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单个大鼠胎肝干细胞的激光光镊喇曼光谱
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摘　要：激光光镊喇曼光谱系统是将激光光镊与喇曼光谱相结合的一项光学技术，可以在接近自然的生

理状态下研究单个生物细胞的识别及其构成成分的检测．本文 采 用 胶 原 酶 消 化 法，分 离１０～２１天 不 同

孕期大鼠的胎肝干细胞和成体大鼠的肝实质细胞，应用激光光镊喇曼光谱技 术 检 测 分 离 到 单 个 胎 肝 干

细胞和肝实质细胞，以及 ＷＢ－Ｆ３４４大鼠肝干细胞系细 胞，并 比 较 了 胎 肝 干 细 胞 和 肝 实 质 细 胞 的 喇 曼 光

谱．结果发现，１３天以前孕大鼠胎肝干细胞在１　３３６ｃｍ－１（代表多聚核苷酸链（嘌呤））和１　４４６ｃｍ－１（代

表蛋白的弯曲模型）处的峰依次增高，１３天孕大鼠胎肝干细胞在１　３３６ｃｍ－１和１　４４６ｃｍ－１处的平均峰值

最高，１４天以后逐渐降低．结果表明激 光 光 镊 喇 曼 光 谱 系 统 可 以 鉴 别 不 同 孕 期 的 胎 肝 细 胞 和 成 体 肝 实

质细胞，分析胎肝干细胞的分化机理，为临床应用肝干细胞治疗奠立基础．
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０　引言

器官损伤 或 功 能 衰 竭 是 人 类 健 康 面 临 的 一 大 问

题．器官移植受到来源缺乏和免疫排斥等限制，很难满

足临床救治工 作 的 需 要．胎 肝 干 细 胞 作 为 种 子 细 胞 可

用于肝组织、器 官 损 伤 的 治 疗［１－２］．所 以 分 析 研 究 肝 干

细胞自我更新和分化的调控机理对于组织工程和再生

医学是很重要 的［３］．传 统 研 究 胎 肝 干 细 胞 的 方 法 有 流

式细 胞 分 选、免 疫 荧 光 和 逆 转 录 聚 合 酶 链 式 反 应

（Ｒｅｖｅｒｓｅ　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　Ｃｈａｉｎ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ，

ＲＴ－ＰＣＲ）等．Ｃｈｅｎ　Ｑｉｎｇ－ｆｅｎ等用流式细 胞 分 选 法 进 行

研究，发现尽管 人 的 肝 祖 细 胞 和 造 血 祖 细 胞 来 自 于 同

一祖先，但它们是不相同的．但肝干细胞缺乏单一或联

合特异性表面 标 记，这 给 肝 干 细 胞 或 肝 祖 细 胞 的 分 离

纯化带来了一 定 的 难 度，进 而 影 响 到 肝 干 细 胞 研 究 的

进展．因此目前 胎 肝 干 细 胞 的 发 育 过 程 和 分 化 等 机 理

均不十分清楚［４－７］．
喇曼光谱是研 究 物 质 分 子 结 构 的 重 要 手 段 之 一，

其特征峰位置、强 度 和 线 宽 可 提 供 构 成 物 质 的 分 子 振

动、转动方面的信息，从而反映出分子中不同的化学键

或官能团，具有高敏感、反应快、简单、可重复和无损伤

的定性定量分 析 等 优 点．光 镊 是 以 激 光 力 学 效 应 为 基

础的一种物理 工 具，利 用 强 会 聚 的 光 场 与 微 粒 相 互 作

用时形成的光学势阱来俘获粒子，可以非接触、无损伤

地操纵尺度位 于 数 纳 米 到 数 十 微 米 之 间 的 生 物 细 胞、

亚细胞、生物大分子以及胶体粒子，已经成为生命科学

领域不可缺少的研究工具．任洪亮等［８］根据几何光 学，

对基于有限光学系统显微镜的光镊光路进行了分析计

算，可以在保持 物 镜 后 瞳 充 满 度 的 情 况 下 调 整 阱 位 和

刚度，具有捕获 力 大、被 捕 获 的 粒 子 成 像 清 晰 等 优 点．
激光光镊喇曼光谱技术将光学囚禁技术与显微喇曼光

谱技术相结合，可 以 在 接 近 自 然 的 生 理 状 态 下 研 究 单

个细胞或 细 胞 器，探 索 其 生 命 活 动［９－１１］．Ｗｏｏｄ等［１２］在

体外模拟活体环境进行红细胞携氧态和去氧态光谱差

异研究，为了解 红 细 胞 最 基 本 的 运 氧 功 能 及 诊 断 有 关

红细胞 疾 病 提 供 了 依 据．Ｈ　Ｗｕ等［１３］使 用 喇 曼 光 谱 研

究活体单个细 胞 脂 类 代 谢，实 时 分 析 监 测 单 细 胞 在 不

同生长条件下 脂 类 的 变 化．目 前 已 有 研 究 报 道 喇 曼 光

谱应用于胚胎干细 胞 的 研 究［１４］，但 对 胎 肝 干 细 胞 的 研

究较少．本文采用激光光镊喇曼光谱技术，检测比较大

鼠胎肝干细胞 的 激 光 光 镊 喇 曼 光 谱，找 到 了 不 同 孕 期

的大鼠喇曼光谱峰的变化，并分析其分化机理，为胎肝

干细胞的临床应用提供基础．

１　实验部分

１．１　实验装置

实验所采用的激光 光 镊 喇 曼 光 谱 仪 如 图１．图 中，

ＴＣ为温度控制器；ＤＬ为 二 极 管 激 光 器；ＯＰ为 光 隔 离

器；ＩＦ为 干 扰 滤 波 片；ＰＨ 为 小 孔；ＨＮＦ１、ＨＮＦ２ 为 陷

波滤 波 片（７８０ｎｍ　ＲａｚｏｒＥｄｇｅ，Ｓｅｍｒｏｃｋ）；ＣＣＤ为 光 电

耦合 探 测 器（ＰＩＸＩＳ　４００ＢＲ，Ｐｒｉｎｃｅｔｏｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）；

ＤＭ为二向色 镜（ＦＭ０１，ＴＨＯＲＬＡＢＳ）；ＢＳ为 分 光 镜；

Ｏｂｊ为物镜；ＥＰ为目镜；ＶＣ为摄像机．

图１　激光光镊喇曼光谱实验装置

Ｆｉｇ．１　Ｓｅｔｕｐ　ｏｆ　Ｌａｓｅｒ－ｔｗｅｅｚｅｒ　Ｒａｍａｎ　ｓｐｅｃｔｒｕｍ

一束７８５ｎｍ，２０ｍＷ的二极管激光经过滤波后被

导入一台倒置 显 微 镜（Ｎｉｋｏｎ　ＴＥ２０００－Ｕ），激 光 束 经 显

微镜物镜（油浸，ＮＡ　１．３０，１００×），聚 焦 后 在 焦 点 附 近

形成光镊，同时 构 成 光 镊 的 激 光 束 也 用 来 激 发 被 俘 获

细胞的喇曼散 射 光 谱．喇 曼 散 射 信 号 被 聚 焦 进 光 谱 仪

（ＳｐｅｃｔｒａＰｒｏ２３００ｉ，Ａｃｔｏｎ　６００ｇ／ｍｍ　Ｂｌａｚｅｄ　ａｔ　８７０ｎｍ）

狭 缝 入 口 处，通 过 电 荷 耦 合 元 件 （Ｃｈａｒｇｅ－ｃｏｕｐｌｅｄ
Ｄｅｖｉｃｅ，ＣＣＤ）探测 器 接 受 信 号，并 传 输 到 计 算 机 形 成

喇曼光谱图．
１．２　实验材料

从 美 国 模 式 培 养 物 集 存 库 （Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ
Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，ＡＴＣＣ）购 买 大 鼠 肝 干 细 胞 系 ＷＢ－
Ｆ３４４．从广西药检所获取１０天、１３天、１４天、１６天、２１
天孕大鼠和成体鼠各三 只，重 量２５０～４００克，大 鼠 食

料由药检所提供．
１．３　实验方法

大鼠胚胎从断颈处 死 的 孕 大 鼠 中 获 得（孕 期 为１０
天、１３天、１４天、１６天、２１天），无 菌 取 出 胎 肝，用 磷 酸

盐缓冲液（Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　Ｂｕｆｆｅｒ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）冲 洗 数 次，

剪碎后用０．６％ＩＶ胶原酶于３７℃ 消 化２０～３０ｍｉｎ，

消化后悬液，用２００目筛网过滤．获得的细胞悬液的离

心力为２７０×ｇ，ｇ＝９８０ｃｍ／ｓ２ 为 重 力 加 速 度，离 心

５ｍｉｎ，细胞沉 淀 用ＰＢＳ洗２次 后 置 于 含１０％胎 牛 血

清的 改 良 Ｅａｇｌｅ培 养 基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ＇ｓ　Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ
Ｅａｇｌｅ＇ｓ　Ｍｅｄｉｕｍ　Ｄｕｌｂｅｃｃｏ，ＤＭＥＭ）培养液中．
１．４　数据处理

进显微镜前激光功率为２０ｍＷ，激光光斑大小为
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２ｍｍ．将激光定位在胎肝干细 胞 上，积 分 时 间 为２０ｓ，

采集胎肝干细 胞 的 喇 曼 光 谱．测 量 的 背 景 光 谱 是 胎 肝

干细胞所在的含１０％ 胎牛血清的ＤＭＥＭ培养液的光

谱，也是在光谱积分时间为２０ｓ的条件下取得．分别取

得不同孕期的２０个 胎 肝 干 细 胞 的 喇 曼 光 谱 之 后 取 平

均值，重复实验３次．单个细胞的光谱在细胞被捕获后

立即 收 集．光 谱 数 据 的 处 理 过 程 包 括 减 背 景、５点 平

滑、基 线 校 正 和 求 平 均，所 有 数 据 的 处 理 都 是 在

Ｏｒｉｇｉｎ８．０软件中进行．

２　实验结果

分别将 采 集 到 的２０个 大 鼠 肝 实 质 细 胞、２０个

ＷＢ－Ｆ３４４肝干细胞与２０个 不 同 孕 期 大 鼠 胎 肝 干 细 胞

的激光喇曼光 谱 做 平 均 光 谱 及 差 值 光 谱．图２为 大 鼠

肝干细胞系 ＷＢ－Ｆ３４４细 胞 的 平 均 激 光 喇 曼 光 谱．图３
为孕期１０～２１天 的 大 鼠 胎 肝 干 细 胞 和 成 体 肝 实 质 细

胞 的 平 均 激 光 喇 曼 光 谱．图４为 不 同 孕 期 胎 肝 细 胞 的

图２　大鼠肝干细胞系（ＷＢ－Ｆ３４４）细胞的平均激光光镊

喇曼光谱

Ｆｉｇ．２　Ｍｅａｎ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　Ｌａｓｅｒ－ｔｗｅｅｚｅｒ　Ｒａｍａｎ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ａ
ｒａｔ　ｌｉｖｅｒ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌ　ｌｉｎｅ，ＷＢ－Ｆ３４４ｃｅｌｌｓ

图３　１０～２１天孕大 鼠 的 胎 肝 干 细 胞 和 成 体 肝 实 质 细 胞 的

平均激光光镊喇曼光谱

Ｆｉｇ．３　 Ｍｅａｎ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　Ｌａｓｅｒ－ｔｗｅｅｚｅｒ　Ｒａｍａｎ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ
ｆｅｔａｌ　ｌｉｖｅｒ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ　ａｔ　１０～２１ｄａｙｓ　ｏｆ　ｇｅｓｔａｔｉｏｎ　ａｎｄ
ａｄｕｌｔ　ｒａｔ　ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ

图４　不同孕期 大 鼠 的 胎 肝 干 细 胞 和 成 体 肝 实 质 细 胞 分 别

与孕期１０天大鼠的胎肝 干 细 胞 的 激 光 光 镊 喇 曼 光 谱

的差谱图

Ｆｉｇ．４　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　Ｌａｓｅｒ－ｔｗｅｅｚｅｒ　Ｒａｍａｎ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ
ｒａｔ　ｆｅｔａｌ　ｌｉｖｅｒ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ　ａｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｐｒｅｇｎａｎｔ　ｄａｙｓ
（ｄ１０－２１ｔｈ）ａｎｄ　ａｄｕｌｔ　ｒａｔ　ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ　ｗｉｔｈ　ｒａｔ　ｆｅｔａｌ
ｌｉｖｅｒ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ　ｏｆ　ｇｅｓｔａｔｉｏｎ　ａｔ　１０ｔｈ　ｄａｙ

平 均 激 光 喇 曼 光 谱 与 孕 期１０天 胎 肝 干 细 胞 的 平 均 激

光喇曼 光 谱 的 差 谱．由 图 可 见 大 鼠 肝 干 细 胞 系 ＷＢ－
Ｆ３４４细胞 与 大 鼠 胎 肝 干 细 胞 的 特 征 峰 出 现 在６００～
１　８００ｃｍ－１．以 ＷＢ－Ｆ３４４肝干 细 胞 的 激 光 光 镊 喇 曼 光

谱为基准，在胎肝中寻找与其相近的峰形，定为胎肝干

细胞．通过比较，可 见 在６００～１　８００ｃｍ－１特 征 峰 范 围

内，１３天 以 前 孕 大 鼠 胎 肝 干 细 胞 在１　３３６ｃｍ－１ 和

１　４４６ｃｍ－１处的峰依 次 增 高，１３天 孕 大 鼠 胎 肝 干 细 胞

在１　３３６ｃｍ－１和１　４４６ｃｍ－１处 的 峰 很 明 显，平 均 峰 值

最高，１４天 以 后 逐 渐 降 低．各 峰 所 代 表 的 的 归 属 值 见

表１．
表１　　激光光镊喇曼光谱峰的位置所代表的物质

Ｔａｂｌｅ　１　Ｔｅｎｔａｔｉｖｅ　ｐｅａｋ　ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｓ　ｆｏｒ　Ｌａｓｅｒ－Ｔｗｅｅｚｅｒ
Ｒａｍａｎ　Ｔｉｓｓｕｅ－Ｓｐｅｃｔｒａ

Ｐｅａｋ
ｐｏｓｉｔｉｏｎ／ｃｍ－１

Ｍａｊｏｒ　ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｓ

１　３３６ Ｐｏｌｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｃｈａｉｎ（ＤＮＡ－ｐｕｒｉｎｅ　ｂａｓｅｓ）

１　４４３ ＣＨ２ｄｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ｌｉｐｉｄｓ　ａｎｄ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ）

１　４４６ ＣＨ２ｂｅｎｄｉｎｇ　ｍｏｄｅ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ

１　４８５
Ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　ｐｕｒｉｎｅ　ｂａｓｅｓ
（ｇｕａｎｉｎｅ　ａｎｄ　ａｄｅｎｉｎｅ）

　　图５为孕期１０～１６天大鼠胎肝干细胞在１　３３６ｃｍ－１

处的峰值比较．图６为孕期１０～１６天大鼠胎肝干细胞

在１　４４６ｃｍ－１处的峰 值 比 较．可 见 孕 期１３天 的 胎 肝

干细胞在１　３３６ｃｍ－１和１　４４６ｃｍ－１处 的 平 均 峰 值 最

高，而后减低．
已知１　３３６ｃｍ－１ 峰 代 表 多 聚 核 苷 酸 链（嘌 呤），

１　４４６ｃｍ－１峰代表 蛋 白 的 弯 曲 模 型，这 些 物 质 和 结 构

可能与胎肝干细胞的分化和成熟有关．
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图５　不同孕期大鼠的胎肝干细胞的激光光镊喇曼光谱在１
３３６ｃｍ－１处的峰值

Ｆｉｇ．５　Ｂａｒ－ｃｏｌｕｍｎ　ｉｎｆｅｒｒｅｄ　ｔｈａｔ　ｔｈｅ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
ｖａｌｕｅ　ｏｆ　Ｌａｓｅｒ－ｔｗｅｅｚｅｒ　Ｒａｍａｎ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ｒａｔ　ｆｅｔａｌ
ｌｉｖｅｒ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ　ａｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｐｒｅｇｎａｎｔ　ｄａｙｓ　ｉｎ　１　３３６
ｃｍ－１　ｐｅａｋ

图６　不同孕期大鼠的胎肝干细胞的激光光镊喇曼光谱在１
４４６ｃｍ－１处的峰值

Ｆｉｇ．６　Ｂａｒ－ｃｏｌｕｍｎ　ｉｎｆｅｒｒｅｄ　ｔｈａｔ　ｔｈｅ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
ｖａｌｕｅ　ｏｆ　ｏｆ　ｌａｓｅｒ－ｔｗｅｅｚｅｒ　ｒａｍａｎ　ｓｐｅｃｔｒｕｍ　ｏｆ　ｆｅｔａｌ
ｌｉｖｅｒ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ　ａｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｐｒｅｇｎａｎｔ　ｄａｙｓ　ｉｎ　１　４４６
ｃｍ－１　ｐｅａｋ

３　讨论

激光光镊喇曼光谱可以通过检测胎肝干细胞的生

物分子结构和 量 来 快 速 识 别 胎 肝 干 细 胞．喇 曼 光 谱 收

集的积分时间 受 到 样 品 和 激 光 功 率 的 影 响，激 光 功 率

一定时，积分时 间 越 长 收 集 到 的 信 息 越 多．实 验 中，激

光功率为２０ｍＷ，积分时间为２０ｓ的情况下已经能收

集到较好的光谱，不考虑缩短采集时间．而且它不需要

为获得大 量 细 胞 而 开 展 其 他 生 物 实 验 所 需 的 耗 时 过

程．激光光镊喇 曼 光 谱 还 可 以 用 来 识 别 沿 着 孕 期 发 展

在生理环境下 被 捕 获 的 胎 肝 干 细 胞．在 胎 肝 干 细 胞 发

育的过程中，蛋白和其他生物物质被合成，但这一复杂

的过 程 并 未 被 完 全 研 究 清 楚．在 实 验 中，发 现 了

１　３３６ｃｍ－１和１　４４６ｃｍ－１峰的变化，这一变化很可能与

体内的分化和 成 熟 过 程 相 关．已 有 研 究 报 道 大 鼠 的 胎

肝干细胞在孕期９．０～９．５天开始表达肝系的基因，起

初是肝细胞的 甲 胎 蛋 白 和 白 蛋 白，紧 接 着 是 胆 管 细 胞

的细胞角蛋白１９（Ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ　１９，ＣＫ－１９），这些细胞形

成肝丛，在 孕 期１６天 时，定 向 为 肝 细 胞，或 者 胆 管 细

胞．另有研究表明肝来源于肠内胚层，在大鼠孕期９．５
天时，前肠原始上皮细胞接触中胚叶并形成肝憩室，这

些细胞广泛地增值，侵入隔膜，开始分化，在１０．５天时

形成肝 母 细 胞，表 达 甲 胎 蛋 白，紧 接 着 是 白 蛋 白．在

１５～１６天，大鼠的肝脏包含不 成 熟 的 肝 实 质 细 胞［１５－１８］．
因此，不 同 孕 期 的 激 光 光 镊 喇 曼 光 谱１　３３６ｃｍ－１和

１　４４６ｃｍ－１峰的改变很可 能 反 眏 了 在 胎 肝 干 细 胞 分 化

发 育 过 程 中 蛋 白 和 核 酸 合 成 活 性 的 一 个 变 化，

１　３３６ｃｍ－１和１　４４６ｃｍ－１峰 在 孕 期 为１３天 时 达 到 顶

峰，可能是肝干细胞的嘌呤核酸、弯曲模型的蛋白物质

在那时正蓄积 到 一 个 顶 峰，１３天 过 后，开 始 分 化 成 肝

实质细胞和胆 管 细 胞，肝 干 细 胞 内 的 核 酸 和 弯 曲 模 型

的蛋白物质开 始 降 低，比 较 符 合 胎 肝 发 育 过 程 中 的 分

化和变化过程．激 光 光 镊 喇 曼 光 谱 可 以 测 量 孕 大 鼠 发

育过程中胎肝干细胞，探寻肝干细胞的物质组成变化，
分析肝干细胞的分化发育机理．

４　结论

采用喇曼光谱与激光光镊相结合技术研究大鼠胎

肝干细胞和肝 实 质 细 胞，光 谱 的 对 比 分 析 发 现 了 不 同

孕期胎肝干细胞喇曼光谱峰的变化，即１３天以前孕大

鼠胎肝干细胞在１　３３６ｃｍ－１和１　４４６ｃｍ－１处的峰依次

增高，１３ 天 孕 大 鼠 胎 肝 干 细 胞 在 １　３３６ｃｍ－１ 和

１　４４６ｃｍ－１处的 平 均 峰 值 最 高，１４天 以 后 逐 渐 降 低．
１　３３６ｃｍ－１和１　４４６ｃｍ－１处的 峰 值 的 变 化 很 可 能 与 胎

肝发育过程中 的 分 化 和 变 化 过 程 有 关．应 用 喇 曼 峰 位

移的不同特征 了 解 肝 干 细 胞 的 物 质 组 成 变 化，从 分 子

水平探讨肝干 细 胞 的 分 化 发 育 机 理，为 肝 干 细 胞 的 研

究提供 一 种 新 方 法，为 临 床 肝 干 细 胞 应 用 提 供 实 验

基础．
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