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单个活态细胞显微激光拉曼散射光谱处理方法研究
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单细胞激光共焦拉曼散射光谱由于受扫描条件&样品自身浓度以及样品分子组成等因素的影响!

其谱线信噪比较低&荧光背景有时较明显从而导致谱线质量较差%本文主要针对活态单细胞的拉曼光谱进

行谱线预处理技术研究用以提高谱线的信噪比&灵敏度及降低荧光背景干扰%首先是宇宙射线的去除!之后

进行谱线的归类!这是提高谱线灵敏度的关键步骤)其次是进行滤波及样品平均提高谱线的信噪比)最后是

比较谱线本底降低荧光背景对定量分析的干扰%经过上述系列处理后单细胞拉曼谱线可使一些变化小&但

灵敏的谱线表现出来!使其能更好地反映细胞内分子及结构信息等的变化%
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拉曼光谱提供了样品分子伸缩振动&弯曲振动模式的信

息!从而可测定被测样品的分子结构及含量等信息.
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焦激光拉曼散射显微技术可对单个活细胞进行基本无扰&原

位的测定!且可避开水背景干扰!故相比起荧光光谱与红外

光谱等技术!在研究测定活细胞尤其是连续监测单个活细胞

上有无可比拟的突出优点%

大多细胞内常有着大量丰富的生物大分子!这些生物大

分子不仅成份复杂而且构型复杂%如何通过拉曼光谱反映和

提取有效的信息用于反映细胞内生物大分子的构型含量及其

变化是利用拉曼光谱技术进行活态单细胞研究的主要工作之

一%但在测定提取单细胞拉曼光谱时!由于细胞内有关物质

分子的浓度&分子类型等因素!常会碰到的问题是测得的拉

曼光谱信噪比不高!难以从中获得有关物质分子明显的谱

峰%要改善这种情况须提高拉曼光谱的信噪比!惯用方法是

提高激光功率&增加曝光扫描时间&增加平均次数等方法%

可这些方法对于活态单细胞并非都适用!因为这些方法会增

加细胞受扰以至受损的风险%为了解决这一问题!本文工作

研究发展了关于活态细胞拉曼光谱进行谱线预处理的技术!

针对单细胞拉曼光谱进行系列处理!提取敏感&微弱信息用

以在分子水平活态&原位&无扰地研究单细胞%
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宇宙射线的消除

扫描过程中!由于宇宙射线的干扰常常会在一些位置出

现强度异常高的&锐利的谱线.
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%利用设备提供的消除功

能或者简单的点替换功能即可消除宇宙射线%

由于宇宙射线的出现没有明显规律!所以在使用大积分

曝光时间设置时!偶然出现的宇宙射线很可能在长时间接收

散射光子的过程中被弱化!甚至不易辨认%为了减少宇宙射

线对谱线的干扰!在小曝光积分时间条件下采集大量的样品

数据对获得的谱线进行宇宙射线的剔出是一个好的选择%
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谱线的分析'分类

由于生物样品不仅分子种类信息丰富!而且分子构型的

信息也很丰富%当拉曼谱线对某些基团的分子构型敏感时!

直接进行谱线的平均处理!会掩盖谱线的精细结构!即不能

很好地反映精细的分子构型变化的动态信息!不能体现拉曼

光谱指纹谱的特点%因此对每次扫描得到的拉曼谱线进行单

独分析之后的分类工作非常关键%
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平均处理

为了提高谱线质量!可对大量的谱线采取平均处理的方

法提高谱线的信噪比%多数研究者都会基于统计考虑和高信

号的要求采用平均的方法%对拉曼谱线的平均处理必须是在



分类后的基础上进行!这样信噪比的提高才有意义%
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平滑处理

在谱线的信噪比较低时!谱线的外形也比较毛糙!因此

对平均后的拉曼光谱可以采用平滑的处理手段对谱线进行处

理%平滑处理方法有移动窗口平均法&移动窗口拟合多项式

平滑"
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平滑$等多种方法%

移动窗口平均方法利用窗口内目标点"

G

0

$的邻域数据计

算均值后将目标点替换为
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式"

"

$表示对第
0

个数据点进行平滑处理!需要利用其前后

各
3

个数据!即共需利用
#3k"

个数据"窗口宽度$计算平

均值%通过移动窗口逐步替换掉目标点%该方法是最简单的

平滑方法!但是可能使目标点的贡献被弱化%
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平滑与移动窗口平均方法的差异是利用

了最小二乘拟合方法将窗口内的数据进行加权处理!突出中

心点的贡献!即将信号做了平滑处理又最大地利用了目标点

的信息%
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滤波方法通过对
G

0

附近
"Tk"Sk"

个点的数据进行多项式拟合.参见式"
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利用式"

!

$使式"

#

$的拟合系数最优!从而求得式"

#

$中

的各个系数!进而得到平滑后的数据%依次移动该窗口实现

对谱线的平滑%
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荧光背景的处理

应用拉曼散射技术进行样品分析的一个主要问题是荧光

背景信号的干扰%对于固体样品来说!荧光可通过光漂白降

低.

?

/

%但是对于液体样品!由于分子的扩散作用使得它们随

机进出焦平面!因而荧光背景的处理效果较差%为了减少荧

光的干扰!也可使用不同的激发波长%但是对于只配备了一

种激发波长的设备来说!改变激发波长的方法难以实现%当

然适当地增加激光功率密度也可降低荧光背景的影响!但是

一定要注意其对细胞造成的损伤问题及会否诱发更明显的荧

光%
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结
!

果
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图
"

是宇宙射线对拉曼谱线的干扰%图
"

中曲线
"

是对

每个谱线进行单独获取及宇宙射线消除!然后进行平均得到

的结果%图
"

中曲线
#

是采用
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方法模拟直接进行长时间
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曝光采集的结果"为了便于比较将其幅度提高$%图
"

中出现

在谱线
#

位于
#?--0N

c"附近的谱峰实际是宇宙射线干扰!

在多次平均下强度被弱化可造成干扰)但是该谱峰在曲线
"

上是没有的%
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图
#

"

5

$是红细胞拉曼光谱经直接平均并进行了
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滤波的结果!图
#

"

;

$#"

7

$是红细胞拉曼光谱

分为三类后进行平均及
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4

滤波的结果%由该结

果可知谱线的主要特征谱线一致!但是在图中箭头所指谱线

位置出现差异!该位置谱线对血红蛋白分子构型非常敏感!

是血红蛋白的氧化标记带.
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%这证明了!采用先分类的方法

有助于保留与揭示谱线的精细结构!从而能反映出有关分子

的构型%
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图
!

是扫描单个红细胞获得的拉曼谱线"
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$与
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滤波处理后的曲线"

.W

$和移动平均方法处理

后的曲线"

U8

$%实验中还利用了其他平滑方法!例如

b%K/33

方法和
b%/33

方法等"图中未给出$%移动平均方法处

理的谱线光滑!高强度谱线有很好的显示!如
"!B*

!

"B*B

和
"=->0N

c"附近的谱线)
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方法处理的谱线

相对粗糙一些!但是一些微弱敏感谱线有了较好的显示!如

"!?>

和
"=>-0N

c"附近的谱线%

b%K/33

方法和
b%/33

方法

得到的结果谱线比较粗糙!而且微弱精细谱带显示不明显%
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图
>

显示同一细胞第一次扫描获得的拉曼谱线"实线$和

第二次重复扫描得到的拉曼谱线"虚线$!在特征谱线位置上

没有明显差异!但是虚线显示有明显的荧光背景增加%第二
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次扫描是在细胞有损伤的情形下进行!提示荧光背景的增加

与细胞损伤有关%

!

!

讨
!

论
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由图
"

可以看出在
#?--0N

c"附近出现的谱线很难区分

是否是宇宙射线造成的%当对生物样品进行拉曼光谱测试

时!由于生物样品的拉曼光谱更加复杂!因而该问题会更加

突出!会导致有些谱线不知是来源于生物样品!还是来源于

宇宙射线%当宇宙射线出现的位置与一些样品的特征拉曼谱

线重合时!更容易造成对谱线的错误分析%因此为了降低宇

宙射线的干扰!扫描细胞时应采用短积分时间&多次扫描的

方式!通过多次扫描结果进行比较剔除宇宙射线然后再利用

其他谱线处理技术进行处理%

图
#

显示了直接平均方法获得的谱线.图
#

"

5

$/无法体

现图
#

"

7

$中箭头所指示谱线"
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c"

$的变化情

形!而该位置谱线是对血红素状态非常敏感的一个谱带.
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由此可以看出直接平均方法难以反映出一些强度小&但对分

子构型非常敏感的谱线变化%所以应对谱线进行分类后再滤

波与平均!这对于获得精确&灵敏的拉曼光谱是非常重要

的%这在生物样品精细谱线分析中也得到了验证和应

用.

*,"-

/

%

图
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显示
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滤波和移动窗口平均方法均使

原始谱线有了改善%移动窗口平均方法的结果显示曲线更平

滑&信噪比高!该方法使一些高强度谱线有很好的显示!但

是对一些强度弱但对分子构型敏感的谱线显示并不明显!谱

线弱化甚至消失%

.5\913T

4

,W%&5

4

滤波技术是利用
"

阶多项

式最小二乘法作用于移动窗口内的数据点进行平滑处理%相

对于一些常用滤波函数!该技术的优点是不仅使谱线得到较

好的平滑效果!而且没有明显改变一些强共振谱线的特征%

虽然速度慢些!但是其对于谱线强度和精确位置的影响很

小!对一些强度不大的谱带也能较好地保留%但是如果矩阵

奇异或存在异常点!最小二乘的误差会加大甚至有崩溃的危

险%因此在谱线粗糙&信噪比较低的情形下适当地选择多种

滤波函数进行处理对于提高谱线质量&反映精细谱线是较好

的选择%用于拉曼谱线平滑处理时!
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滤波和

移动窗口平均方法相对于其他滤波方法是比较好的处理工

具!可根据谱分析的要求选择滤波函数%

进行生物样品实验时!一般荧光干扰并不是很严重!但

是在一些情况下出现了明显的荧光背景增强%这种荧光背景

的增加虽然在一定程度上降低了谱线质量!但是从中也可得

到一些信息%许多文献报道的方法是进行基线校正消除荧光

背景!但研究显示这种处理方法虽然表面上看似降低了样品

的荧光背景!但是也忽略了一些有用的信息%例如图
>

显示

第一次和第二次扫描的拉曼光谱的差异主要体现在荧光背景

的差异!如果对谱线进行基线校正后再进行分析!则看不出

两个谱线的差异%实际情况是!第二次扫描已经显示出细胞

出现损伤的情形%因此对荧光背景的处理可以采取在分析过

程中将其影响因素考虑而不采取其他手段消除或降低荧光背

景%如果确实需要消除荧光背景!也可以利用以拉曼谱中谱
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强最高点作为谱线所有数据归一化参照的基线校正方法等!

减弱荧光干扰%

由以上讨论可知对于扫描获得的系列谱线需要进行系列

合适的处理!例如宇宙射线消除&谱线分类&平均&滤波&荧

光背景抑制等%恰当的谱线处理过程对于提高谱线信噪比&

突出精细谱线是必要的!尤其是活细胞的拉曼谱线%
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