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摘 要: 本文以鼻咽癌细胞株 CNE2 为放射敏感性的研究对象，经不同剂量 X 射线照射及不同时间培养后分别

提取总蛋白，用共聚焦显微拉曼光谱仪检测其拉曼光谱。统计分析表明: 被测样品的拉曼光谱中观察到一些可

以归属于蛋白质物质的较为明显的基团频率振动峰; 不同剂量的 X 射线照射后，总蛋白质的平均拉曼光谱与对

照组谱形基本一致，但与对照组间的光谱存在着对应峰信号强度的不同。实验提示: 照射后谱峰强度的增大或

减小，提示着相关物质含量有所改变。分析照射后癌细胞总蛋白拉曼光谱的变化情况，结合数学统计方法，以

探寻放射敏感性的特征拉曼标志，可以作为研究肿瘤放射敏感性的手段之一。
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Abstract: To study the effects of total protein of nasopharyngeal carcinoma cell line CNE2 treated by different doses of
X-ray irradiation． The total protein is extracted from the cell line and detected by confocal micro-Ｒaman spectroscopy．
Both t test and support vector machine are employed via SPSS and LIBSVM software packages for statistical analysis of
Ｒaman spectrum． The results show that several Ｒaman bands assigned to total protein can be detected; and the X-ray ir-
radiation have various effects on different components in total protein，and related to the radiation dose． It was indicated
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that in spite of no significant diversification on structures of protein，the content may be varied during irradiation．

Key words: Ｒaman spectroscopy; nasopharyngeal carcinoma cells; total protein; support vector machine

0 引言

鼻咽癌以放射治疗为主，治疗效果受到包 括 肿

瘤本身的放射敏感性、宿主状态及正常组织放射损

伤程度等因素影响。目前肿瘤放射敏感性的研究重

点之一是深入至亚细胞层次，分析细胞内各种生物

大分子物质受射线辐照后的影响［1］。
细胞的形态和生物功能各不相同，但都是 由 蛋

白质、核酸、脂类和碳水化合物等生物分子组成的，

每一种物质都有其特征的拉曼光谱。细胞在受到射

线照射后 氨 基 酸、脂 类、碳 水 化 合 物 都 可 能 发 生 变

化，可能成为特征拉曼标志光谱。通过照射前后细

胞蛋白质的拉曼光谱对比分析可以得出其生物分子

结构及其含量的变化，有利于研究细胞在特定条件

下的损伤修复机制。本文采用 X 射线辐照人鼻咽癌

的细胞株 CNE2，通过分析照射前后其总蛋白质的拉

曼光谱，研究细胞内蛋白质结构和化学成分的变化

情况。

1 样品准备及测量

人鼻咽癌细胞株 CNE2 ( 福建省肿瘤医院提供 )

培养后分两组: 一组于辐照后立即提取蛋白质，另一

组则于辐照后继续培养 72 h 之后再提取，每组 6 瓶。
取对数生 长 期 的 细 胞 种 植 贴 壁 后 用 X 射 线 室 温 照

射，其中每组各取一瓶作为对照( 无照射处理 ) ，其余

5 瓶分别经 2、4、6、8、10 Gy 等不同剂量的 X 射线照

射。应用 Qproteome Mammalian Protein Prep Kit 提取

各组细胞的总蛋白质溶液。然后制成“细胞裂解混

合液”重悬细胞沉淀、静置，在特定条件下离心，收集

的上清液即为鼻咽癌细胞相应的蛋白质溶液，保存

于 － 20 ℃冰箱中。激发光源为 785 nm，在 50 倍物镜

下进行蛋白质的拉曼光谱测量，光谱收集范围为 500
～ 3 200 cm-1。

2 实验结果

2． 1 CNE2 细胞株经照射后的总蛋白质 的 光 谱

分析

在上述条件下测得鼻咽癌细胞株 CNE2 经不同

剂量辐照后 0 h 和 72 h 培养提取的总蛋白质的拉曼

光谱如图 1 和图 2，图中可以看出某些可以归属为蛋

白质的较为明显的谱带: 641、715、951、1 419、2 879、
2 930 和 3 020 cm-1 ; 同时还检测到了提取残留物的

谱带，如 679、1 013 cm-1 分 别 归 属 为 核 酸 碱 基 G 和

DNA 骨架振动。表 1 列出了检测出的拉曼谱带与之

相对应的物质归属［2-10］。图 1 ( b) 与图 2 ( b) 为照射

组与对照组比较的差异谱。将照射组与对应的未照

射组间的谱峰强度，用 SPSS 软件进行 t 检验。

表 1 CNE2 细胞株经不同剂量的 X 射线照射后提取的总蛋白质的拉曼谱带及归属

Tab． 1 Band assignments for Ｒaman spectra of total protein extracted from CNE2 cell line after different doses of
X-ray

谱带( cm-1 )

对照 2 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy
归属

641 641 641 642 640 640 C-S 伸缩，C-C 扭曲，酪氨酸

679 679 679 679 679 679 G

717 717 716 716 716 716 C-S 伸缩

952 952 952 952 951 952 L-苯丙氨酸

1013 1014 1014 1012 1015 1014 DNA 骨架

1419 1420 1419 1419 1419 1419 羧酸: O = C-O-伸缩

2879 2881 2879 2877 2874 2881 CH2 伸缩

2931 2931 2931 2931 2931 2931 CH 伸缩

3020 3018 3021 3021 3021 3018 C-H 伸缩 ( CH，CH2 ，CH3 )
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图 1 ( a) CNE2 细胞经不同剂量 X 射线辐照后立即提取的蛋白质光谱; ( b) 照射组和对照组之间

的差异光谱

Fig． 1 ( a) ＲS of total protein extracted from CNE2 cell line after different doses of X-ray irradiation fol-
lowing on with 0 h of incubation; and ( b) The corresponding difference spectra between irradiation group
and control group

图 2 ( a) CNE2 细胞株经不同剂量 X 射线辐照后培养 72 小时后提取的蛋白质光谱; ( b) 照射组和

对照组之间的差异光谱

Fig． 2 ( a) ＲS of total protein extracted from CNE2 cell line after different doses of X-ray irradiation fol-
lowing on with 72 h of incubation; and ( b) The corresponding difference spectra between irradiation group
and control group

结果表明: 经 2，4，6，8，10 Gy 照射之后的总蛋白

质的平均拉曼光谱与对照组谱形基本一致，但与对

照组间的光谱存在对应峰的强度不同。在 679、716、
952、1 420、2 930 cm-1 峰位处，照射组与对照组的强

度差别具有统计学意义。以下重点分析归属为蛋白

质的峰值强度变化情况:

在 C-S 伸缩 振 动 的 716 cm-1 位 置，对 于 0 h 组，

2 Gy照射组的与强度对照组基本相同 P ＞ 0． 05，4 Gy
组强度高于对照组 ( P ＜ 0． 05 ) ，其余各剂量组与对

照组的相对强度随辐照剂量的增大而呈下降趋势，

且均低于对照组 ( P ＜ 0． 05 ) ; 72 h 后各剂量组强度

虽随辐照剂量的增大呈上升趋势，但与对照组基本

相同，10 Gy 组强度略高于对照组，但均未达到统计

学显 著 性 P ＞ 0． 05。在 归 属 为 L-苯 丙 氨 酸 的 952
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cm-1位置，对于 0 h 组，除 4 Gy 组强度高于对照组 ( P
＜ 0． 05 ) 外，其余各照射剂量组的强度数值虽然存在

上下波动，均低于对照组，但未达到统计学显著性 P
＞ 0． 05，而 72 h 后各照射组的强度明显增加，均高于

对照组，具有统计学意义 P ＜ 0． 05，且各剂量组与对

照组的相对强度随辐照剂量的增大差别不大。
在归 属 为 ( 电 离 态 ) 羧 酸 的 O = C-O-伸 缩 振 动

1 420 cm-1位置，对于 0 h 组，各照射剂量组的强度值

与对照组相比上下波动明显，4 Gy 组强度高于对照

组( P ＜ 0． 05 ) ，照射剂量 6 Gy 以上组峰值强度低于

对照组( P ＜ 0． 05 ) ; 72 h 后，照射剂量 6 Gy 以上的峰

值强度有所增加，10 Gy 组与对照组基本相同，6 Gy、
8 Gy组的强度高于对照组 P ＜ 0． 05。

在归属为 C-H 伸缩振动的 2 930 cm-1 位置，对于

0 h 组，照射剂量为 2 Gy 时谱峰强度与对照组基本相

同 P ＞ 0． 05，4 Gy 剂 量 时 峰 强 高 于 对 照 组 ( P ＜
0． 05 ) ，6→10 Gy 的 谱 峰 强 度 均 低 于 对 照 组 ( P ＜
0． 05 ) ，72 h 后，各照 射 组 强 度 均 有 所 上 升，除 6 Gy
组强度与对照组基本相同，其余均高于对照组达到

统计 学 显 著 性 P ＜ 0． 05 ( 见 图 1 放 大 处 及 相 应 差

谱) 。
实验结果提示: 不同剂量的 X 射线照射后，鼻咽

癌细胞株 CNE2 的总蛋白质拉曼光谱谱峰强度有所

改变，且并不与照射剂量成正相关。对于上述讨论

的几个峰位处所对应的物质含量，低剂量照射 2 Gy
组的改变均不显著，而 4 Gy 照射组的含量均显著增

多; 6 Gy 以上的照射剂量使得 C-S、C-H 以及电离态

羧酸 O = C-O-伸缩振动显著减 少; 而 对 于 L-苯 丙 氨

酸的含量，除了 4 Gy 组外，其余的各剂量组改变不显

著; 对于 72 h 后提取的总蛋白，各照射组中，C-S 伸

缩振动均恢复到未照射水平，而 L-苯丙氨酸含量均

显著增加; 6 Gy 以上组中的电离态羧酸的 O = C-O 伸

缩振动和 C-H 伸缩振动增加。
2． 2 统计分析

在 T 检验的同时，为进一步验证上述的均谱分

析，以差异较为明显的相关谱带为对象，用支持向量

机作为分类工具进行识别预测。根据 C-SVM 算法分

别从拉曼谱带和照射剂量的两个角度对照射组和对

照组样本 进 行 训 练 和 识 别。识 别 预 测 结 果 为: 在

716 cm-1谱峰处各剂量组与对照组之间的识别准确

率均 较 低，平 均 预 测 准 确 率 只 有 54． 66% ; 在 951
cm-1和 2 930 cm-1谱峰处剂量组与对照组之间的识别

准确率相对较高，其中，8 Gy 照射组的识别准确率分

别达到 83． 33% 和 80% ; 在 1 419 cm-1谱峰处的识别

准确 率 次 之，平 均 预 测 准 确 率 为 75． 33% ，其 中，

10 Gy照射组的识别准确率为 79． 67%。说明较高剂

量照射后，L-苯丙氨酸、电离态羧酸 O = C-O-和 C-H
含量与对照组之间确实存在显著的差异，与上述的

光谱分析基本一致。由此可见，C-SVM 算法的识别

准确率可以反映出谱峰强度之间的差异情况。

3 讨论与结论

从实验中可以看出 X 射线的照射，特别是 4 Gy
以上剂量，对蛋白质中不同的化学物质产生的效应

不一致，而且照射后培养 72 小时产生的效应也不同

于 0 h 组。72 h 后细胞总蛋白中的 L-苯丙氨酸含量、
电离态羧酸的 O = C-O-伸缩振动和 C-H 伸缩振动增

加; 而 C-S 伸缩振动恢复到未照 射 水 平。这 可 能 是

由于射线导致 DNA 双链或单链断裂使得细胞发 生

损伤或死亡，同时也激发了 DNA 的修复 功 能，其 生

物学效应一般发生在数小时之后。在继续培养过程

中，射线在分子水平引起细胞的某些内在变化能够

在细胞增殖过程中稳定传给子代，影响细胞总蛋白

质的合成，导致相关蛋白质含量的改变。L-苯丙氨酸

是人体所需 8 种必需氨基酸之一，是蛋白质的主要

构建模块，在人体的代谢过程中起着重要作用。射

线作用细胞后，引起 L-苯丙氨酸含量的变化，与细胞

中蛋白质以及细胞的那些生物学变化有关，是否涉

及与细胞的辐射敏感性等目前尚未见到相关的研究

报道，本实验的分析结果可能为细胞放射敏感性的

生 物 学 研 究 中 寻 找 分 子 靶 点 或 切 入 点 提 供 相 关

信息。
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