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神经干细胞和神经细胞的拉曼光谱分析
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摘　要：从光谱学角度研究神经干细胞（ＮＳＣｓ）与神经细胞（ＮＣｓ），是一个新的干细胞研究方
法，能够为临床应用提供一定的实验参考依据。本文通过体外培养 ＮＳＣｓ和 ＮＣｓ，应用激光共
焦显微拉曼光谱仪测定两种细胞的拉曼光谱。实验结果显示，ＮＳＣｓ的拉曼峰 ６４６ｃｍ－１，
２９１７ｃｍ－１与ＮＣｓ的拉曼峰６５２ｃｍ－１，２９０８ｃｍ－１处存在较大差异。ＮＣｓ核中Ｂ型ＤＮＡ胸腺嘧
啶和酪氨酸含量相对更丰，而ＮＳＣｓ核中具有ＮＯ２成分而ＮＣｓ核中较少或没有。ＮＳＣｓ比ＮＣｓ
的ＤＮＡ、酪氨酸、蛋氨酸、腺嘌呤、苯基丙氨酸、胡萝卜素、酰胺Ⅲ等含量更丰，其中以胡萝卜素
和酰胺Ⅲ的相对含量最高。本文从光谱学角度分析 ＮＳＣｓ与 ＮＣｓ的光谱区别，以为临床应用
提供一定的实验参考依据。
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１　引　言
干细胞是一类具有自我复制能力的的多潜能细

胞，在一定条件下，可以分化成多种功能细胞［１］。

神经干细胞（ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＮＳＣｓ）是指分布
于神经系统的具有自我更新和分化潜能的干细

胞［２］。用ＮＳＣｓ移植治疗神经退行性疾病是充满希
望与挑战的生物工程，有着广泛的应用前景［３］。近年

来，利用拉曼光谱技术在细胞的结构、功能及细胞凋

亡等方面的研究取得了迅速发展，该技术能在一定程

度上反映细胞内各种类型物质的成分、构象和含量变

化［４］。利用拉曼光谱技术来研究神经细胞（ｎｅｕｒａｌ
ｃｅｌｌｓ，ＮＣｓ）与神经干细胞（ＮＳＣｓ）的光谱区别，目前
国内尚无报道。本文利用体外培养 ＮＳＣｓ，ＮＣｓ和拉
曼光谱技术，从光谱学角度分析 ＮＳＣｓ与 ＮＣｓ的光
谱区别，为临床应用提供一定的实验参考依据。
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２　材料与方法
２．１　实验材料与仪器

新生 ＳＤ大鼠购于河南省动物实验中心。
ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、Ｂ２７、胎牛血清、ＰＢＳ工作液、细
胞消化液、双抗青链霉素、９５％乙醇等。３７℃，５％
ＣＯ２培养箱（法国 Ｊｏｕａｎ公司）、倒置显微镜及操作
系统（日本 ＯＬＹＭＰＵＳ公司）、低速离心机（上海安
亭科学仪器厂）、激光共焦显微拉曼光谱仪（英国

Ｒｅｎｉｓｈａｗ公司）等。
２．２　细胞培养

ＮＳＣｓ培养与传代：常规分离新生 ＳＤ大鼠的脑
组织，ＰＢＳ液漂洗３遍后，剪成糊状，加入ＰＢＳ液，用
抛光的长颈吸管反复吹打成单细胞悬液，用４００目
过滤网过滤，８００ｒｐｍ，６ｍｉｎ离心，去上清，用无血清
培养基（ＤＭＥＭ／Ｆ１２＋２％ Ｂ２７＋双抗青链霉素）将细
胞定容为５×１０５／ｍＬ浓度，将１０ｍＬ细胞悬液接种于
培养面积为７５ｃｍ２的细胞培养瓶中，５％ ＣＯ２培养箱
中３７℃培养。每隔３．５ｄ半量换液，７～９ｄ传代。

ＮＣｓ培养与传代：常规分离新生 ＳＤ大鼠的脑
组织，ＰＢＳ液漂洗３遍后，剪成糊状，加入ＰＢＳ液，用
抛光的长颈吸管反复吹打成单细胞悬液，用４００目
过滤网过滤，８００ｒｐｍ，６ｍｉｎ离心，去上清，用培养基
（ＤＭＥＭ／Ｆ１２＋１０％胎牛血清＋双抗青链霉素）接种
培养，每３ｄ换液，７ｄ传代。培养的ＮＳＣｓ与ＮＣｓ如
图１、图２所示。

图１　ＮＳＣｓ镜下照片（１００倍）
Ｆｉｇ．１　ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｉｎｃｕｌｔｕｒｅ（×１００）

图２　ＮＣｓ镜下照片（１００倍）
Ｆｉｇ．２　ｎｅｕｒａｌｃｅｌｌｓｉｎｃｕｌｔｕｒｅ（×１００）

２．３　拉曼光谱的采集
将细胞用消化液消化后，ＰＢＳ液冲洗离心４次，

９５％乙醇固定于载玻片，略干时 ＰＢＳ液冲洗数次
后，用Ｒｅｎｉｓｈａｗ激光共焦显微拉曼光谱仪采集细胞
的拉曼光谱。拉曼光谱仪参数设定为激发波长

５１４ｎｍ，光谱扫描范围 ５００～２０００ｃｍ－１扫描时间
２０ｓ，采集次数１次。
３　实验结果与讨论

采集的 ＮＳＣｓ与 ＮＣｓ拉曼光谱图如图 ３、图 ４
所示。

　　ｗａｖｅｎｕｍｂｅｒ／ｃｍ－１

图３　ＮＳＣｓ拉曼光谱图

Ｆｉｇ．３　Ｒａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ

　　ｗａｖｅｎｕｍｂｅｒ／ｃｍ－１

图４　ＮＣｓ拉曼光谱图

Ｆｉｇ．４　Ｒａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｎｅｕｒａｌｃｅｌｌｓ

３．１　拉曼光谱的指认
通过对 ＮＳＣｓ与 ＮＣｓ的拉曼特征峰的分析，对

各个峰所对应的可能物质进行了初步指认，归属如

表１所示［５－９］。

表１　细胞拉曼光谱特征峰归属
Ｔａｂ．１　ｐｅａｋｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄａｓｓｉｇｎｍｅｎｔ

ｏｆＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒａ
峰值位置／ｃｍ－１ 物质归属初步指认

６４６ 酪氨酸

６５２ 蛋氨酸边链

７２１ 腺嘌呤

７５８ Ｂ型ＤＮＡ胸腺嘧啶

８５４ 酪氨酸标记

１０００～１００２ 苯基丙氨酸对称振动

１１３１ 脂肪Ｃ－Ｃ伸缩振动

１２１０ 苯基丙氨酸Ｃ－Ｃ６Ｈ５伸缩振动、色氨酸

１２３６ 酰胺Ⅲ
１３９５ Ｃ－Ｈ变形振动

１５５５ ＮＯ２
１５９８ 类胡萝卜素的Ｃ＝Ｃ

２８５１，２８９２ Ｃ－Ｈ伸缩振动

２９０８ 脂质碳氢链

２９１７ 葡萄糖的Ｃ－Ｈ键

２９３４ Ｃ－Ｈ伸缩模型

２９４７ ＣＨ２伸缩模型

２９６９ 终端ＣＨ３基团的Ｃ－Ｈ伸缩振动

２９９２ Ｃ＝Ｃ－Ｈ
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３．２　拉曼光谱的分析
从图３可以看到：ＮＳＣｓ与ＮＣｓ的拉曼特征峰主

要出现在 ６００～１８００ｃｍ－１的波数范围和 ２８５０～
３０００ｃｍ－１波数范围内，拉曼光谱的峰位和相对峰强
存在一定差异。

３．２．１　拉曼光谱峰位的分析
ＮＳＣｓ的拉曼特征峰６４６ｃｍ－１与 ＮＣｓ的拉曼特

征峰６５２ｃｍ－１处存在较大差异。由酪氨酸转变为
蛋氨酸边链峰可能是细胞核内相应的蛋白质含量的

变化。这一变化过程以及变化的关键时间点，需要

在进一步的神经干细胞分化为神经细胞的过程中，

采集各代的拉曼光谱，进行比对分析，这也是我研究

组下一步的主要研究工作。特别是６４６ｃｍ－１能不
能作为 ＮＳＣｓ独有的特征峰用来鉴别和确认 ＮＳＣｓ，
将是我研究组未来的重要工作。

ＮＣｓ的拉曼谱７５８ｃｍ－１，８５４ｃｍ－１峰相对ＮＳＣｓ
拉曼谱明显，说明神经细胞Ｂ型ＤＮＡ胸腺嘧啶和酪
氨酸含量相对更丰。ＮＳＣｓ的拉曼谱中有明显的
１５５５ｃｍ－１处的峰位，ＮＣｓ基本上没有，说明神经干
细胞细胞核中具有 ＮＯ２成分而神经细胞细胞核中
较少或没有。

ＮＳＣｓ的拉曼特征峰 ２９１７ｃｍ－１与 ＮＣｓ的拉曼
特征峰２９０８ｃｍ－１处存在较大差异。由脂质碳氢链
改变为葡萄糖的 Ｃ－Ｈ键，说明神经干细胞向神经
细胞分化的过程中是核中脂类物质向糖类物质转化

的过程，此说法是否正确，还需要进一步的实验观察

以及生物化学理论和实验的支持。而 ＮＳＣｓ与 ＮＣｓ
在低波数段的拉曼峰 ７２１ｃｍ－１，１０００ｃｍ－１，
１１３１ｃｍ－１，１２３７ｃｍ－１，１３９６ｃｍ－１，１５９８ｃｍ－１以及高
波数段的 ２８５１ｃｍ－１，２８９２ｃｍ－１，２９３４ｃｍ－１，２９４７
ｃｍ－１，２９６９ｃｍ－１，２９９２ｃｍ－１的峰位基本上没有变
化，说明神经干细胞分化为神经细胞的过程中，细胞

核内部酰胺Ⅲ、Ｃ－Ｈ键、类胡萝卜素、ＣＨ２键、ＣＨ３
键的结构不发生明显变化。

３．２．２　拉曼光谱峰强的分析
由图３、图 ４所示，低波数段 ６００～１８００ｃｍ－１

ＮＳＣｓ的拉曼峰值明显比 ＮＣｓ高，这是由于镜下观
察，神经干细胞的细胞核体积较神经细胞的要大，说

明ＤＮＡ、酪氨酸、蛋氨酸、腺嘌呤、苯基丙氨酸、胡萝
卜素等含量更丰。高波数段２８５０～３０００ｃｍ－１时，
ＮＳＣｓ与ＮＣｓ波峰强度趋于接近，从图３、图４可见，
ＮＳＣｓ的拉曼曲线相对较低，但差距不大，这是因为
ＮＣｓ中的某些相关蛋白和糖类含量比 ＮＳＣｓ相对稍
高［１０］。ＮＳＣｓ与ＮＣｓ在低波数段的拉曼峰７２１ｃｍ－１，

１０００ｃｍ－１，１１３１ ｃｍ－１，１２３７ ｃｍ－１，１３９６ ｃｍ－１，
１５９８ｃｍ－１的峰位基本上没有变化，但相对强度差距
较大。各相关峰位相对强度比如表２所示。相对强
度比的变化曲线如图５所示。

表２　各峰位相对强度比
Ｔａｂ．２　ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｒａｔｉｏｎｓｏｆｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ

ａｎｄｎｅｕｒａｌｃｅｌｌｓ

峰值位置／ｃｍ－１ ＩＮＳＣｓ／ＩＮＣｓ
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图５　相对强度比的变化曲线
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　　从相对强度变化曲线中可以看到，ＮＳＣｓ细胞核
中类胡萝卜素、酰胺Ⅲ与ＮＣｓ相比，相对含量更高。
４　结　论

综上所述，利用体外培养 ＮＳＣｓ、ＮＣｓ和拉曼光
谱技术，得到的ＮＳＣｓ与ＮＣｓ的拉曼光谱存在差异，
主要表现在 ＮＳＣｓ的拉曼峰６４６ｃｍ－１，２９１７ｃｍ－１与
ＮＣｓ的拉曼峰 ６５２ｃｍ－１，２９０８ｃｍ－１处存在较大差
异；ＮＣｓ核中Ｂ型ＤＮＡ胸腺嘧啶和酪氨酸含量相对
更丰，而ＮＳＣｓ核中具有 ＮＯ２成分而 ＮＣｓ核中较少
或没有；ＮＳＣｓ比ＮＣｓ的 ＤＮＡ、酪氨酸、蛋氨酸、腺嘌
呤、苯基丙氨酸、胡萝卜素、酰胺Ⅲ等含量更丰。说
明从光谱学角度研究ＮＳＣｓ与ＮＣｓ，是一个新的干细
胞研究方法，能够为临床应用提供一定的实验参考

依据。
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