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利用拉曼光谱研究60Co �射线对 EC9706细胞的辐射损伤

齐 � 健, 郭郑元, 张广水, 吴电勇, 唐伟跃*

郑州大学物理工程学院, 河南 郑州� 450052

摘 � 要 � 将 EC9706 细胞经不同剂量60Co�射线辐照后继续培养 24 h。利用激光拉曼光谱分析 EC9706 细胞

内部蛋白质、核酸、脂类等生物大分子的构象和含量变化。分析结果发现, 各剂量组拉曼谱的峰强和频移与

空白对照组之间存在较大的差异, 主要表现是蛋白质酰胺�带 1 244 cm- 1谱带在中等剂量组( 4、5Gy)�折叠

结构向无规卷曲转化; 色氨酸残基的吲哚环振动谱带 1 341 cm- 1在各剂量组中出现不同程度的红移; 782

cm- 1谱带在大剂量组( 7、8Gy)红移 2~ 3 cm- 1 , 说明大剂量 �射线辐照导致 DNA 中的磷酸二酯( O  P  O)

基团的非氢键化程度增强。脂类的 CH 2 和 CH 3 弯曲振动谱带 1 446 cm- 1在 2、4Gy 组蓝移 4 cm- 1 , 其他剂

量组频移不大, 这与60Co�射线对 EC9706细胞的生物膜造成一定损伤有关。拉曼特征峰在不同剂量组中的

变化, 为进一步研究60Co�射线辐照损伤 EC9706 细胞的最佳剂量提供了一定实验依据。

关键词 � 60Co�射线; 人食管癌细胞; 拉曼光谱; 剂量

中图分类号: O657� 3� � 文献标识码: A � � DOI: 10� 3964/ j� issn� 1000�0593( 2009) 07�1896�05

� 收稿日期: 2008�05�08, 修订日期: 2008�08�12

� 基金项目: 河南省科技攻关项目( 0624410052)资助

� 作者简介: 齐 � 健, 女, 1983年生, 郑州大学光学专业硕士研究生 � � e�mail: qijianwdy@ 163� com

* 通讯联系人 � � e�mail : t angw y@ zzu� edu� cn

引 � 言

� � 临床上对于食管癌的治疗, 早期多采用手术切除方式,

再辅以放疗、化疗、热疗、磁疗等手段, 60Co�射线因其能量

高、穿透力强、防护皮肤、旁向散射小、经济可靠等优点, 广

泛应用于医院肿瘤的放疗方面, 并取得了较好的疗效[ 1�4]。

光谱技术是用来分析物质结构的高灵敏度和高分辨率工具,

非常适于对生物分子和细胞状态进行研究[ 5]。拉曼光谱近年

来在细胞的结构、功能及细胞凋亡等方面的研究取得了迅速

发展[ 6�9] , 它能在一定程度上反映细胞内部蛋白质、核酸、脂

类以及碳水化合物的成分、构象和含量变化。本课题利用细

胞培养技术和现代光谱技术来研究不同放射剂量的60Co�射

线对人食管癌细胞( EC9706)内部各成分的影响, 从物理学

能级结构的角度来研究癌细胞受放射线损伤后的变化, 这为

临床肿瘤治疗提供了一定的实验参考依据。

1 � 实验准备

1� 1 � 实验材料及仪器
细胞:人食管癌细胞株( EC9706, 购于上海细胞库)。

仪器: 37 ! 和 5% CO2 的细胞培养箱; 小型台式离心机

T GL�16G(由河南省生物工程重点实验室提供) ; FCC�8000

型同中心回转式60Co 治疗机(由郑州大学第一附属医院光子

刀中心提供) ; 英国 Renishaw 激光共焦显微拉曼光谱仪(由

郑州大学材料物理重点实验室提供)。

1� 2 � 实验方法
样品制备: 分别取相同数量的处于指数生长期的

EC9706 细胞, 分成 6个剂量组( 1, 2, 4, 5, 7, 8 Gy)和 1 个

空白对照组(对照组除不受60Co�射线辐照外, 所处环境条件

和其他各组完全一样) , 对各剂量组进行 60 Co�射线照射后,

置于 37 ! 、5% CO2 的细胞恒温培养箱中继续培养 24 h, 使

用激光共焦显微拉曼光谱仪采集各剂量组细胞的拉曼光谱。

仪器参数设置: FCC�8000 型同中心回转式60Co 治疗机

参数设定: 源皮距 100 cm, 布野面积 10 cm ∀ 10 cm, 剂量率

1 Gy # min- 1。

激光共焦显微拉曼光谱仪参数设定: 激发波长 514 nm,

光谱扫描范围 500~ 2 000 cm- 1 , 扫描时间 20 s, 采集次数 1

次。

2 � 实验结果

� � EC9706 细胞经不同剂量的60Co�射线照射后, 由于各剂

量组拉曼谱的荧光背景较强, 为了便于分析谱线的频移和强



度变化, 使用 Or ig in 7� 5 软件进行基于 Positive peak algo�
r ithm 算法的 Baseline处理, 得到各剂量组的拉曼光谱, 如

图 1所示, 其中水平线为基线。图 1 各剂量组的拉曼谱线重

叠较严重, 不便于分析特征峰的频移情况。因此, 如图 2 所

示, 以图 1 中空白对照组拉曼谱为参照, 随着剂量的逐渐增

大, 依次将各剂量组对应谱线强度上调 1 000 a� u� 。

Fig� 1� Raman spectrum of EC9706 cells

irradiated by 60Co��rays

3 � 分析讨论

� � 由图 2 可以看到, 各剂量组谱线强度变化很大, 尤其是

8 Gy 组谱线变化更为明显, 一方面是由于不同剂量的60Co �

射线作用于细胞, 引起细胞内部各物质成分的变化, 另一方

面是由各剂量组样品制备和测试条件的差异性引起的。因

此, 为了尽量排除后者的干扰因素, 采用相对强度分析各剂

量组拉曼谱线的强度。如图3 所示, 以各剂量组谱线中1 004

cm- 1峰强为基准, 作其他各峰相对于 1 004 cm- 1的相对峰强

比。

Fig� 2 � Raman spectrum of various dose

groups up 1 000a� u� in turn

� � 由光谱图 1和图 2可以看出, 各剂量组的谱图同空白对

照组相比, 无论是峰形还是峰强, 都具有一定的相似性, 不

同之处在于某些谱线的峰位和峰强出现了变化, 这与采用不

同剂量的60Co �射线辐照有一定的关联性。

Fig� 3� Relative intensity ratio of I749/ 1 004 I782/ 1 004 I1 128/ 1 004 I1 244/ 1 004I1 314/1 004 I1 446/1 004 I1 658/ 100 4 with dif ferent dose
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3� 1 � 蛋白质谱带分析
3� 1� 1 � 主链构象

蛋白质的酰胺  和酰胺�两个特征谱带的频移和强度与
肽键骨架的二级结构有关, 是研究蛋白质二级结构的灵敏探

针。在空白对照组拉曼谱中, 1 244 cm- 1谱带源于酰胺 �带

的�折叠结构, 1 653~ 1 673 cm- 1段谱带存在 3~ 6 个尖峰,

源于酰胺∃带的 !螺旋和反平行�折叠结构[10]。

对于 1 244 cm- 1谱带, 辐照60Co �射线后, 小剂量组( 1、

2Gy)和大剂量组( 7、8Gy)基本上没有频移, 中等剂量组( 4、

5Gy)蓝移了约 3 cm- 1 , 由于 1 245~ 1 260 cm- 1对应酰胺�
带二级结构中的无规卷曲构象, 所以酰胺�带的 �折叠结构

在中等剂量射线作用下, 一部分转化成了无规卷曲结构。由

图 3 中该峰对 1 004 cm- 1谱带的相对峰强比 I 1 244/ 1 004可以看

到, 1 Gy 组 1244 谱带的相对强度大幅增大, 这表明酰胺�
带的�折叠结构的含量明显增多, 而 4和 5Gy组相对强度略

有减小, 这可能与�折叠结构有一小部分转化成了无规卷曲

结构有关。

与酰胺∃带对应的 1 653~ 1 673 cm- 1段谱带, 在空白对

照组和各剂量组中呈现出多个复杂的尖峰, 且各尖峰强度差

别不大, 这充分说明了蛋白质酰胺∃带二级结构的无序性和

复杂性。选取各剂量组光谱的 1 658 cm- 1谱带, 作相对于

1 004 cm- 1的相对峰强比, 如图 3 中 I 1 658/ 1 004 , 与对照组比

较, 发现 2 Gy 组 1 658 cm- 1相对强度增大, 7 和 8Gy 组减

小, 其他剂量组基本没有变化, 作者认为主要是因为 2 Gy剂

量60Co �射线恰能提供各种二级结构形成所需的能量, 而辐

照剂量太大时, 如 7 和 8Gy, 则引起蛋白质肽链的电离, 造

成肽键的断裂[11] , 从而使酰胺含量减少。

3� 1� 2 � 侧链构象
拉曼光谱也反映了蛋白质分子侧链氨基酸残基的变化。

空白对照组拉曼谱中, 1 341 和 1 584 cm- 1谱带归属于色氨

酸残基的吲哚环振动[12] , 1 004 cm- 1谱带归属于苯丙氨酸的

单基取代苯基环振动[13] (见表 1)。

Table 1� Raman spectrum attribution of EC9706

谱线位置/ cm- 1 振动模式初步指认

749 核酸中 B型 DNA 胸腺嘧啶

782 ∀s ( PO-
2 )

1 004 Ph e单基取代苯基环振动

1 083 DNA 骨架中 PO-
2 对称伸缩振动

1 128 脂类的 C  C反式伸缩

1 244 Amide ��折叠

1 314 C  H 弯曲振动(碳水化合物)

1 341, 1, 584 T rp的吲哚环

1 446 #( CH 2, CH 3 )

1 658 Amide∃ !�helix

1 661, 1 665 Amide∃反平行��折叠

� 注: ∀( s tr etchin g vib rat ion ) ; ∀s�( symmet rical st retching vibrat ion) ;

#� ( bendin g vibrat ion) ; #s� ( symmet rical b ending vibrat ion)

� � 同空白对照组 1 341 cm- 1谱带相比较, 各剂量组普遍红

移了 3~ 7 cm- 1 , 这表明色氨酸残基的吲哚环振动构象发生

了变化, 原因可能是, 色氨酸残基在 525 nm 激发光激发下,

产生 1 341 cm- 1散射光的分子振转能级结构对外来能量微扰

十分灵敏, 当对 EC9706 细胞辐照不同剂量的60Co �射线后,

破坏了该振转能级结构。各剂量组中的 1 584 cm- 1谱带频移

不明显, 表明产生 1 584 cm- 1散射光的分子振转能级结构对
60Co �射线的辐照不敏感, 这也说明了 1 341 和 1 584 cm- 1

谱带尽管都归属于色氨酸残基的吲哚环振动, 但产生散射的

分子振转能级结构是不同的。

表征苯丙氨酸单基取代苯基环振动谱带的 1 004 cm- 1在

各剂量组中峰形尖锐, 半宽很小, 基本上没有发生频移, 这

说明苯丙氨酸的单基取代苯基环对60Co �射线表现出构象不

灵敏的特性, 可以作为内标使用。由图 1 和图 2 发现, 1 004

cm- 1谱带的强度在各剂量组 (除 8 Gy 外 )基本上变化不大,

而 8Gy 组明显增大, 但是, 大量实验和文献证明, 该谱带在

蛋白质没有共价键断裂的情况下, 频移和强度基本上不出现

变化, 鉴于各剂量组样品的制备和测试条件存在不可测的差

异性, 导致各组样品的拉曼光谱的荧光背景出现差异, 谱线

强度出现变化, 因此在这里不考虑 1 004 cm- 1谱带的强度变

化, 而仍然以该谱带的强度作为基准, 作其他特征峰相对于

该峰的相对峰强比, 以便来表征其他特征峰的相对强度变

化。

3� 2 � 核酸谱带分析

DNA 是公认的射线作用靶, 无论是射线直接还是间接

作用都能造成细胞中 DNA 结构的损伤, 如碱基脱落、碱基

破坏、嘧啶二聚体形成、单链双链的断裂、DNA 链内交联和

链间交联、DNA 蛋白质交联等。在各剂量组的拉曼光谱中,

表征核酸特征谱带的峰主要有 749, 782, 1 083 cm- 1 , 其中

749 cm- 1归属于核酸中 B 型 DNA 胸腺嘧啶谱带, 782 和

1 083 cm- 1源于双螺旋 DNA 的 2 个磷酸骨架峰, 782 cm- 1

对应于磷酸二酯键( O  P  O)的对称伸缩振动, 1 083 cm- 1

对应于磷酸二酯键( O P O )的弯曲对称伸缩振动[ 14]。

同对照组相比, 各剂量组 749 cm- 1谱带频移不明显, 表

明60Co �射线作用没有改变 B 型 DNA 胸腺嘧啶的构象。但

是, 从相对强度来看, 图 3中 I 749/1 004在小剂量组( 1 和 2 Gy)

变小, 而在中大剂量组 ( 4~ 8 Gy )显著变大, 说明了 B 型

DNA 胸腺嘧啶含量有所变化。作者认为, 原因在于小剂量射

线可能抑制了嘧啶二聚体形成, 而中大剂量的射线则诱使

DNA 中嘧啶二聚体大量形成。

782 cm- 1谱带在各剂量组中频移较小, 仅在大剂量组( 7

和 8 Gy)红移了 2~ 3 cm- 1 , 说明大剂量射线作用使磷酸二

酯( O  P  O)基团的非氢键化程度有所增强。而相对峰强

I 782/ 1 004 (见图 3)表现出与射线剂量不成比例, 在 2 和 7Gy 时

强度高于对照组, 其他剂量组则明显低于对照组。强度的无

规律变化可能与 O  P  O 键结合能和电离能有关, 如果
60Co�射线恰能提供 O  P  O 键所需的电离能, 就会使

O  P  O键断裂, 进而引丘 DNA 双股螺旋发生单链或双链

断裂。1 083 cm- 1谱带在各剂量组中表现出杂乱的尖峰, 反

映出核酸中磷酸二酯键( O P O )的弯曲伸缩振动构象的

复杂性。

3� 3 � 脂类谱带分析
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除 DNA 外, 细胞膜是另一个重要的射线靶。细胞膜的

外周膜(质膜)和内膜系统统称为%生物膜&, 生物膜主要有蛋

白质(包括酶)、脂质(主要是磷脂)和糖类(糖蛋白和糖脂)组

成。图 1 和图 2 中的 1 128和 1 447 cm- 1均源于脂类的振动

谱带。

归属于脂类 C  C 反式伸缩振动谱带的 1 128 cm- 1, 在

各剂量组中频移不明显, 说明 60 Co�射线并没有破坏 C C

反式伸缩振动的构象。图 3 中 I 1 128/ 1 004反映出各剂量组该谱

带的相对强度显著增大, 说明脂类的 C  C 反式伸缩振动的

含量明显增多。

归属于脂类 CH 2 和 CH 3 弯曲振动谱带的 1 446 cm- 1 ,

在 2 和 4 Gy组蓝移了 4 cm- 1 , 其他剂量组频移不大, 这可

能与细胞膜脂中的酰基链骨架发生构象变化有关。I 1 446/ 1 004

显示出 1 和 4 Gy组该谱带强度增大, 而其他剂量组则略微

减小。表明细胞膜脂中 CH 2 和 CH 3 弯曲振动的含量变化并

不与射线的照射剂量成比例变化。

3� 4 � 碳水化合物谱带分析
在各剂量组的拉曼光谱中还存在一个特殊的谱带 1 314

cm- 1, 它源于细胞内部碳水化合物中 C  H 弯曲振动, 在中

大剂量组中略微红移 3 cm- 1 , 说明中大剂量的 60Co�射线可

能破坏了 C  H 键的弯曲振动构象; 由图 3 中的 I 1 314/1 004可

以发现各辐照组该谱带的强度均比对照组要高, 但是随着剂

量逐渐增大, 相对强度反而减小, 最终与对照组相近。

4 � 小 � 结

� � 通过以上对 EC9706 细胞经不同剂量的60Co�射线辐照、

继续培养 24 h 后的拉曼光谱分析, 发现 60 Co�射线对

EC9706 细胞内部的 DNA、蛋白质、脂类以及碳水化合物等

生物大分子造成了一定程度的辐射损伤, 损伤程度并不与辐

照剂量成正比, 而是存在某些剂量对特定的生物分子结构损

伤效果较明显。主要表现如下。

( 1) 1 244 cm- 1谱带源于蛋白质酰胺�带的 �折叠结构,

在中等剂量( 4 和 5 Gy) 60 Co�射线作用下, 部分转化成了无

规卷曲结构; 表征色氨酸残基的吲哚环振动谱带 1 341 cm- 1

在各剂量组中均出现不同程度的红移, 说明 60Co�射线辐照

导致其构象发生了变化。

( 2) 782 cm- 1谱带在大剂量组 ( 7 和 8 Gy)红移了 2 ~ 3

cm- 1 , 说明大剂量 �射线辐照导致 DNA 中的磷酸二酯( O  

P  O)基团的非氢键化程度有所增强。

( 3)归属于脂类的 CH2 和 CH3 弯曲振动谱带的 1 446

cm- 1 , 在 2和 4 Gy 组蓝移了 4 cm- 1 , 其他剂量组频移不大,

这可能与60Co�射线对 EC9706 细胞的生物膜造成一定损伤

有关。
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Raman Spectra Study on Radiation Damage in EC9706 Cells by
60Co��Rays
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Abstract � Raman spect rum was used t o st udy the str ucture and content o f pro tein, nucleic acid and fat, while EC9706 cells ir ra�

diated by 60Co ��ray w ere cultiv ated for 24 h. The results show ed that fo r spectrum intensit y and fr equency dev iation, t her e w ere

big differ ences betw een each expo sur e g roup and contr ol g r oup. For t he 1 244 cm- 1 peak of amide � , � fo lder changed to diso r�

dered confo rmations in t he middle dose ( 4, 5Gy) g roups. The 1 341 cm- 1 peak of ∀( the indo le r ing o f T rp) was r ed�shifted in

every do se g roup. There w as a 2�3 cm- 1 r ed shift at the 782 cm- 1 peak in t he big dose g roups ( 7, 8Gy ) . It w as show ed that the

non�hydrogenation o f ∀s ( PO
-
2 ) was str eng thened due to big dose ��ra ys r adiat ion. There w as a 4 cm- 1 blue shift at the 1 446

cm- 1 peak of # ( CH 2 , CH 3) . It maybe resulted f rom 60Co ��ray s∋ damage to the film of EC9706 cells. The preferable do se of

60Co ��ray s may be found by analyzing t he variety of the above�mentioned peaks in some do se g roups.
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