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大鼠死后脑组织 FTIR光谱变化与死亡时间的关系
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摘 � 要 � 应用傅里叶变换红外( FT IR)光谱技术分析大鼠死后脑组织随死亡时间推移的化学变化过程, 为死

亡时间推断的研究提供新的途径与数据。大鼠断颈处死后置于室温( 20� 2)  环境下, 在不同时间点提取大

鼠脑皮质, 运用 FT IR 光谱仪检测不同化学基团的变化。随着死亡时间的推移, 大鼠脑组织 FT IR光谱的主

要吸收峰峰位没有明显变化, 而其峰高有明显差异: ( 1)与核酸有关的谱带的相对峰强呈明显下降趋势; ( 2)

酰胺!和∀的峰强比呈上升趋势; 1 338, 1 313 cm- 1, 1 398 cm- 1的峰强比呈下降趋势。( 3) 1 456 和 1 398

cm- 1谱带的峰强各自呈下降和上升趋势。( 4) 2 852, 2 871, 2 923, 2 958 cm- 1的峰强相对于 1 647 cm- 1而

言, 呈现上升趋势。
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引 � 言

� � 死亡时间的推断一直是法医学研究的重点和难点之一。
死亡时间的确定有利于死亡方式和死亡性质的判断, 可为破

案提供线索, 缩小侦查范围。目前国内外法医学者运用多种

技术手段推断死亡时间, 但无论哪一种方法都有其不完善的

地方和难以解决的问题存在[1�3]。

傅里叶变换红外光谱( FT IR)能准确灵敏地对细胞内物

质相应基团的分子振动变化进行检测, 且特异性高、操作简

便[4�9]。构成组织和细胞的基本物质是蛋白质、糖、脂肪、核

酸等, 因此细胞和组织红外光谱是这几类生物分子相互叠加

的结果, 红外光谱可精确反映出其含量和构型的变化。

生物体死亡后由于细胞内各类水解酶及腐败菌的化学作

用, 生物分子含量、结构及其化学基团均会发生变化。本研

究以死后大鼠脑组织为样本, 运用 FT IR 光谱技术进行动态

监测, 分析其随死亡时间的推移所呈现出的变化规律, 从而

为推断死亡时间提供一种实用的研究方法和有效数据。

1 � 材料与方法

1� 1 � 实验动物分组及取材

成年健康 Sprague�Daw ley 大鼠 8 只(雄性, 体重( 240 �
10) g, 由西安交通大学动物实验中心提供)以脱颈椎法快速

处死后置于室温( 20 � 2)  环境下。动物实验遵守#国际实验

动物保护原则∃ ( U� S� 1985)。分别于大鼠死后 0, 2, 6, 12,

24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 h 取其脑组织皮质部分约 10

mg , 组织取出后立即置于液氮中保存 (相同大鼠重复取材、

测量)。

1� 2 � 检材处理与测量方法

取出液氮保存的脑组织, - 50 真空冻干 24 h, 取约 2

mg 冻干脑组织研磨后添加 200 mg KBr粉末研匀压片。使用

日本 Shimadzu 公司的 FT IR�8400S 型傅里叶红外光谱仪在

4 000~ 400 cm- 1范围内进行红外光谱扫描, 分辨率为 4

cm- 1 , 扫描次数累计 20 次。为消除因所取组织的重量大小

不同而导致的各类化学基团含量差异所带来的影响, 本实验

采用不同吸收峰的相对强度作为分析数据。

1� 3 � FTIR 图谱的意义

FT IR 图谱由吸收峰的峰位和峰强来确定, 不同生物分

子的不同化学基团都有一个特定的吸收峰, 故不同峰位代表

不同化学基团, 特定分子所含化学基团的振动就会产生特异

的峰位。每个峰位的峰强代表相对应的化学基团在组织中的

含量, 运用峰位和峰强可确定不同化学基团在组织中的含

量。本研究根据吸收峰前后出现顺序选取 3 个研究范围



( 2 958~ 2 852, 1 647~ 1 398, 1 338~ 1 080 cm- 1 )的 12 个

不同吸收峰 ( 2 958, 2 923, 2 871, 2 852, 1 647, 1 541,

1 456, 1 398, 1 338, 1 313, 1 238, 1 080 cm- 1 )进行研究,

观察其峰位、峰强随死亡时间的变化, 用相对峰强比值定量

分析死后脑组织的化学基团变化。12 个吸收峰的化学指认

见表 1 [ 7�14]。

Table 1 � FTIR spectra peaks and assignments

波数/ cm - 1 意义指认

2 958 CH 3 反对称伸缩振动, 代表脂质

2 923 CH 2 反对称伸缩振动, 代表脂质

2 871 CH 3 对称伸缩振动, 代表脂质

2 852 CH 2 对称伸缩振动, 代表脂质

1 647 酰胺∀带 C O 伸缩振动

1 541 酰胺!带 CNH 弯曲振动, C % N 伸缩振动

1 456 CH 2 变角振动, 代表脂类

1 398 可能为 CH 3 对称和反对称伸缩振动, 代表蛋白质或者可能为 CH 3 伞形或变角振动, C % H 变角振动, C % OH 的振动

1 338 CH 2 剪切振动, 代表胶原蛋白等结缔组织

1 313 可能为酰胺&带
1 238 PO-

2 反对称伸缩振动, 代表核酸

1 080 PO-
2 对称伸缩振动, 代表核酸

1� 4 � 数据处理与分析

红外光谱图分析运用 Shimadzu 的 IR Solution Version

1� 10 软件, 测量红外光谱中各个谱带峰位、峰强度, 并计算

不同吸收峰的强度比。采用 SPSS 13� 0 统计软件对所得数据
进行统计分析。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 不同死亡时间组 FTIR 光谱峰位变化

在 4 000 ~ 400 cm- 1频率范围内测定不同死亡时间的

FT IR 图谱, 研究显示吸收谱带没有明显的峰位改变(图 1)。

这说明大鼠死亡后, 脑组织所含化学基团构型在一定时间内

并不因生物体死亡后细胞中水解酶和腐败菌的化学作用而发

生明显的改变。

Fig� 1� FTIR spectra of rat∋ s brain in 0, 12,

72, and 168 h since death

2� 2 � 不同死亡时间组 FTIR 图谱吸收峰强比变化

( 1) 1 080 和 1 238 cm- 1分别是构成多聚核苷酸链的磷酸

二酯键( PO -
2 )的对称和非对称伸缩振动峰[ 15] , 可以反映组

织中的核酸含量。本研究分析了死后不同时间点 1 080,

1 238和 1 398 cm- 1处吸收峰的强度比值 ( I 1 080 / I 1 398 , I 1 238/

I 1 398 ) , 图 2 反映了脑组织中核酸的变化趋势。可以看出, 随

着死亡时间的延长, 大鼠脑组织磷酸二酯键含量逐渐下降。

这说明了磷酸二酯键在生物体死后发生裂解, 转变为其他化

学基团, 即组织中的 DNA 和 RNA 含量随死亡时间的推移

而降解。国内外法医学者通过大量的研究表明, 核酸降解与

Fig� 2� Changes in the FTIR absorbance

bands ratios with different PMI

( a) I 1 080 / I1 398; ( b) : I1 238 / I1 398
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死亡时间变化存在必然联系[16] , 本实验的结果也从 FT IR光

谱学角度支持这一观点。

� � ( 2) 1 647 和 1 541 cm- 1分别代表蛋白质的酰胺 ∀ 带
( C O )和蛋白质酰胺!带( CNH ) , 酰胺 ∀带可以用来测

定蛋白二级结构的变化, 酰胺!带可作为半定量分析的标准
谱带[ 17] , 而 1 541 和 1 647 cm- 1谱带强度之间的比值( I 1 541 /

I 1 647 )在一定程度上可以反应酰胺∀和!含量的变化。由图 3

( a)可以看出, 二者比值呈上升趋势。说明了大鼠死后酰胺∀
带的含量减少, 而酰胺!带含量相对有所增加。对大鼠死后

168 h 内酰胺∀和!的比值变化进行统计分析后, 得到其与

死亡时间的相关系数( r )为 0� 934, 回归曲线如图 3( b)所示,

回归方程为

y = ( 1� 19E - 007) x 3 + (- 1� 9E�005) x 2 + 0� 001x + 0� 697

Fig� 3 � Intensity ratio of 1 541 to 1 647 cm- 1 and the regression curve of the ratio and the PMI

� � ( 3) 1 338 和 1 313 cm- 1可能为 CH 面内变角振动、环状

CH 振动或 CH 2 变角振动和蛋白酰胺&带的吸收峰[ 5] , 主要

反映的是组织内胶原蛋白[8]。由图 1 可以看出, 随着死亡时

间的推移, 它们的含量变化不明显, 而 I 1 313 / I 1 398以及 I 1 338 /

I 1 398则呈下降趋势, FT IR图谱显示这是因为 1 398 cm- 1的

吸收峰强增加的缘故。

( 4) 2 852, 2 871, 2 923 和 2 958 cm- 1主要反映细胞膜脂

质亚甲基、甲基的对称、反对称伸缩振动[10]。由于脂类物质

多含有较长的烃链, 所以 CH 2 和 CH 3 的振动方式主要反映

脂类的变化[ 18]。采用 2 852, 2 871, 2 923, 2 958 和 1 647

cm- 1谱带强度之间的比值来分析脂类的变化情况, 其含量的

变化趋势如图4所示。1 456 cm- 1谱带为 ( % CH 2) n变角振

Fig� 4 � Changes of 2 852, 2 871, 2 923 and 2 958 to 1 647 cm- 1 absorbance bands ratios at different PMI
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Fig� 5 � Intensity ratio of 1 456 to 1 398 cm- 1 and the regression curve of the ratio and the PMI

动, 代表脂类。1 398 cm- 1谱带 , 可能为 % CH3 的对称和反

对称伸缩振动, 代表蛋白质[12] , 也可能为 % CH 3 伞形或变角

振动, C% H 变角振动, C % OH 的振动[5]。采用 1 456和

1 398 cm- 1的强度比值来分析其各自变化情况, 如图 5( a)所

示。说明随着时间的推移, 其峰强分别表现为降低和升高的

变化趋势, 其机制尚无法解释。对大鼠死后 168 h 内1 456 和

1 398 cm- 1强度比的变化进行统计分析后, 得到其与死亡时

间的相关系数( r )为 0� 941, 回归曲线如图 5( b)所示, 回归方

程为

y = - ( 1� 4E�008) x 3 + (- 9� 5E�006) x 2 + 0� 001x + 0� 966

3 � 结 � 论

� � 生物组织是由蛋白质、核酸、碳水化合物等生物大分子

所构成, 而生物大分子又是由基本的化学基团构成。FT IR

光谱能够根据不同有机分子化学基团的振动准确地检测出组

织中所含的化学基团以及各类化学基团的含量。近年来,

FT IR光谱技术被大量地应用于多个研究领域, 如癌症诊断、

细胞分型、药物筛选、食品的新鲜度测量等。国内外法科学

工作者也有将 FT IR 光谱技术运用于痕迹检验、毒品分析、

皮肤损伤活性研究等[19�21]。FT IR 光谱可以在同一光谱图中

反映出多种化学物质随死亡时间推移所发生的变化, 具有很

高的灵敏性, 且不用对组织进行复杂处理和破坏。

通过对大鼠死后不同死亡时间点脑组织 FT IR光谱的比

较发现, 随着死亡时间的推移, ( 1)核酸含量下降明显; ( 2)

酰胺∀带含量在死后逐渐减少, 而酰胺!带含量相对有所增

加; ( 3) 1 398 cm- 1处峰强上升趋势明显; ( 4)脂类的含量变

化同样存在上升趋势。这和我们课题组所作的大鼠死后其他

脏器的变化趋势基本一致[ 22]。

由于死后较多因素影响组织的化学反应, 如温度、湿

度、死亡原因等, 故 FT IR 光谱技术在不同影响因素、不同

组织器官的研究将进一步深入, 本实验是系列研究的一部

分。由于大鼠脑组织和人脑有较好的生物相似性, 有望成为

FT IR 光谱对人尸体研究时的良好检材。
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The Correlation between Postmortem Interval and Fourier Transform

Infrared Spectra in Rat∋ s Brain
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Abstract� I n the present study, FT IR spectro scopy was applied to observ e the process o f po stmo rtem degr adation in r at∋ s brain

and a lot of useful data for the estimation of po stmo rtem interv al ( PMI) wer e pro vided. Sprague�Dawley ma le r ats ( weight 240 �

10 g) wer e chosen and sacrificed by cerv ical dislo cat ion. T he bodies were kept in a contr olled environmental chamber set at ( 20

� 2)  , and their br ain cor tex as the measuring sample which w as ex tracted at 0, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144 and 168 h fr om

the 8 rats. The tissues w ere freeze dried in a vacuum at - 50  overnight in o rder to dehydrate them. About 2 mg f reeze dried

tissues were mixed w ith 200 mg KBr and then g round in an agate mort ar for 5 min. The mix ture then w as pr essed into a pellet

with a t hickness o f 0� 4 mm and a diamet er of 12 mm. The FT IR spect ra were quantitat ively recorded at ro om temperature in the

range 4 000�400 cm- 1 on a Shimadzu 8400S spectrometer ( Shimadzu, Japan) . IR so lution 1� 10 so ftwar e ( Shimadzu, Japan) was

used for t he analysis of the FT IR spectra and fo r recording t he data from the spectra. W ith the PMI increasing, the peak posit ion

of main abso rbance bands in the FT IR spectra show ed no significant difference, but there w as a dramatic var iance in the intensi�

t y: ( 1) The relative intensity at 1 080 and 1 238 cm- 1 ( I 1 080/ I 1 398 and I 1 238 / I 1 398 ) r elated with nucleic acid tended to decrease

obviously. ( 2) The intensity r atio at amide ! and ∀ ( I 1 541 / I 1 647 ) increased with the PMI increasing. T he intensity at 1 338 and

1 313 cm- 1 varied slightly, but their intensit y ratio to 1 398 cm- 1 decr eased. ( 3) The intensit y at 1 456 and 1 398 cm- 1 showed

a trend o f decreasing and increasing respect ively. ( 4) Com pared with the intensit y at 2 871 cm- 1 , the intensity at 2 852, 2 871,

2 923 and 2 958 cm- 1 tended to increase, but t he incr easing tendency at 2 871 cm- 1 was slight. It is concluded that FT IR spec�
t roscopy is g oing to be an eff ective method for estimat ing the PMI in medico lega l practice and the brain tissue may be a suitable

marker as a potential sample.
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