉 曼 散 射 效 应 的 基 础 上 发 展

起 来 的 一 种 光 谱 技 术 [1]袁 该 项 技 术 有 许 多 应 用 领 域

并 发 展 成 为 多 种 不 同 的 拉 曼 光 谱 分 析 技 术 袁 如 固 体

光 声 拉 曼 光 谱 尧 激 光 共 振 拉 曼 光 谱 尧 傅 里 叶 拉 曼 光

谱 尧 高 温 高 压 原 位 拉 曼 光 谱 尧 共 聚 焦 显 微 拉 曼 光 谱 及

表 面 增 强 拉 曼 光 谱 (SERS)[2-5]遥 固 体 光 声 拉 曼 光 谱 主

要 应 用 于 固 体 尧 液 体 尧 气 体 介 质 特 性 的 分 析 曰 激 光 共

振 拉 曼 光 谱 主 要 应 用 于 微 量 生 物 大 分 子 样 品 的 检

测 曰 傅 里 叶 拉 曼 光 谱 主 要 应 用 于 样 品 结 构 的 分 析 曰 高

温 高 压 原 位 拉 曼 光 谱 主 要 应 用 于 晶 体 生 长 尧 冶 金 熔

渣 尧 地 质 岩 浆 等 物 质 的 高 温 结 构 研 究 曰 共 聚 焦 显 微 拉

曼 光 谱 主 要 应 用 于 电 化 学 研 究 曰 表 面 增 强 拉 曼 光 谱

是 Fleischmann 在 1974 年 观 测 到 在 粗 糙 的 银 电 极 表

面 吡 啶 分 子 上 袁 获 得 了 高 强 度 的 拉 曼 散 射 信 号 袁 经 过

检 测 袁 发 现 拉 曼 散 射 强 度 增 大 了 106 倍 袁 而 现 在 通 过

利 用 纳 米 银 制 备 基 底 上 观 测 标 本 的 拉 曼 散 射 强 度 可 获

得 较 常 规 拉 曼 光 谱 大 几 万 甚 至 几 十 万 倍 的 增 益 [6-7]袁 目

前 该 项 技 术 应 用 于 分 子 的 理 化 研 究 袁 病 理 分 析 袁 药 物

分 析 等 研 究 领 域 遥 陈 荣 尧 韩 洪 文 尧 刘 仁 明 尧 熊 洋 等 人 已

经 利 用 该 项 技 术 分 别 对 胃 癌 患 者 的 血 浆 尧 皮 疹 病 人

血 清 尧 肝 癌 患 者 血 清 尧 宫 颈 癌 患 者 的 氧 合 血 红 蛋 白 进

行 了 光 谱 研 究 [8-10]袁 研 究 中 运 用 Origin 软 件 的 谱 峰 分

析 结 合 SPSS 软 件 的 统 计 分 析 可 以 对 健 康 人 与 患 者

进 行 区 分 袁 从 而 得 出 诊 断 结 果 遥 表 面 增 强 拉 曼 光 谱 运

用 于 乳 腺 癌 的 研 究 袁 具 有 检 测 快 尧 灵 敏 度 高 尧 所 需 样

品 浓 度 低 尧 无 破 坏 性 等 优 点 袁 随 着 拉 曼 光 谱 技 术 的 不

断 发 展 袁 该 项 技 术 有 望 发 展 成 为 用 于 医 学 诊 断 的 重

要 方 法 遥 拉 曼 光 谱 的 激 发 光 源 要 求 单 色 性 好 袁 即 线 宽

要 窄 袁 所 以 实 验 中 采 用 激 光 作 为 光 源 袁 波 长 在 近 红 外

785 nm 附 近 遥 这 样 袁 一 方 面 可 以 有 效 降 低 荧 光 效 应 [11]

的 影 响 袁 另 一 方 面 由 于 表 面 增 强 后 的 拉 曼 散 射 可 以

用 小 功 率 的 激 光 去 激 发 生 物 分 子 袁 从 而 大 大 降 低 了

对 生 物 大 分 子 的 光 致 损 伤 尧 获 得 较 完 整 的 生 物 大 分

子 的 拉 曼 信 号 遥

该 实 验 采 用 静 电 自 组 装 技 术 使 得 表 面 经 过 特 殊

处 理 的 玻 璃 基 底 上 形 成 纳 米 银 膜 袁 经 过 重 复 性 试 验

且 具 有 较 好 的 重 复 性 遥 该 纳 米 银 膜 基 底 的 等 离 子 区

处 于 350~850 nm袁 能 够 与 实 验 中 的 激 光 光 源 较 好 匹

配 引 起 共 振 拉 曼 效 应 遥 同 时 还 能 减 少 光 子 能 量 对 蛋

白 质 大 分 子 造 成 的 光 损 袁 并 且 可 以 更 好 的 降 低 荧 光

效 应 遥 实 验 中 将 采 集 来 的 每 例 血 样 中 的 氧 合 血 红 蛋

白 提 取 出 均 匀 地 涂 在 所 制 备 的 纳 米 银 膜 基 底 上 袁 结

合 SPSS 多 变 量 统 计 分 析 健 康 女 性 与 女 性 乳 腺 癌 患

者 的 氧 合 血 红 蛋 白 NIR-SERS 光 谱 遥

1 材料与方法

1.1 实验材料

该 实 验 中 的 血 液 样 品 采 集 于 遵 义 医 学 院 附 属 医 院 袁

血 液 样 中 有 15 例 健 康 女 性 和 15 例 女 性 乳 腺 癌 患 者 遥
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1.2 实验方法

首 先 分 离 出 氧 合 血 红 蛋 白 院 在 采 集 的 血 液 样 品

中 将 健 康 女 性 和 女 性 乳 腺 癌 患 者 的 分 别 用 对 照 组 和

实 验 组 表 示 袁 并 每 个 样 品 取 出 约 3 mL袁 在 不 加 入 任

何 抗 凝 剂 的 情 况 下 袁 放 置 在 37 毅C 的 环 境 温 度 下 1 h

左 右 袁 使 其 凝 结 曰 然 后 采 用 离 心 机 进 行 离 心 袁 设 置 转

速 为 5 000 r/min袁 离 心 5 min 后 袁 在 分 层 的 血 液 中 提

取 下 层 红 细 胞 300 滋L曰 接 下 来 袁 按 照 体 积 比 1院9 将 红

细 胞 与 去 离 子 水 混 合 均 匀 袁 再 次 使 用 离 心 机 袁 同 样 设

置 5 000 r/min 的 转 速 袁 离 心 5 min曰 最 后 袁 提 取 中 间 层

氧 合 血 红 蛋 白 溶 液 500 滋L袁 将 其 放 置 于 0~3毅C 冰 箱

中 以 备 使 用 遥

然 后 制 备 出 实 验 所 需 的 二 维 纳 米 银 膜 基 底 院 参 照

冯 尚 源 尧 刘 仁 民 和 熊 洋 等 制 备 SERS 基 底 的 方 法 [12]袁 先

用 浓 硫 酸 浸 泡 玻 璃 载 玻 片 10 h袁 取 出 后 用 去 离 子 水

反 复 冲 洗 干 净 袁 再 放 置 于 氨 水 和 双 氧 水 混 合 液 中 浸

泡 8 h袁 取 出 后 用 去 离 子 水 将 其 再 次 冲 洗 干 净 曰 接 下

依 次 放 在 乙 醇 和 去 离 子 水 中 袁 用 超 声 波 清 洗 机 分 别

清 洗 30 min 后 袁 置 于 高 纯 N2 中 干 燥 待 用 遥 将 50 mg

聚 乙 烯 醇 和 30 mg 硝 酸 银 加 入 到 200 mL 的 去 离 子

水 中 袁 通 过 加 热 袁 使 聚 乙 烯 醇 充 分 溶 解 袁 溶 解 后 使 混

合 溶 液 冷 30 min 后 袁 在 30 V 电 压 下 对 溶 液 进 行 电

解 袁 1.5 h 后 即 获 得 带 正 电 性 的 纳 米 银 胶 袁 最 后 把 经

过 处 理 载 玻 片 放 入 正 电 性 纳 米 银 胶 中 进 行 静 电 自 组

装 24 h袁 即 获 得 待 使 用 的 二 维 纳 米 银 膜 基 底 遥

最 后 测 定 氧 合 血 红 蛋 白 NIR-SERS 光 谱 院 将 15 例

健 康 女 性 和 15 例 被 确 诊 的 女 性 乳 腺 癌 患 者 的 氧 合

血 红 蛋 白 样 品 取 出 100 滋L 均 匀 地 涂 在 所 制 备 的 银

膜 基 底 上 [12]袁 待 其 自 然 干 燥 后 进 行 检 测 曰 使 用 便 携 式

拉 曼 光 谱 仪 (R-3000TM袁Ocean Optics) 检 测 袁 采 用 近

红 外 波 长 为 785 nm 的 半 导 体 [1] 激 光 光 源 袁 激 光 功 率

密 度 为 J=103W窑cm-2袁 垂 直 照 射 在 基 底 液 膜 上 ( 设 置

扫 描 积 分 时 间 为 16 s) 进 行 SERS 光 谱 的 测 定 遥 每 个

样 品 测 定 时 袁 分 别 在 液 膜 上 任 意 选 取 三 个 不 同 点 得

出 谱 线 袁 然 后 取 平 均 谱 线 运 用 Origin 8.0 和 SPSS

19.0 进 行 谱 峰 和 统 计 分 析 遥

2 结果与讨论

2.1 氧合血红蛋白 NIR-SERS光谱

应 用 Origin8.0 软 件 对 光 谱 图 进 行 比 较 袁 如 图 1

所 示 袁 谱 线 (a) 和 谱 线 (b) 分 别 展 示 了 15 例 健 康 女 性

( 对 照 组 ) 和 15 例 女 性 乳 腺 癌 患 者 ( 实 验 组 ) 氧 合 血

红 蛋 白 的 平 均 SERS 光 谱 遥 为 了 更 好 的 进 行 对 比 袁 两

组 数 据 的 谱 线 作 了 上 下 平 移 处 理 袁 以 便 在 同 一 图 层

中 更 好 地 反 应 出 两 组 的 差 异 遥 图 中 对 照 组 和 和 实 验 组

主 要 的 谱 峰 在 472尧659尧813尧1 122尧1 209尧1 334尧1

424尧1 584 cm-1 处 袁 并 且 两 组 谱 峰 的 强 度 存 在 差 别 袁

相 比 于 乳 腺 癌 患 者 袁 健 康 人 氧 合 血 红 蛋 白 SERS 光

谱 强 度 要 大 袁 尤 其 在 659尧813尧1 122 cm-1 处 袁 健 康 女

性 氧 合 血 红 蛋 白 SERS 光 谱 有 较 明 显 的 拉 曼 谱 峰 袁

而 乳 腺 癌 患 者 的 谱 峰 基 本 消 失 遥 除 此 以 外 袁 从 两 组 谱

峰 拉 曼 位 移 的 区 分 来 看 袁存 在 两 处 明 显 区 别 袁 即 健 康 女

性 氧 合 血 红 蛋 白 平 均 SERS 光 谱 在 1 334 cm-1 处 的 谱

峰 在 乳 腺 癌 患 者 上 红 移 [13] 到 1338cm-1袁 而 在 1584 cm-1

的 谱 峰 在 乳 腺 癌 患 者 上 蓝 移 [13]到 1576cm-1遥

图 1 15 例 健 康 女 性 (a) 和 15 例 乳 腺 癌 患 者 (b) 的 氧 合 血 红 蛋 白

平 均 NIR-SERS 光 谱

Fig.1 Average NIR-SERS spectra of oxyhemoglobin for 15 healthy

women (spectrum a) and 15 breast cancers(spectrum b)

2.2 氧合血红蛋白 SERS光谱的 SPSS统计分析

为 了 得 到 区 分 健 康 女 性 和 女 性 乳 腺 癌 患 者 的 客

观 依 据 袁 文 中 采 用 SPSS 软 件 进 行 统 计 分 析 遥 在 运 用

统 计 分 析 前 袁 所 有 SERS 光 谱 线 需 将 荧 光 背 景 扣 除 袁

选 择 拉 曼 频 移 在 250~1 650 cm-1 的 范 围 袁 观 察 到 两 组

拉 曼 光 谱 存 在 八 个 明 显 的 谱 峰 袁 分 别 位 于 472尧659尧

813尧1 122尧1 209尧1 334尧1 424尧1 584 cm-1 处 遥 接 下 在

Origin 软 件 中 分 别 将 每 个 样 品 光 谱 中 的 八 个 谱 峰 的

面 积 求 出 袁 将 得 到 的 谱 峰 面 积 分 别 以 对 照 组 和 实 验

组 输 入 到 SPSS 软 件 中 进 行 归 一 化 处 理 [7]袁 利 用 PCA

主 成 分 分 析 方 法 可 以 得 到 八 个 主 成 分 袁 结 合 独 立 变

量 T 检 验 对 主 成 分 进 行 分 析 发 现 具 有 显 著 差 异 的 主

成 分 得 分 分 别 是 PC1 和 PC7(p<0.05)袁 具 有 极 显 著 差

0433001-3
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异 的 主 成 分 得 分 的 是 PC2尧PC3尧PC4 和 PC8 (p <

0.01)袁 图 2(a)尧(b) 是 对 照 组 和 实 验 组 SERS 光 谱 选

取 的 具 有 极 显 著 差 异 主 成 分 PC2 和 PC3尧PC3 和

PC4 的 二 维 散 点 图 遥 在 图 2(a) 的 二 维 散 点 图 中 袁 直 线

YPC2=-3.95XPC3-0.88 为 诊 断 线 袁 可 以 看 出 对 照 组 分 布

在 右 边 袁 而 实 验 组 全 部 集 中 在 左 边 遥 在 图 2(b) 的 二 维

散 点 图 中 袁 直 线 YPC3=0.33XPC4+0.03 为 诊 断 线 袁 可 以 看

出 对 照 组 主 要 分 布 在 左 上 方 袁 而 实 验 组 全 部 集 中 在

右 下 方 遥 数 据 表 明 特 异 性 与 灵 敏 度 都 分 别 为 93.3% 和

100%袁 总 判 别 正 确 率 为 96.6%遥

图 2 (a)尧(b) 分 别 是 15 例 健 康 女 性 ( 三 角 形 ) 与 乳 腺 癌 患 者 ( 球 形 )

主 成 分 得 分 PC2尧PC3 散 点 图 和 PC3尧PC4 散 点 图

Fig.2 Plots of PC2 versus PC3(a) and PC3 versus PC4(b) for

15 healthy women (triangle)and 15 breast cancers (ball)

如 图 3 中 所 示 袁 结 合 二 维 散 点 图 中 选 用 的 具 有

极 显 著 差 异 的 主 成 分 (PC2尧PC3尧PC4) 即 得 到 对 照 组

和 实 验 组 的 SERS 光 谱 判 别 式 得 分 图 遥 图 3(a) 为 对

照 组 的 SERS 光 谱 判 别 式 得 分 图 袁 可 以 看 出 袁 健 康 女

性 ( 对 照 组 ) 判 别 式 得 分 大 多 大 于 0袁 分 布 于 0~4 的 区

域 曰 图 3(b) 为 实 验 组 的 SERS 光 谱 判 别 式 得 分 图 袁 可

以 看 出 袁 乳 腺 癌 患 者 ( 实 验 组 ) 判 别 式 得 分 大 多 小 于

0袁 主 要 分 布 于 -3耀0 的 区 域 遥 对 照 组 与 实 验 组 的 判 别

式 得 分 显 然 可 以 以 0 为 界 限 来 区 分 袁 即 得 分 小 于 0

患 乳 腺 癌 的 几 率 就 大 遥 图 中 标 出 了 对 照 组 和 实 验 组

判 别 式 得 分 标 准 偏 差 分 别 为 1.11 和 0.86袁 健 康 女 性

( 对 照 组 ) 标 准 偏 差 比 乳 腺 癌 患 者 ( 实 验 组 ) 大 遥

图 3 15 例 健 康 女 性 (a) 和 15 例 乳 腺 癌 患 者 (b) 的 判 别 式 得 分 图

Fig.3 Plots of discriminating scores of 15 health women (a)

and 15 breast cancers (b)

3 结 论

该 实 验 通 过 对 比 15 例 健 康 女 性 ( 对 照 组 ) 和 15 例

乳 腺 癌 患 者 ( 实 验 组 ) 氧 合 血 红 蛋 白 的 拉 曼 光 谱 来

找 出 两 者 的 差 异 袁 从 而 得 到 乳 腺 癌 患 者 的 诊 断 判 别 遥

为 了 得 到 较 强 的 拉 曼 信 号 袁 参 照 SERS 光 谱 相 关 技

术 袁 选 取 纳 米 银 膜 作 为 增 强 光 谱 的 基 底 遥 对 制 备 的 纳

米 银 膜 基 底 进 行 重 复 性 试 验 袁 证 实 该 纳 米 银 膜 基 底

具 有 较 好 的 生 物 兼 容 性 和 稳 定 性 遥 结 合 使 用 785 nm

的 近 红 外 激 光 光 源 作 为 激 发 光 源 袁 可 以 获 得 比 较 理

想 和 完 整 的 拉 曼 信 号 遥 利 用 Origin 软 件 对 数 据 处 理

后 袁 可 以 看 出 对 照 组 与 实 验 组 的 光 谱 在 659尧813 和

1 122 cm-1 的 谱 峰 有 较 明 显 的 区 别 遥 采 用 SPSS 软 件

的 PCA 分 析 结 合 独 立 变 量 T 检 验 统 计 分 析 方 法 得

到 最 具 差 异 的 三 个 PCA 得 分 PC2尧PC3 和 PC4袁 利 用

此 三 个 PCA 得 分 做 出 的 SERS 光 谱 PCA 得 分 二 维

散 点 图 可 以 很 好 的 区 分 健 康 女 性 和 乳 腺 癌 患 者 袁 诊

断 的 特 异 性 与 灵 敏 度 都 分 别 为 93.3% 和 100%袁 总 判

别 正 确 率 为 96.6%遥 通 过 归 属 分 析 袁 女 性 乳 腺 癌 患 者

氧 合 血 红 蛋 白 分 子 中 袁 吡 咯 环 的 对 称 弯 曲 变 形 振 动 尧

反 对 称 伸 缩 变 形 振 动 以 及 C-N 的 伸 缩 振 动 与 健 康

人 是 不 同 的 遥 导 致 这 些 变 化 是 由 于 乳 腺 癌 在 癌 变 的

过 程 中 造 成 体 内 组 织 细 胞 中 的 物 质 如 院 糖 尧 氨 基 酸 的

消 耗 与 正 常 人 是 不 一 样 的 遥 根 据 癌 变 过 程 组 织 生 化

分 析 的 一 些 结 论 也 可 以 印 证 这 一 变 化 遥 因 此 袁 表 面 增
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强 拉 曼 光 谱 技 术 结 合 SPSS 统 计 分 析 方 法 能 够 很 好

的 区 分 乳 腺 癌 患 者 和 健 康 女 性 的 氧 合 血 红 蛋 白 曰 另

外 袁 该 项 技 术 整 体 还 处 于 分 散 实 验 研 究 阶 段 袁 没 有 形

成 统 一 的 技 术 尧 筛 查 和 诊 断 标 准 袁 需 要 建 立 诊 断 数 据

库 及 诊 断 标 准 袁 更 加 全 面 准 确 地 解 析 早 期 乳 腺 癌 信

息 遥 充 分 发 挥 表 面 增 强 拉 曼 光 谱 技 术 其 简 便 尧 快 捷 尧

无 损 的 特 点 袁 有 望 发 展 成 为 一 种 新 型 的 乳 腺 癌 临 床

诊 断 技 术 遥
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