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拉曼光谱分析癌变胃黏膜组织中蛋白质改变的研究
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　　摘　要：目的　研究正常和癌变胃黏膜组织中蛋白质的拉曼特征峰的差异及其意义。方法　提取１２例正常和癌变胃黏膜组

织的蛋白质相关特征峰进行对比分析，结合统计学方法，观察癌变胃黏膜组织中蛋白质构型构象、氨基酸组成等改变。结果　和

正常胃黏膜组织比较，癌变胃黏膜组织中蛋白质相关拉曼特征峰７５８ｃｍ－１、８７９ｃｍ－１、９３８ｃｍ－１、１２７１ｃｍ－１、１６６０ｃｍ－１等发生了

不同程度的移位，蛋白质的氨基酸组成及空间构象等出现了改变；结合蛋白质特征峰的相对峰强进行Ｆｉｓｈｅｒ判别分析，建立判别

函数获得了９１．７％准确判别率。结论　拉曼光谱是研究癌变胃黏膜组织中蛋白质分子的生化改变的新型有效手段，有助于胃癌

的基础机制及临床诊疗研究。
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　　胃癌是我国第３位最常见的恶性肿瘤，严重威胁着人类的

生命健康。２００８年全球新发胃癌约１００万，我国占４７％
［１］。

胃癌的发生伴随着组织内部蛋白质、脂质、核酸等大分子物质

的生化改变，而胃黏膜组织癌变相关的蛋白质差异是目前研究

的热点。目前蛋白质的研究方法主要有 Ｘ线晶体衍射、多维

核磁共振衍射技术、二维电泳、质谱法、蛋白质组学等。但这些

研究方法都是在细胞破坏后提取蛋白进行研究，无法在完整组

织细胞中进行蛋白质原位、天然状态下的研究。Ｘ线晶体衍射

只能研究结晶蛋白质，多维核磁共振衍射技术只能研究水溶液

状态下的分子质量小于３５×１０３ 的蛋白质，二维电泳难以分析

疏水性、低丰度蛋白质。拉曼光谱是一种基于非弹性散射的光

谱，起源于分子内部化学键、官能团的振动。人体组织的拉曼

光谱可以反映癌变组织内部分子化学键、官能团的改变，测定

便捷、无损，不需要破坏组织细胞，可以在大分子物质原位、活

性状态下进行研究。

研究表明，胃癌、肾癌、皮肤癌等人体癌组织的拉曼光谱不

同于正常组织，目前通过正常和癌变组织的差异光谱鉴别诊断

癌变的研究较多，而通过拉曼特征峰分析癌变组织内部的蛋白

质的研究极少。Ｚｈｕａｎｇ等
［２］发现正常肾脏组织中蛋白质络氨

酸残基是隐蔽的，以保持蛋白质结构的稳定，而在肾脏肿瘤中，

络氨酸残基变为暴露。Ｃｈｅｎ等
［３］通过１００５ｃｍ－１、１６４０ｃｍ－１、

１６６２ｃｍ－１、７８５ｃｍ－１等拉曼特征峰分析发现子痫前期孕妇胎

盘中蛋白质α螺旋、β折叠、β转角是叠加的，推测蛋白质的结

构变得紊乱。酪氨酸和色氨酸的吲哚环的振动较正常组织增

强，提示蛋白质分子有序的氨基酸主链减少了，氨基酸侧链出

现明显损伤。Ｔａｎｉｇｕｃｈｉ等
［４］研究发现，和非吸烟妇女相比，绝

经前吸烟妇女的唾液中黏蛋白减少了，并通过交联二硫键的拉

曼峰强峰位分析，发现吸烟者的唾液含有更多的氧化形式的蛋

白质，推测可能是由于氧自由基改变了黏蛋白的糖及蛋白质部

分。

因此，作者对正常和癌变胃黏膜组织中的蛋白质特征峰进

行研究，通过拉曼光谱分析癌变胃黏膜组织中蛋白质的改变，

以期为胃癌发生、进展过程中蛋白质的构象特征、功能发挥研

究及胃癌的蛋白分子靶点研究、药物治疗、检测诊断等提供新
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的依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　测定的２４例胃组织样本均来自２０１３年６月

至２０１４年６月于西南医院消化内镜中心行胃镜检查的患者。

男１４例，女１０例，平均年龄（５２．００±１５．０１）岁，样本采集前患

者签署相关知情同意书，本研究已通过伦理委员会的审查。１２

例正常胃黏膜组织分别来自全胃各部分，包括贲门、胃底、胃

体、胃窦、幽门等。１２例癌变胃黏膜组织均来自已确诊的进展

期腺癌患者。标本采集后立即置入１．８ｍＬ冻存管封装后置

入冰块保存，随即带至实验室进行拉曼光谱测定（测定时标本

离体时间约１ｈ）。

１．２　设备　英国Ｒｅｎｉｓｈａｗ显微共焦拉曼光谱仪：二极管激光

器，激发光波长７８５ｎｍ，波谱２００ｃｍ－１～４０００ｃｍ－１，分辨率１

ｃｍ－１～２ｃｍ
－１，最大激光功率３００ｍｗ，光栅１２００／１８００／２４００。

并配置有高性能的莱卡显微镜，三维样品台等。拉曼光谱光路

图见图１。

图１　　拉曼光谱光路图

１．３　拉曼光谱测定　检测前将标本取出置于玻片上室温自然

解冻后行拉曼光谱采集。设定积分时间３０ｓ，累积次数５次，

激发光功率１０％，光栅１２００，采集范围２００ｃｍ－１～２０００ｃｍ－１。

测定前用标准晶体硅片校准仪器，仪器校准后依次用５、１０、

２０、５０、１００倍的显微镜进行观察并聚焦，聚焦完成后开启激光

进行激发及拉曼散射采集。对每个样品任意选取１个点进行

采集，共获得２４个拉曼光谱图。

１．４　病理检查确诊　样本进行拉曼光谱测定后立即置入

１０％甲醛溶液中固定。之后常规脱水、石蜡包埋、切片、苏木

素伊红（ＨＥ）染色、固定。并由经验丰富的病理医师阅片，再

次确诊正常及癌变组织。

１．５　数据处理　所有原始数据均采用 ＮＧＳＬａｂｓｐｅｃ软件进

行标准化及归一化处理，并查找特征峰（Ｌｏｒｅｎ函数）。数据采

用Ｅｘｃｅｌ软件进行汇总，计算平均光谱、平均强度、相对峰强

等。采用ＧｒａｐｈＰｒｉｓｍ进行绘图分析。参考拉曼光谱谱峰归

属，总结光谱中的蛋白质相关拉曼特征峰，进行表征意义分析。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析。应

用两独立样本的狋检验比较正常和癌变胃黏膜组织中蛋白质

特征峰相对峰强，检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统

计学意义。并将主要的蛋白质拉曼特征峰相对强度进行Ｆｉｓｈ

ｅｒ判别分析检验，建立由此判别正常和癌变的判别函数，计算

判别分析的准确率。

２　结　　果

２．１　正常和癌变胃黏膜组织的蛋白质拉曼特征峰比较　正常

和癌变胃黏膜组织的拉曼特征峰丰富，参考相关文献，总结本

次测定所获表征蛋白质的拉曼特征峰见表１。蛋白质相关拉

曼特征峰１００４ｃｍ－１、８５３ｃｍ－１位置固定，表明仪器校正准确，

拉曼位移有效。而７５８ｃｍ－１、８８０ｃｍ－１、９３８ｃｍ－１、１２５２ｃｍ－１、

１２７１ｃｍ－１、１６０６ｃｍ－１、１６６０ｃｍ－１发生了１ｃｍ－１～８ｃｍ－１不同

程度的移位。正常和癌变胃黏膜组织的平均拉曼光谱图见图

２，蛋白质特征峰的分布散点图见图３。

图２　　正常和癌变胃黏膜组织的平均拉曼光谱图

图３　　正常和癌变胃黏膜组织中相关蛋白质拉曼特征

峰分布散点图

表１　　正常和癌变胃黏膜组织中蛋白质相关拉曼

　　　特征峰分布及其归属

癌变胃

黏膜组织

（ｃｍ－１）

正常胃黏

膜组织

（ｃｍ－１）

特征峰归属［５１１］ 生物分子来源

７６０ ７５８ ｖｓ（吲哚环呼吸） 色氨酸

８５３ ８５３ ｖＣＣ脯氨酸 蛋白质（胶原）

８８１ ８８０ ｖＣＣ羟脯氨酸 蛋白质（胶原）

９３９ ９３８ ｖＣＣ脯氨酸和缬氨酸（α螺旋） 蛋白质（胶原）

１００４ １００４ ｖ环呼吸 苯丙氨酸、蛋白质

１２４７ １２５２ 氨基化合物Ⅲ（无规卷曲、转角） －

１２６３ １２７１ 氨基化合物Ⅲ（α螺旋） －

１６０５ １６０６ ｖＣ＝Ｃ芳香族化合物 苯丙氨酸、酪氨酸

１６５８ １６６０ 氨基化合物Ⅰ，α螺旋 蛋白质

　　ｖ：伸缩振动；ｖｓ：对称性伸缩振动。－：此项无数据。

２．２　蛋白质相关拉曼特征峰相对峰强及相对峰强比的两独立

样本狋检验情况　见表２。

２．３　采用主要蛋白质氨基酸拉曼特征峰相对峰强的判别分析

　将主要表征特定氨基酸的拉曼特征峰相对强度Ｉ７５８ｃｍ－１（色

氨酸）、Ｉ８５３ｃｍ－１（脯氨酸）、Ｉ８８０ｃｍ－１（羟脯氨酸）、Ｉ１００４ｃｍ－１（苯丙氨

酸）纳入 Ｆｉｓｈｅｒ判别分析，设定 犡１ 代表Ｉ７５８ｃｍ－１，犡２ 代表
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Ｉ８５３ｃｍ－１，犡３ 代表Ｉ８８０ｃｍ－１，犡４ 代表Ｉ１００４ｃｍ－１。建立Ｆｉｓｈｅｒ判别

函数：犢＝－４．５０８＋２．１０５犡１－２．６３４犡２－２．２７４犡３＋５．１３犡４

（λ＝０．３０４，犘＝０．００），判别规则：犢＜０判归为胃癌，犢＞０判归

为正常，正确判别率为９１．７％。２４个光谱的Ｆｉｓｈｅｒ判别分类

结果见图４。

表２　　相对峰强及相对峰强比的两独立样本狋检验（狓±狊）

特征峰相对峰强比 相对峰强比（癌变／正常） 狋 犘

Ｉ１２５２ｃｍ－１／Ｉ１００４ｃｍ－１ （１．１４±０．１８）／（０．８２±０．１１）５．０８０ ０．０００

Ｉ１２７１ｃｍ－１／Ｉ１００４ｃｍ－１ （１．２８±０．２２）／（０．９１±０．１９）４．４１７ ０．０００

Ｉ７５８ｃｍ－１ （０．６２±０．２２／（１．０１±０．３２）－３．６０２０．００２

Ｉ８５３ｃｍ－１ （０．８５±０．２３／（１．３７±０．５４）－３．０５００．００８

Ｉ８８０ｃｍ－１ （０．７２±０．２１／（１．１９±０．４２）－３．５０４０．００３

Ｉ１００４ｃｍ－１ （１．１０±０．２９／（１．９７±０．４６）－５．５２１０．０００

图４　　Ｆｉｓｈｅｒ判别结果散点图

２．４　病理再次确诊　 所有经上述数判别为癌变胃黏膜组织

标本再次经病理确诊均为胃腺癌，包括低、高、中分化；正常胃

黏膜组织病理未见明显异常。

３　讨　　论

蛋白质约占细胞干质量的５０％以上，且种类繁多，不仅构

成细胞的基本结构，并担负着重要的生理代谢功能，并且是反

映基因信息的最佳分子物质。肿瘤的发生始于原癌基因的活

化，伴随着一系列复杂的蛋白质表达的改变，如肿瘤细胞表面

层黏连蛋白受体增加，细胞间钙黏连蛋白减少，而微管蛋白则

与肿瘤的侵袭转移有关等［１２１３］。研究正常和癌变胃黏膜组织

中的蛋白质差异，有助于了解细胞分裂、增殖、分化、凋亡过程

中蛋白质的动态变化。拉曼光谱不受水的干扰，可以在细胞原

位、活性状态下进行检测，且能反映癌组织整体蛋白质的改变。

蛋白质的拉曼光谱主要来自于氨基酸侧链的振动，苯丙氨酸的

苯环、色氨酸的吡咯烷环等可以产生强的谱带［１４］。蛋白质氨

基酸组成、侧链振动的改变可以引起其拉曼光谱出现特征性

改变。

３．１　癌变胃黏膜组织中蛋白质拉曼特征峰改变的分析研究　

本实验结果提示蛋白质拉曼特征峰７５８ｃｍ－１、８８０ｃｍ－１、９３８

ｃｍ－１发生了移位，而拉曼特征峰的移动可分为“蓝移”与“红

移”，蓝移是指波数增加，振动的能量增加，提示振动更加稳定，

可能是引入了新的基团或周边基团的活化使其更加稳定；红移

则反之，可能是基团的扭曲、暴露、活化等有关。氨基酸排列构

成蛋白质的一级结构，且其三维构象的形成也是由氨基酸排列

决定的。胃癌组织中拉曼振动的改变提示蛋白质的种类、结构

等出现了改变。

特征峰１００４ｃｍ－１来自于苯环的环呼吸振动，１６０６ｃｍ－１

来自苯环的Ｃ＝Ｃ振动，都表征苯丙氨酸或络氨酸。已知苯丙

氨酸是组织中含量最丰富的氨基酸之一，具有较大的疏水残

基，大多位于水溶性蛋白质的内部。胃癌组织中，１６０６ｃｍ－１移

位到了１６０５ｃｍ－１，提示振动的能量降低，可能是由于局部微

环境改变，如更多的苯丙氨酸被掩盖在蛋白质内部等。

特征峰８８０ｃｍ－１、９３８ｃｍ－１表征的是羟脯氨酸、脯氨酸，

而这两种氨基酸主要存在于胶原蛋白，重复出现的甘氨酸脯

氨酸Ｘ模体是胶原三股螺旋特定空间构象所依赖的基础。胃

癌组织中这两个特征峰均向高波数发生了移位，提示振动更加

稳定，能量增加。已知胃癌组织的胶原主要为基底膜的Ⅳ型胶

原，癌细胞分泌金属蛋白酶降解胶原破坏基底膜以利转移。提

示可能癌组织中胶原被降解以致更多的脯氨酸暴露和活化。

特征峰７５８ｃｍ－１表征色氨酸吲哚环的呼吸振动。已知色

氨酸是疏水、非极性氨基酸，胶原蛋白中色氨酸缺如，因此７５５

ｃｍ－１表征非胶原蛋白。癌组织中此特征峰移位到了７６０

ｃｍ－１，振动一致性增加，更加稳定，提示胃癌组织的蛋白质中

色氨酸与周边基团的作用、所处的电子环境更加稳定。

此外，采用表征色氨酸（７５８ｃｍ－１）、脯氨酸（８５３ｃｍ－１）、羟

脯氨酸（８８０ｃｍ－１）、苯丙氨酸（１００４ｃｍ－１）的拉曼特征峰相对

峰强进行Ｆｉｓｈｅｒ判别分析，建立了较好的判别函数，并获得了

较高的正确判别率，表明正常和癌变胃黏膜组织中蛋白质氨基

酸相对峰强存在明显差别，通过氨基酸拉曼特征峰可以准确区

分正常和癌变。进一步说明拉曼光谱可以用于胃黏膜组织癌

变的监测、鉴别。

３．２　癌变胃黏膜组织中蛋白质二级结构拉曼特征峰改变的分

析研究　蛋白质的二级结构主要包括α螺旋、β折叠、β转角及

无规则卷曲［１５］，α螺旋是多肽链最常见和最稳定的构象，大多

存在于球蛋白分子中。特征峰１６６０ｃｍ－１、１２７１ｃｍ－１、１２５２

ｃｍ－１分别表征蛋白质的α螺旋、β转角，在癌组织中分别移位

到了１５５８ｃｍ－１、１２６３ｃｍ－１、１２４７ｃｍ－１，提示振动能量降低，

表明癌组织中多肽链中更多的α螺旋及β转角倾向于不稳定。

此外，相对峰强比Ｉ１２７１ｃｍ
－１／Ｉ１００４ｃｍ

－１和Ｉ１２５２ｃｍ
－１／Ｉ１００４ｃｍ

－１

在癌变胃黏膜组织中明显大于正常胃黏膜组织（犘＜０．０５），已

知在其他条件不变的情况下，拉曼峰强度正比于官能团数目，

表明相对于苯丙氨酸的含量，可能癌组织肽链中有更多的α螺

旋及β转角形成或含此二级结构的肽链的数量增加。已知苯

丙氨酸因为侧链结构极大，形成较大的空间位阻而不利于局部

二级结构的形成，因此在α螺旋及β转角中相对少见。本研究

进一步说明胃黏膜组织中各类蛋白质的种类、构象及相对含量

较正常组织更加丰富和复杂。

本研究通过对１２例正常和癌变胃黏膜组织中的蛋白质相

关拉曼特征峰进行比较分析，发现：（１）和正常胃黏膜组织比

较，这些特征峰发生了不同程度的移位及强度增减，提示胃癌

组织中更多的苯丙氨酸被掩盖；色氨酸所处环境更加稳定；更

多的脯氨酸暴露和活化；胃癌组织的蛋白质有更多的α螺旋、β

转角形成，且二者的构象倾向于不稳定。（２）采用表征氨基酸

的特征峰相对强度Ｉ７５８ｃｍ－１、Ｉ８５３ｃｍ－１、Ｉ８８０ｃｍ－１、Ｉ１００４ｃｍ－１可以建

立较好的Ｆｉｓｈｅｒ判别函数，并获得了９１．３％正确判别率，说明

通过拉曼光谱鉴别癌变是可行的。本研究证实了拉曼光谱在
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蛋白质研究、肿瘤诊断中应用价值良好，拉曼光谱有助于胃癌

发生发展机制研究，并为胃癌的分子诊断、药物靶向治疗、肿瘤

标志物寻找等提供了新的依据。
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