
第
!"

卷!第
#$

期
! !!!!!!!!!!!

光 谱 学 与 光 谱 分 析
%&'(!"

!

)&(#$

!

**

+,H".+,H@

$"$"

年
#$

月
!!!!!!!!!!! !

0

*

1234&52&

*6

7890

*

12347':87'

6

5;5 <121=>14

!

$"$"

!

基于激光拉曼光谱技术鉴别四种急性白血病细胞系的方法研究
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急性白血病的诊断基于一系列检测方法!细胞遗传学和荧光原位杂交方法旨在鉴定涉及白血病发

生过程的特定基因和染色体改变!通过流式细胞术和分子生物学进行的免疫表型分析也是目前可用于明确

诊断的检查手段$这些检查的侵入性和时效性方面的不足促使人们寻找以拉曼光谱技术为代表的新的方法

和技术!以减少假设和诊断结论之间的时间间隔!有利于患者获得更好的预后$拉曼光谱技术可用来非标记

识别血液中存在的血细胞和生化元素的光谱信息!例如氨基酸)蛋白质)脂质)核酸和类胡萝卜素!并且该

技术在使用细胞系)血涂片和血清样本进行的不同类型血液学疾病的诊断中变得愈为重要!具有广阔的应

用前景$实验研究了人急性
F

细胞白血病细胞系"

YV4J73

#)人急性骨髓性白血病细胞系"

WX.#

&

#)人急性早

幼粒细胞白血病细胞系"

)S!

#和人急性单核细胞白血病细胞系"

FEM.#

#的拉曼光谱特征!建立使用拉曼光

谱非标记鉴别四种白血病细胞系的新方式!为临床实验研究提供科学基础$分别培养并收集四种急性白血

病细胞系细胞!使用
E&4;>7f

*

'&47

拉曼光谱仪获取拉曼光谱!每种细胞系捕获
$-

$

+"

个白血病细胞光谱$

联合运用主成分分析法)偏最小二乘判别分析和聚类分析等光谱分析方法!对四种细胞系细胞的光谱展开

深入分析和建立鉴别模型!联合两两组合分析!对细胞光谱进行甄别$四种细胞的拉曼光谱具有差异!主要

通过
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和
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b#等峰位进行区分!反映了

P

V4J73

细胞活跃的增殖代谢!

WX.#

&

细胞活跃的与核酸相关的能量代谢以及
)S!

细胞较强的细胞呼吸等生

物学信息$结果表明%依据
MB0.<:

建立的拉曼光谱辨别模型能准确甄别四种急性白血病细胞!模型具有良

好的拟合稳定性)预判能力和应用前景$
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急性白血病是指原始的造血细胞!尤其是白细胞以克

隆)不受控制和自主的方式遭受恶性转化!并伴随它们的功

能)形态和成熟顺序上的改变而引起的一种恶性肿瘤$常按

形态分为髓细胞和淋巴细胞白血病两大类$白血病的诊断基

于一系列测试!从血细胞计数筛查开始!能够评估血细胞!

然后进行更具侵入性的脊髓造影检查!分析相关的血管内细

胞'

#.$

(

$这些形态学化验不足以进行准确的诊断!因此!临床

医生要求进行更复杂的实验室检查!例如流式细胞术和细胞

遗传学检查!以便进行确凿的诊断'

+.!
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$然而!这些检查方法

对细胞样本具有侵入性且耗时较长!因此!探索一种新型白

血病细胞鉴别方法具有重要的科研和临床意义$

拉曼光谱是一种新型光学技术!能够识别与病理状况相

关的生物组织和液体的生化变化!诊断血清中的阿尔茨海默

症以及体外定量人体血液和血清成分等$拉曼效应是基于可

极化分子对入射激光的非弹性散射!有着提供不同材料的振

动能级的详细信息的强大能力$
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等通过拉曼光谱技术

鉴定正常和白血病细胞'
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等鉴别了间充质干细胞

和软骨细胞的不同光谱特征'
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等应用拉曼光谱来提

供有关不同淋巴细胞的细胞系组成的生化信息$虽然拉曼光

谱法测量的淋巴细胞系之间的生化差异很小!但结合偏最小

二乘判别分析!不仅可以区分
F

细胞和
S

细胞!而且可以区



分单个
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细胞系'
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当被应用于血液及肿瘤疾病的诊断时!拉曼光谱技术具

有诸如体内使用的可能性)快速性!不需要试剂或染料来揭

示组织生化信息!以及使用少量样品非破坏性地获得诊断等

优势'

@

(

$本实验使用拉曼光谱技术对人急性
F

细胞白血病细

胞系"

YV4J73

#)人急性骨髓性白血病细胞系"
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#)人急性

早幼粒细胞白血病细胞系"

)S!

#和人急性单核细胞白血病细

胞系"

FEM.#

#展开研讨!获取拉曼光谱数据!通过光谱分析

软件建立区分四种细胞系的方法$同时!探讨拉曼光谱特

征!以期为四种急性白血病细胞的早期鉴别诊断提供一种新

方式$
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四种急性白血病细胞系的培养和传代

细胞系
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用
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胎牛血清#!在
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培养

液!在
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拉曼光谱检测

将培养的细胞系细胞借助甩片机
C

6

3&5

*

;8!

涂于石英玻

片上!做成待测样本$实验选用共聚焦拉曼光谱仪
f

*
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对目的细胞展开检测$选取
H/-8=

激光

作为激发光!输出功率为
!"=Z

!物镜选取
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倍!拉曼光谱

记录波数范围为
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$
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b#

!标本固定在
fQe

三维平

台上!在镜下随机选取一个白血病细胞系细胞进行拍摄!拍

摄过程使用
i!""(H-):

尼康镜头!样品上约
$i$
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的

光斑大小范围接收输出功率为
!"=Z

的激光束照射!每种

急性白血病细胞系捕获
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$
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个细胞光谱数据!每个细胞

扫描累积时间为
$-"5

!分辨率为
#2=

b#

$应用
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软

件进行平滑)去背景和基线校正等数据处理!全部光谱以各

自的
#!-"2=

b#拉曼峰为内标完成了强度归一化$
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拉曼光谱数据分析及诊断模型建立

采用
0ALC:.M

应用软件对四种白血病细胞系细胞进行

主成分分析)偏最小二乘判别分析和聚类分析!建立四种急

性白血病细胞鉴别模型$所有数据操作使用
D4;

T

;8

软件进行$

$
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结果与讨论
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四种急性白血病细胞平均拉曼光谱的外形比较

本研究共获得急性白血病细胞系细胞拉曼特征光谱
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例!其中
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例"图
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#$细胞光谱的拉曼峰位归属见

表
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$在
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$
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b#的范围内可见四种白血病细胞拉曼

光谱!形态相似!可以充分地反映出不同种白血病细胞内物

质的含量)组分$
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四组细胞平均拉曼光谱
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四种急性白血病细胞的主成分分析(偏最小二乘判别

分析及聚类分析比较

从
!

类细胞拉曼光谱结果中随机抽取
!"

张特征光谱"每

类
#"

张#!构成四组数据资料$对样本数据分析应用有监督

主成分分析"

MC:

#和偏最小二乘判别分析"

MB0.<:

#展开详

细分析比照$图
$

表明运用有监督的
MC:

和
MB0.<:

方法

可以很好地甄别
P

V4J73

!

FEM.#

!

JX.#
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和
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细胞的光谱

数据$
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模型质量参数
$

$
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!

$

$

@a"(/,+

!
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$
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!模型质量参数表示该模型归纳了第一)第二两

种主成分整体信息的
!+(!̂

!概括了因变量
/,(+̂

的变异

信息!预估精确度为
,@(+̂

$

MC:

模型质量参数
$

$
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"(-/@

!
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$
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$
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比
MC:

更好地捕捉了光谱中的

差异信息!样本之间的区分度更好!分群效果更加显著$图

+

所示四种细胞使用
MC:

和
MB0.<:

得到的得分)载荷和聚

类结果比较情况!可知
MB0.<:

对四种白血病细胞系具有更

好的鉴别效果$四种细胞主要通过
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!
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四组细胞
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和
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分析二维及三维得分散点图对比结果
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四组细胞
O!G

和
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分析对比结果
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四种急性白血病细胞两两组合主成分分析结果

为进一步验证四种细胞的谱峰差别!比较两种分析模型

的差异!将四种细胞两两组合进行有监督
MC:

并分析拟合

参数情况$如图
!

)图
-

所示!四种细胞被两两成功区分!

MC:

拟合参数如表
$

所示$

MC:

模型的
$

$
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参数值处于

"(!+
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"(-/#

区间范围内!表示模型对光谱数据信息具备一

定概括能力&但
A

$ 参数值处于
"("@+,

$

"(#,+

区间范围内!

表示模型可预估精确程度低!模型的总体效果不甚理想$
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!

四种急性白血病细胞两两组合偏最小二乘判别分析结

果

按前文所述方法将四种细胞两两组合进行
MB0.<:

并分

析拟合参数情况$如图
,

)图
H

所示!四种细胞被两两成功区

分!

MB0.<:

拟合参数如表
+

所示$模型
$

$

@

处于
"(@#

$

"(@@,

区间范围内!

A

$ 参数值处于
"(H",

$

"(@!

区间范围

内!表明该模型能描述因变量的变异信息和模型可预估精确

程度很理想!基本满足四种白血病细胞两两区分的辨别要

求$

YV4J73]5FEM.#

和
WX.#

&

]5)S!

两个组合中模型
$

$

?

参数值较低!可能是由于这两组中两类细胞的光谱相似性较

高!需要更多的主成分来表征它们的信息内容!因此模型概

括第一)第二主成分的信息比重较少$

+H,+
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二维得分图
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图
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四组细胞两两组合
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二维图

-.

/

0L

!

E@1?<.,:+8.1+3B5914:6.

/

>4:614OHF?$G,1<:B641,8@191,7.+38.1+5168C:61>4

/

41>

2

5

图
(

!

四组细胞两两组合
OHF?$G

三维图

-.

/

0(

!

EC4::?<.,:+8.1+3B5914:6.

/

>4:614OHF?$G,1<:B641,8@191,7.+38.1+5168C:61>4

/

41>

2

5

-H,+

第
#$

期
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

光谱学与光谱分析



表
#

!

四组细胞两两组合
O!G

模型质量参数
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!

四组细胞两两组合
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通过载荷分析!
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FEM.#
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图
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四组细胞两两组合
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模型下聚类分析图
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#0'

!

四种急性白血病细胞两两组合聚类分析结果

运用前文所述方法从
!

类细胞拉曼光谱结果中随机抽取

!"

张特征光谱"每类
#"

张#!组合而成四组数据资料$由图

@

)图
#"

可知!

MC:

模型下特征光谱聚类分析存在偏差!部

分分组中两类细胞被区分为两类以上结果$相比之下!

MB0.

<:

模型下聚类分析能很好地将四种细胞特征光谱两两区

分!准确度可达
#""̂

$

!!

外周血白细胞分析是血液系统疾病诊断检查中的关键步

骤!并且通常需要分子标记$只有详细的表型分析才能识别

细胞的特定病理阶段!如白血病$细胞的固定和化学染色对

于提供对细胞生化特性的更深入了解是必要的!然而!这种

标记方法不允许科研人员研究其生理生化状态下的细胞行

为$拉曼光谱技术以其非标记无损检测的优势!弥补了流式

细胞术)免疫组化)细胞遗传学和分子生物学对白血病细胞

分析方法的不足!提供了一种操作简便)价格低廉的白血病

细胞生物学信息的表征方式$本研究的目的是使用拉曼光谱

技术鉴别来自四种不同白血病细胞系的白血病细胞的光谱差

异!并使用这些差异来区分这四种细胞$

+

!

结
!

论

!!

采用
MC:

与
MB0.<:

特征光谱分析相比较的方法!鉴

别不同的急性白血病细胞$虽然这些分析技术借助视觉上可

描述的分数图提供了复杂数据集的低维表示!但是从分数图

中推测显微拉曼技术所展示的细胞生物学相关结论!还需依

靠科研工作者的的主观检验$在上述化学计量学方法基础

上!聚类分析佐证了
MB0.<:

方法的可行性和稳定性$

综上!共聚焦显微拉曼光谱技术与
MC:

)

MB0.<:

和聚

类分析等特征光谱分析方法紧密结合!可以科学检测四种急

性白血病细胞内生物大分子结构)组分及含量的差异!并可

以以这些差别为依据鉴别不同类型的急性白血病!具有深远

的科研和临床意义$
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