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摘　要　运用激光镊子拉曼光谱技术探讨高浓度游离脂肪酸对 NIT-1胰岛 �细胞生理的影响。实验

组细胞以含 0. 25mmol/ L 棕榈酸培养 12, 24, 48h, 平行对照组中不含任何脂肪酸。通过扫描形式收集各组

细胞的拉曼光谱后, 使用 Hoechs33342 / P I荧光染色保留活细胞的光谱, 并在 Orig inPro 8. 0 系统中比较各

组平均光谱的差异。结果显示对照组间的拉曼光谱无明显差异; 高脂组光谱在 780、1124、1092cm- 1及

1172cm - 1发生拉曼位移,且 780、1172、855cm - 1及 873cm- 1峰值强度降低。这些变化的光谱峰在分子归属上

指认为细胞内 DNA 和蛋白质。由此推断高浓度游离脂肪诱导 NIT-1细胞损伤在光谱表现为细胞内 DNA

及蛋白质的结构、含量改变,且该变化与细胞的凋亡有着密切联系。在实验中激光光镊拉曼系统对观察细

胞早期损伤有着积极作用。
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1　引言
脂毒性是指进入胰岛 �细胞的游离脂肪酸( Free Fatty Acid, FFA )超过了其对脂肪酸氧化的

能力,导致过多的脂质在细胞内的堆积,从而引起胰岛 �细胞功能紊乱甚至凋亡。游离脂肪酸不仅
在 2型糖尿病胰岛素抵抗发生中具有重要作用,而且还可能通过诱导 �细胞凋亡使 �细胞数量减
少、功能减退,最终导致 �细胞功能衰竭 [ 1]。

目前对单个胰岛 �细胞的研究中,方法相对有限且无发从整体上反映作用因素对单个胰岛细

胞的影响。激光镊子拉曼光谱技术( LTRS)作为一种优越的分析技术在单个细胞研究方面有独特

的优势,在过去的 10年中已应用于生物医学的研究,包括病原菌的快速鉴别筛选、线粒体功能研

究
[ 2]
、癌症诊断

[ 3]
、干细胞研究

[ 4]
等。LT RS是将光学囚禁与拉曼光谱分析联用并应用于悬浮单个

细胞研究的一项新的生物光子技术,不同类型的细胞或不同生理阶段之间的细胞包含不同的分子

组份,因而反映出不同的拉曼光谱特征, 所以,通过测定细胞的光谱,分析其特征峰位置、强度和线

宽,可以反映出细胞内的分子结构及其代谢状况。由于不同的作用物质对活细胞所产生诱导作用也

各不相同,而且由此引起细胞内所含物质在量及结构的变化也存在一定的时间依赖性 [ 5, 6]。因此,实

时记录单个细胞在不同处理条件下的拉曼光谱,运用化学计量学方法分析这些特征拉曼光谱与细

胞内部的生物大分子之间的内在联系,以及与这些生物大分子变化过程的关联性,可以找到不同诱



导因素诱导下所产生的胞内整体生理生化变化的拉曼光谱 “指纹信息”,在生化水平和分子水平上

解析其作用机理。本文应用LTRS技术分析经 FFA 诱导处理后的胰岛NIT-1细胞,以期揭示光谱

学变化所反映的生物学内涵,促进脂毒性引起的细胞生理过程的深入理解。

2　实验部分

2. 1　试剂与设备

NIT -1细胞株(广西医科大夏宁教授惠赠) ; 棕榈酸(美国 Sigm a公司) ;标准胎牛血清(南宁皓

泰生物科技有限公司 ) ; HyQ 改良型 RPIM1640 培养液; 0. 25%胰酶 (美国 Hyclone 公司) ;

Hoechst33342染色液(杭州碧云天生物技术研究所) ; 碘化丙啶( PI,美国 Sigm a公司) ;实验所用试

剂均为分析纯。激光镊子拉曼光谱系统( LTRS,广西科学院生物物理实验室)。

2. 2　实验方法

2. 2. 1　细胞培养及分组

根据文献[ 7]中的方法配制含棕榈酸( Palmit ic Acid, PA ) 0. 25mm ol/ L RPIM1640培养液。将

NIT -1细胞以 4×105个/ L 接种于 6孔板中,按培养基中是否含 PA 分为对照组和实验组,培养 0、

12、24、48h。

2. 2. 2　拉曼光谱系统及光谱收集

激光镊子拉曼光谱系统系为一束波长为 785 nm 的半导体激光(美国 T horlabs公司)经过滤波

后进入一台 TE2000U 尼康倒置生物显微镜(日本 Nikon 公司) ,并在 100倍物镜头的下面进行拉

曼光谱测量。为了获得单个细胞的整体光谱,实验采用激光点动态扫描模式,激光点在一个周期内

以分别向 x 轴横向和 y 轴纵向运动。实验中, x 方向设定的频率为8Hz,即1s扫描8次, y 方向设定

的频率为 0. 3Hz; X和 Y方向电压都设定为 2. 6V。每个细胞的扫描时间为 40s
[ 8]。

收集实验中各组细胞拉曼光谱并经 Hochest33342染色液( 10mg/ m L) / PI( 10mg/ m L) (混合液

按 1∶1体积配比)染色,避光反应 15m in,置于荧光显微镜下,在波长为 365nm 的紫外光下观察后

留取活细胞的数据。每组收集 20个细胞拉曼光谱。

2. 3　数据处理及分析

本实验仅留取 Hochest33342/ PI 染色为活细胞的拉曼光谱做分析。光谱数据在 Matlab7. 0程

序中进行, 每个细胞测得的光谱减背景得到实际光谱,再依次经过两次 5点移动平均平滑、归一化

及多点基线校正等预处理后,可运用 Origin 8. 0进行各组减光谱强度及位移做的差异分析
[ 7]
。

3　结果与讨论

3. 1　NIT-1细胞的 Hochest33342/ PI染色结果

Hochest33342/ PI 在荧光显微镜下观察:活细胞的细胞核为蓝色,呈弥漫均匀蓝色荧光,细胞结

构完整;凋亡的细胞体积变小, 细胞膜完整但出现发泡现象, 核碎裂,染色呈浓聚的亮蓝色荧光; 死

亡细胞的胞膜完整性被破坏,染色后为红色。

3. 2　各组细胞的平均拉曼光谱

对照组及实验组培养 48h 后各组细胞的平均拉曼光谱如图 1和图 2中所示,各峰的归属[ 5, 8]见

表 1。图1和图 2显示, 在对照组中0h 与 12、24、48h 各组间无明显改变,由此说明本次实验中各组

峰的变化可基本认定为高浓度的脂肪酸(含 PA 0. 25m mol/ L )长期作用所致; 经 PA 培养的各实验

组的平均光谱较 0h其峰的强度及位置主要有 6处出现明显变化且变化存在一定的时间依赖性(图
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2, 表2)。这 6处峰分别代表的是: 780cm
- 1(核酸O—P—O伸缩振动U、C、T 环呼吸振动)、855cm

- 1

( Ty r 呼吸振动)、873cm
- 1 ( T rp呼吸振动)、1092cm

- 1 ( DNA 骨架中 PO
- 2伸缩振动)、1172cm

- 1(蛋

白质 CH2变形振动模)及 1124cm- 1 (蛋白质 C—N 伸缩振动)。其中 780cm- 1和 1092cm- 1归属为

DNA;其余的 855、873、1172cm - 1及 1124cm - 1归属为蛋白质改变。

表 1　NIT-1细胞拉曼光谱中各峰的归属

峰位置( cm- 1) 归属

670 碱基 T, G

716 C—S,反式

780 核酸 O—P—　O 伸缩振动 U、C、T 环呼吸振动

855 T yr 呼吸振动

873 T rp呼吸振动

1002 Phe 呼吸振动

1092 DNA 骨架中 PO- 2伸缩振动

1124 蛋白质 C—N 伸缩振动

1172 蛋白质 CH2 变形振动模

1443 脂类CH2/ CH3 变形振动模

1656 酰胺Ⅰ, �-螺旋

图 1　对照组 NIT -1 细胞平均光谱 图 2　实验组 NIT-1 细胞平均光谱

表 2　随着 PA作用时间改变的拉曼移位 ( cm- 1)

拉曼频移 0 12 24 48

780 780 783 784 785

1092 1092 1089 1088 1087

1124 1224 1126 1128 1228

1172 1172 1173 1175 1176

3. 3　不同作用时间对细胞 DNA、蛋白质影响的分析

3. 3. 1　DNA相关峰值改变

DNA 拉曼峰主要来自于其磷酸骨架基团和各种碱基的振动。780cm - 1不仅代表核酸O—P—O

伸缩振动在构象上是灵敏的,还表示 C, T , U 碱基的含量。当该峰向后位移时,表明DNA双螺旋结

构变为无序[ 8] ,其强度的下降,也表明了细胞内 DNA 有单、双链的断裂及含氮碱基含量的下降。同

时根据表 2 及图 3A 显示: 在 PA 作用后至 12h 时, 峰的位置发生了明显的移动, 由 0h 时的

780cm
- 1后移至 783cm

- 1, 强度也减少为 0h 时的 82. 76% ,这说明此时 DNA 的完整性已经遭到了

破坏。随着 PA 作用时间的延长, 峰的位置继续向后位移, 24h 和 48h 时峰位分别位移到了

784cm
- 1
、785cm

- 1
;同时,峰的强度也进一步降低了近 25%。峰位和强度随 PA 的作用时间的变化,

提示对 DNA 骨架的损伤效应,与 PA的作用时间呈正相关性。另外,属于 DNA 骨架 PO
- 2
伸缩振

动的 1092cm
- 1 ,虽然它是构象不灵敏的谱线所在 [ 9] ,但在本实验中,峰的强度虽然没有明显改变,
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图 3　PA 培养 0, 12, 24, 48h 后在峰值强度的改变

A —— 780cm- 1; B—— 1172cm- 1; C—— 855cm- 1; D——873cm - 1。

但是峰位也由 0h时的 1092cm
- 1位移至了 1087cm

- 1 ,同样反映了 DNA 结构的改变。

3. 3. 2　蛋白质侧链变化

在拉曼系统中蛋白质的侧链构象是主要研究与酶的活性密切相关的一些集团的谱线。蛋白质

是由 20种氨基酸中的若干种组成, 在拉曼系统中蛋白质的侧链可通过苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸

这 3种氨基酸中的某些基团出现的特征谱带。在本实验中,胰岛 NIT -1细胞的拉曼图谱中同样存

在上述 3中蛋白质的特征谱带: 1002cm
- 1是苯丙氨酸的特征谱带, 855cm

- 1是酪氨酸的特征谱带,

1586cm- 1是色氨酸的特征谱带. 但在本实验中,仅有归属酪氨酸的 855cm- 1峰的强度(图 3C)随着

PA 作用时间的延长而降低。同时有而其他归属于蛋白质的峰面,如 873cm
- 1及1172cm

- 1峰的强度

(图 3B、D )也随之降低,而且1172cm
- 1
和 1124cm

- 1
的峰位均向后移位了 4cm

- 1
,这提示细胞内的蛋

白质含量的降低及结构的改变[ 10]。

上述峰值的变化与目前对游离脂肪酸( F ree Fat ty Acid, FFA)造成胰岛细胞功能损害的认识

存在一致性。有大量实验结果显示, 胰岛细胞外 FFA 浓度过高时不仅能通过氧化应激作用直接破

坏细胞内能DNA、蛋白质, 还能引起胰岛细胞某些蛋白质的降解
[ 10, 11]

。由于不同的蛋白质内所含的

氨基酸种类和量差异很大, 因此 FFA 到底引起了哪些蛋白的变化, 是如何作用的仍有待进一步的

验证。

4　结论

随着棕榈酸作用时间的延长, 细胞内 DNA 和蛋白质的谱峰发生了一系列变化,而这些变化的

峰值均来自 Hoechs33342 / PI 染色后未显示凋亡的细胞。同时,有研究显示,细胞内的这些 DNA 与

蛋白质所发生的变化与其凋亡密切
[ 10, 11]

。这表明游离脂肪酸对胰岛NIT -1细胞功能的影响与其之

后诱导细胞的凋亡存在一定的相关性。由此可见,激光光镊拉曼光谱系统作为一种分析分子结构的

有用工具,不仅能提供生物细胞内物质变化的丰富信息,同时也是实时检测细胞结构改变有效手

段,以及反应有害因素作用造成早期损伤。
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Effect of Free Fatty Acids on NIT-1 Pancreas Islet �Cell Physiological
Changes by the Single Raman Spectrum

QIAN Xiao-Xiao　L IU Hong　HUANG Shu-Shi
a

( Department of Ger iat ric E nd ocrinolog y, First A f f iliated H osp ital, Guang xi M edical Univ ersity, N anning 530021,P . R. China)

a( Lab of Biop hysics, Guang xi A cad emy of S cience, N anning 530003,P . R. China)

Abstract　The possible phy siolog ical im pacts of NIT -1 pancreas islet � cell att ribut ing to high

concentration free fatty acids w as explored by laser tw eezers raman spectroscopic technique. Cells were

cultured w ith 0. 25m mol/ L palm acid for 12, 24, 48h respectively, and one group of cells served as

control and the cells w ere incubated w ithout any f ree fatty acid. Raman w ere obtained by the mean of

scanning, then live cells’spect ra w ere kept by fluorescent staining w ith Hoechs33342/ PI. The spect ral

difference w as analyzed by Orig inPro 8. 0 system . The shift changes of Raman peaks for high-fat

group at 780, 1124, 1092cm - 1 and 1172cm - 1 w ere observed and the peaks intensity declined at 780,

1172, 855cm
- 1

and 873cm
- 1

, w hile there w as no obvious difference betw een control g roups. T hese

above peaks mainly correspond to intracelluar DNA and protein. The above results suggested high

concentration free fatty acids can impair the NIT-1 cell by changing the st ructure or content of DNA

and protein, w hich highly relate w ith apoptosis. In this experiment , Raman spect ra have the advantag e

of observing cellular st ructure changes in early period.

Key words　Raman Spect rum; Free Fat ty Acids; NIT-1 Pancreas Islet � Cell; Early Damage
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