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应用傅里叶变换红外光谱#

S>TU

$对体外培养胆囊癌细胞'细胞核进行检测!对照胆囊癌组织光谱

特征!研究胆囊癌细胞株及细胞核的光谱表现%为红外光谱法诊断胆囊癌奠定细胞学基础"应用美国
(90%+

&/1

#尼高力$公司
K#--+

)

型红外光谱仪!组织标本放置于
JY(TI

采样器表面进行检测!记录红外光谱%体外

培养胆囊癌细胞株#

GAI+.F

$及提取的细胞核涂于欧米采样器表面进行红外检测!记录红外光谱!得到时间

轴上体外培养细胞株及细胞核的光谱图%选择特征性光谱与胆囊癌组织光谱进行比对"结果发现胆囊癌细

胞株红外光谱特征与相应癌组织光谱特征存在异同"从而可得出结论&将体外培养肿瘤细胞株及提取的肿

瘤细胞核!进行
S>TU

测定是行之有效的细胞红外光谱检测手段!能得到体外培养细胞的红外谱图%胆囊癌

组织所表现的红外光谱特征具有胆囊癌细胞本身的红外光谱特征!同时也具有组织自身的复杂特点%

S>TU

为应用于胆囊癌的定性诊断提供了更加丰富的细胞学基础"
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原发性胆囊癌是胆道系统最常见的恶性肿瘤!近年来发

病率日益增高"该病缺乏典型的临床表现!一经发现多属中

晚期!手术切除率低!术后
K

年生存率不到
K̂

!而早期原发

性胆囊癌术后
K

年生存率甚至可达
*--̂

"因此!早期诊断

是提高疗效'改善预后的关键"

自
*"NK

年
A/6/7/119

等首次将傅里叶变换红外光谱用于

白血病病人淋巴细胞的研究以来!该技术在肿瘤领域的研究

日益受到人们的重视"红外光谱是分子结构的灵敏探针!能

够在分子水平上对肿瘤进行研究!目前已经成为生物医学领

域的热门话题"傅里叶变换红外光谱已用于宫颈癌'结肠

癌'肝癌'皮肤癌'乳腺癌'口腔鳞状细胞癌'胃癌等组织的

研究!并获得了一些有意义的信息%在细胞水平已有研究报

道(

*+=

)

!但在亚细胞结构研究未见有报告"而肿瘤细胞是肿

瘤组织的主要组成成分!并决定着肿瘤的生物学特点!细胞

恶变的一个重要特征就是由于
F(8

的大量复制而导致其在

细胞核内含量增加!细胞核体积增大和核浓染是在
?R

染色

光镜下判断其良恶性的重要指标!本实验应用傅里叶变换红

外光谱对胆囊癌组织!细胞株及其亚细胞结构细胞核进行检

测研究!期望为肿瘤组织的定性诊断提供更丰富的细胞学基

础"

*

!

材料和方法

*)*

!

标本取材和处理

所有组织标本为西安交通大学医学院第一附属医院外科

手术切除的胆囊癌!征得患者家属同意!手术切除后立即取

材"用无菌蒸馏水清洗干净标本后!取大小为
*0Oh*0Oh

*0O

的组织两块!均取自癌中心部位!一块放入液氮中冻存

备用!一块用
*-̂

的福尔马林溶液固定!石蜡包埋!常规病

理检测"

*);

!

胆囊癌细胞株的培养及其细胞核的制备

胆囊癌细胞株#

GAI+.F

$由西安交通大学医学院中心实

验室提供"胆囊癌细胞放在
UEYT*L=-

培养液#含
*-̂

胎牛

血清!青霉素和链霉素各
*--d

-

O<

V*

$中!置
,#j

!饱和

湿度!

K̂ IJ

!

的培养箱中进行培养!待细胞进入对数生长

期后!收集细胞!应用细胞核制备试剂盒提取所需癌细胞核

以备检测"



*)A

!

仪器与检测方法

采用美国尼高力#

(90%&/1

$公司生产的
K#--+

)

S>TU

光

谱仪!将培养细胞收集于离心管中!应用细胞核制备试剂盒

分步提取所需的胆囊癌细胞核!将提取的细胞核放置于
JY+

(TI

采样器上!连续扫描
,!

次!扫描范围
=---

!

N--0O

V*

!

分辨率为
N0O

V*

%每
KO96

重复一次扫描!直至水分蒸发完

毕!水峰恒定不变!得到细胞核红外光谱"利用北京瑞利分

析仪器公司研制的配有
8>U

附件的可移动新型红外光谱

仪!将手术中得到的液氮冻存离体标本放于红外光谱仪的

8>U

附件的硒化锌晶片上进行光谱测定!

=0O

V*分辨率!扫

描
,!

次!得到组织红红外光谱"

!

!

结果与讨论

!!

恶性肿瘤是目前严重危害人类生命健康的主要疾病之

一!近
,-

年以来!在绝大数国家恶性肿瘤的发病一直呈上升

的趋势"流行病学'病因学'早期诊断'预防和临床综合治

疗已成为学者们努力研究的重点课题"细胞和组织的恶变总

是从构成它们的分子开始的!在细胞和组织癌变的过程中!

蛋白质'脂类'碳水化合物和核酸等构成细胞和组织的主要

物质!在结构'构型'构象和各组分数量方面都发生了明显

的变化!这些变化明显早于临床症状的出现和医学影像学的

改变!因此!研究这些变化是恶性肿瘤早期诊断的研究方

向"

傅里叶变换红外光谱是分析物质分子结构及其变化的有

效手段!为研究肿瘤细胞超微结构的变化提供了可能"已有

研究证明&恶性肿瘤组织与正常组织之间的红外光谱存在明

显的差异!它可能在分子水平上揭示组织癌变的特征%利用

红外光谱测定方法具有简便'快速的特点!获取在分子水平

上的'高准确率的判断依据!建立并完善红外光谱与生物组

织之间的相关性!可能使其成为肿瘤的临床鉴别和诊断的可

行方法"

在国内!本课题组最早对多种肿瘤组织的红外光谱特征

进行了深入的研究(

K+*#

)

!并取得了肿瘤组织的特征性光谱

图!使
S>TU

诊断肿瘤研究从基础走向临床"国外许多学者

也对红外光谱应用肿瘤研究进行了有意义的探讨(

*

!

*N

)

"肿瘤

组织的复杂性决定了红外光谱的复杂性!而良恶性组织的本

质区别来源于组织细胞的区别!为了更好地认识肿瘤组织的

特异性!本课题组针对体外培养的胆囊癌细胞株#

GAI+.F

$

进行
S>TU

检测!为肿瘤组织的红外检测奠定细胞学基础"

细胞核的多形性及核浓染是诊断细胞癌变的最重要的证据!

所以本实验对癌细胞及其细胞核进行
S>TU

检测!对比癌组

织'癌细胞!细胞核的图谱!期望发现更多的诊断依据"

;)*

!

胆囊液氮冻存标本的红外光谱研究

本组
**

例组织标本均经常规病理检测!中心部位均为

分化程度不一的胆囊腺癌!对得到的光谱进行分析!可以发

现胆囊癌组织具有的特征性光谱!并与我课题组总结的肿瘤

光谱特征相吻合(

*"

)

"

研究发现!肿瘤的光谱特征如下"

#

*

$碳氢伸缩振动吸收峰#

,---

!

!N--0O

V*

$和与脂肪

相关的羰基伸缩振动吸收峰#

*#=-0O

V*

$相关谱带的强度很

弱或者消失#符合率
#-̂

$%

#

!

$肿瘤组织的酰胺
*

带峰位通常
+

*L=!0O

V*

#符合率

N!̂

$%

#

,

$肿瘤组织的酰胺
*

带与酰胺
)

带的强度之比#

1

*L=!

*

1

*KK-

$

,

*'"

#符合率
*--̂

$%

#

=

$肿瘤组织的
*=L-0O

V*附近谱带与
*=--0O

V*附近

谱带的强度比#

1

*=L-

*

1

*=--

$

+

*'-

#符合率
N!̂

$%

#

K

$肿瘤组织的
*,*-

!

*!N-0O

V*区间内的谱带强度增

加#符合率
"-̂

$"

&'

(

)*

!

&6%O9

=

.,130451-.

(

0CC<C022.3,03,'>4/01'99E.

#

5

$&

=---

!

N---0O

V*

%#

P

$&

*K--

!

*---0O

V*

;);

!

胆囊癌细胞的红外光谱研究

通过对比组织与胆囊癌细胞株的红外光谱!可以发现他

们之间存在差别"在胆囊癌细胞株的红外光谱特征中!特征

*

!

!

!

,

均与胆囊癌组织的光谱特征表现出了差异"碳氢伸

缩振动吸收峰#

"I

1

?

!

,---

!

!N--0O

V*

$和羰基伸缩振动吸

收峰#

" --I J

!

*#=-0O

V*

$与脂类含量有关!由于恶性肿瘤生

长迅速!耗能快!脂类物质难以在组织和细胞内堆积!造成

恶性肿瘤中脂类成分含量减少"进一步深入分析可以看出!

差异的区间为
,---

!

,L--0O

V*和
*L=-0O

V*附近!而这两

个区域恰恰是水的羟基伸缩振动和变角振动的区域"宽大的

水峰与肿瘤的特征谱峰重叠!导致肿瘤组织特征
*

中
,---

!

!N--0O

V*的碳氢伸缩振动吸收峰和
*#=-0O

V*的羰基伸

缩振动吸收峰被掩盖%而肿瘤组织特征
!

中酰胺
T

带峰位通

常
+

*L=!0O

V*也是位于
*L=-0O

V*附近的水分子的变角振

动所产生的峰位的影响所致%至于肿瘤组织特征
,

与肿瘤细

胞光谱的差别也源于水峰重叠后的掩盖"由此可见!由于肿

瘤组织中含有大量水!水峰的叠加掩盖了其一些特征谱峰!

使得组织光谱表现出与细胞光谱不同的特征"由图
!

可以看

出!由于胆囊癌细胞中水的相对含量小于胆囊癌组织中水的

相对含量!导致酰胺
T

带减弱'酰胺
)

带增强!使胆囊癌细

胞株红外光谱中的酰胺
*

带与酰胺
)

带的强度比值可能小于

*'"

"

观察图
!

可以发现!胆囊癌细胞株与胆囊癌组织的红外

光谱中表现出一些相似的特征"特征
=

中
*=L-0O

V*处谱带

为碳氢的变角振动!与脂类有关!而由于癌细胞及组织中的

*K#*

第
#

期
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

光谱学与光谱分析



脂类分解代谢增强!致使癌细胞表面的糖脂趋于减少!从而

导致组织细胞光谱中
*=L-0O

V*谱带强度降低!故
*=L-

与

*=--0O

V*附近吸收峰的相对强度比
1

*=L-

*

1

*=--

明显降低"

此外!我们发现在胆囊癌细胞株的红外光谱中!同样存在

*,--0O

V*附近的吸收峰!这一特征与胆囊癌组织相似"由

此可见!本实验可为
S>TU

应用于胆囊癌组织的定性诊断提

供了一定的细胞学基础"

&'

(

);

!

&6%O9

=

.,130451-.,EC1E3.2

(

0CC<C022.3

,03,'>4/0,.CCC'>.

#

IFL"+#

$

;)A

!

胆囊癌细胞核的红外光谱研究

由图
,

可以看出!由于与胆囊癌组织相比!胆囊癌细胞

核中的水分相对含量低!因此胆囊癌细胞核的碳氢伸缩振动

吸收峰#

"I

1

?

!

,---

!

!N--0O

V*

$相关谱带的强度明显增

强%酰胺
*

带和酰胺
)

带的比值降低!小于或等于
*'"

%由于

细胞恶变的一个重要特征就是由于
F(8

的大量复制而导致

其在细胞中含量增加!细胞核体积变大和核浓染是在光镜下

判断良恶性的重要指标"细胞核主要成分是核酸!约占细胞

核组成的
"-̂

"因此!在细胞核中!核酸的相对含量明显大

于在组织中的相对含量!核酸是一线性多聚体!基本结构单

元是核苷酸!而核苷酸是由碱基'戊糖和磷酸三部分组成"

核酸分子的磷酸二酯基团#

EJ

V

!

$对称伸缩振动光谱#

"3

EJ

V

!

$

位于
*-N-0O

V*附近!其反对称伸缩振动光谱#

"3

EJ

!

$位于
*

!=-0O

V*附近"而碱基'戊糖等的特征吸收峰也位于
*K--

!

*---0O

V*的区间内!因此!与胆囊癌组织的红外光谱相比!

在细胞核的红外光谱中!

*=L-0O

V*附近谱带与
*=--0O

V*

附近谱带的强度比#

1

*=L-

*

1

*=--

$

,

*'-

"

&'

(

)A

!

&6%O9

=

.,130451-.,EC1E3.2

(

0CC<C022.3

,03,'>4/0,.CC

#

IFL"+#

$

>E,C.E9

,

!

结
!

论

!!

通过对细胞核进行
S>TU

检测!成功获得体外培养细胞

及细胞核的红外谱图"研究发现!胆囊癌组织较正常胆囊组

织在傅里叶变换红外光谱特征上存在显著差异!具有特征性

表现!由于胆囊癌组织与胆囊癌细胞及细胞核相比较!其水

的相对含量大!核酸的相对含量小于细胞核!因此胆囊癌组

织与细胞株和细胞核的光谱特征存在差异!但除去水分的影

响!胆囊癌细胞株所表现的部分光谱特征与胆囊癌组织相

似!从而为
S>TU

应用于恶性肿瘤组织的定性诊断提供了更

加丰富的细胞学基础"
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