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摘要 

酿酒酵母细胞是真核细胞研究的模式生物之一，本论文以酵母细胞为研究对

象，开展适用于酵母细胞的微流控芯片及拉曼光谱方法研究，具体的研究内容如

下： 

1. 拉曼检测过程中要求酵母固定不动，而酵母细胞由于具有较硬的细胞壁，

形状呈椭球形且不易变形，在芯片上固定是个难题。在初步摸索酵母细胞生长特

性的基础上，提出两种在芯片上固定酵母并制备酵母细胞阵列的方法：其一，基

于 PDMS 微柱制备酵母细胞阵列，在微柱表面捕获酵母细胞，通过调节微柱尺

寸与间隔，可以很容易地控制微柱上酵母细胞的数量，当微柱尺寸足够小时，能

够获得单细胞阵列；其二，基于光刻剥离法使酵母细胞图案化，结合使用聚赖氨

酸使酵母固定。 

2. 设计并加工用于酵母细胞拉曼检测的芯片，并对单个酵母细胞进行拉曼

检测。针对芯片材料、结构及物镜进行了设计和优化，确定了适于酵母细胞检测

的玻璃/镂空 PDMS 薄层/石英微流控芯片构型，并获得了良好的酵母单细胞拉曼

信号。 

3. MTT 试验是评估细胞活性的常规实验技术之一，通常采用紫外吸收法进

行检测，获得的是统计的结果。提出并建立了 MTT 试验的单细胞拉曼检测方法，

考察了 MTT 反应时间、激光强度、采谱时间等因素的影响，通过优化，获得单

个酵母细胞内部的 Formazan 拉曼信号。 

4. SHINs 具有干净表面，可避免杂峰信号及碳包，便于对酵母细胞表面进

行检测。采用溶胶法合成 SHINs，并对酵母细胞进行拉曼检测。但溶胶法难以大

批量生产。提出并建立了利用原子层沉积（ALD）技术大批量地制备 SHINs 的

方法。通过探索并优化沉积模式、反应温度、净化时间及腔体气压等参数，在 Cu、

Au、Ag 三种纳米粒子表面合成 Al2O3、TiO2和 SiO2三种壳层，壳层厚度从 1 nm

到 10 nm 可控，并且无针孔，单次实验合成的 SHINs 为克级（如 0.5 g 到 10 

g）。并将其应用于合成色素和孔雀石绿的检测。 
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Abstract 

Saccharomyces cerevisiae is one of the model organisms in the study of 

eukaryotic cells. In this thesis, we investigate research methods on microfluidic 

chip and Raman spectroscopy for yeast cells. Specific contents are as follows: 

1. Immobilization of yeast is needed in the process of Raman detection. It 

is still a problem for yeast immobilization on chips, as a result of yeast hard cell 

wall and the elliptical cell shape, and thus not easy to deform. On the basis of 

preliminary exploration of growth characteristics of yeast cells, two methods of 

preparing yeast cell array with immobilized yeast on chip were proposed. First, 

yeast cell array was prepared on micro pillar surface based on the PDMS micro 

pillar array. It was easily to control the number of yeast cells on the micro pillars 

by adjusting the size and spacing, and single cell array could be reached when 

the size of micro pillars was small enough. Second, yeast cells are patterned 

based on lift-off method and combination of the use of poly-L-lysine. 

2. Yeast chip for Raman detection was designed and prepared. Single 

yeast cell Raman detection was achived. A glass/hollow PDMS thin film/quartz 

microfluidic chip configuration was proposed. Fine results of single yeast cell 

Raman signal was obtained. 

3. MTT test is one of the conventional experimental techniques to evaluate 

activity of cells. A MTT test method for single cell Raman detection was 

proposed and established. Several factors such as reaction time, laser power 

and collection time were investigated. Raman signal of formazan from individual 

yeast cell was obtained by optimizing collection conditions. 

4. Shell-isolated nanoparticles (SHINs) can avoid miscellaneous peak and 

huge background signals due to its clean surface, and is convenient for the 

detection of yeast cell surface. SHINs was first synthesized by chemical method, 
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and SHINERS detection of yeast cell was made. However, it is not easy to 

produce large quantities SHINs by chemical method. A method of preparing 

SHINs by atomic layer deposition (ALD) technique is proposed and established. 

By exploring and optimizing reaction conditions such as depostion mode, 

reaction temperature, purge time and chamber press, three kinds of metal 

nanoparticles (Au, Ag and Cu) was covered with SiO2, TiO2 and Al2O3 three 

kinds of shell. The shell thickness is controllable from 1 nm to 10 nm, and 

pinhole-free. Single SHINs synthesis is gram level (such as 0.5 g to 10 g). The 

ALD synthesized SHINs was applied to detect pigment and malachite green. 

 

 

 

Keywords: S. cerevisiae; Raman Spectroscopy; Surface Enhanced 

Raman Spectroscopy (SERS); Shell-isolated Nanoparticle Enhanced Raman 

Spectroscopy (SHINERS); Cell Array; Atomic Layer Deposition (ALD). 
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第一章 绪论 

细胞是生命活动的基本单位，单个细胞的活动与细胞状态紧密相关，因此，

单细胞尤其是单个活细胞的研究和分析是当前的研究热点。酿酒酵母细胞具有易

于培养和操作、增殖快等优点，是研究真核生物生命活动的首选模式生物，也是

单细胞研究中常见的研究对象。 

拉曼光谱可以直接探测到来自单个细胞内部的信息，是细胞研究尤其是细胞

无损检测中的一种重要检测技术。微流控芯片的兴起，尤其是各种适用于细胞研

究的芯片技术的建立与发展，为单细胞研究提供了便利条件。以下内容将分别对

拉曼光谱技术、微流控芯片技术及酵母细胞进行介绍。 

§1.1 拉曼光谱及在细胞研究中的应用 

拉曼光谱技术于 1928 年提出[1,2]，而拉曼光谱用于细胞的研究则可以追溯

到 20 世纪 70 年代[3]。本节简要介绍三种用于细胞研究的拉曼光谱技术及其在

细胞研究中的应用，即常规拉曼光谱（Normal Raman Spectroscopy）、表面增

强拉曼光谱（Surface Enhanced Raman Scattering，SERS）、壳层隔绝纳米粒

子增强拉曼光谱（shell-isolated nanoparticle-enhanced Raman spectroscopy，

SHINERS）。 

1.1.1 拉曼散射与拉曼光谱 

光束照射到物质表面，发生散射现象。英国物理学家瑞利（Lord Rayleigh）

对光在介质中的散射现象进行了大量、系统的研究，并于 1871 年提出瑞利散射

公式[4,5]，即散射光强度与入射光频率的四次方成正比，这种散射是弹性散射，

即散射光频率与入射光相同，被称为瑞利散射。 

进入 20 世纪，随着数学及物理理论的发展，不少物理学家开始重新研究光

在介质中的散射现象。1910 年，爱因斯坦（A. Einstein）利用宏观波动理论准确
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描述了各向同性透明介质中的光散射，但可惜的是并没有发现散射过程中光的波

长发生改变的现象。1923 年，美国物理学家康普顿（A.H. Compton）在研究 X

射线通过石墨等物质的散射时，发现散射光中存在两种波长的 X 射线，一种为原

波长（λ0），另一种波长更长（λ0+Δλ），这一现象可以用爱因斯坦的光量子理论

解释，散射光波长的增加源于碰撞过程中的能量损失，被称为康普顿效应[6]。同

年，奥地利量子物理学家斯梅卡尔（A. Smekal）从理论上预言，频率为 ν0光通

过介质时发生散射时，散射光中存在频率为 ν0±Δν 非弹性散射[7]。 

1928 年，印度物理学家拉曼（C.V. Raman）和他的同事 K. S. Krishnan 在

用水银灯照射液体苯时，发现了斯梅卡尔所预言的散射现象[1,2]：散射光中除了

原入射光频率 ν0 的谱线（瑞利散射），还存在频率分别为 ν0−Δν（斯托克斯线）

和 ν0+Δν（反斯托克斯线）对称分布的谱线（图 1.1），这是一种新的分子辐射，

被称为拉曼散射。同时，G. Landsberg（俄罗斯物理学家）和他的同事 L. 

Mandelstam 也在晶体体系独立发现这种散射现象[8,9]。 

拉曼散射光强度很弱，仅占总散射光强度的 10−6∼10−10。拉曼位移（Raman 

shift，Δν）与物质的性质有关，来源于物质分子的振动与转动，因此从拉曼光谱

中可以得到分子振动、转动能级结构的信息。 

 

图 1.1 单色激光作用于样品的散射示意图 

Fig. 1.1 Diagram of scattering during illumination of the sample with 

monochromaticlight. 
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拉曼光谱的谱图具有如下几个特征： 

(1) 在拉曼谱图上 Δν 常以波数（wavenumber，单位 cm-1）表示，仅与样品

的振动、转动能级有关，同种物质在不同波长激发光下的拉曼谱线波数相同，不

同物种在相同波长激发光下的拉曼谱线不同； 

(2) 瑞利线强度最强，斯托克斯线和反斯托克斯线在瑞利线两侧对称分布； 

(3) 斯托克斯线的强度通常大于反斯托克斯线，因此，一般情况下拉曼光谱

常用斯托克斯线； 

(4) 拉曼信号强度 IRaman∝1/λ4，激发光波长越长拉曼信号越弱。 

拉曼光谱在应用中具有如下优势： 

(1) 拉曼谱线与分子结构有关，可以作为分子的指纹图谱，在定性分析如物

质鉴别、物质性质分析等场合具有巨大优势； 

(2) 水的拉曼散射强度极弱，在研究含水或水溶液中的样品，特别是对生物

样品进行无损检测时，拉曼光谱是个理想工具； 

(3) 随着激光等光学技术的发展，以及商用拉曼光谱仪的改进，拉曼光谱可

以达到数个微米的空间分辨率，便于痕量、微小面积样品、活细胞等生物样品及

表面差异较大的样品的分析。 

然而，拉曼光谱技术依然存在不足之处，如： 

(1) 大部分分子的拉曼散射的强度都很弱； 

(2) 拉曼散射的强度不仅与激发光强度及所研究物质的性质有关，还受到光

谱仪的光学系统参数的影响，不利于定量分析； 

(3) 激光照射到复杂体系或生物样品时，拉曼过程常伴随有荧光过程，因此

经常会有荧光背景干扰。 
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1.1.2 拉曼光谱在细胞研究中的应用 

随着技术的发展，拉曼光谱开始用于细胞的研究，这可以追溯到 1979 年，

Abraham 等人[3]使用显微拉曼光谱对侵入淋巴结的硅酮橡胶进行识别。而后，

Atalla 等人[10]证实拉曼光谱可以用于探测木材细胞壁中木质素的取向。1988 年，

Beak 等人[11]利用紫外共振技术，获得了单个细胞的拉曼图谱。1990年，Puppels

等人[12]使用共聚焦显微技术，得到单个活细胞和染色质的拉曼光谱。之后，激

光共聚焦显微拉曼光谱成为细胞拉曼研究的热点[13,14]。目前，已有多篇综述文

章[15-27]及专著[28-30]对拉曼方法在细胞研究中的应用进行了总结。 

1.1.2.1 研究方法 

拉曼光谱在以细胞为对象的应用研究中，研究方法主要有谱峰分析和拉曼成

像两大类。 

1. 谱峰分析 

拉曼实验获得的直接结果为尖锐的谱峰，对谱峰位置的考察可获得细胞中物

种定性的和结构方面的信息。由于细胞体系的拉曼信号往往在强度和信噪比上都

比较弱，因此很多的应用中使用了统计学/化学计量学的方法[31-33]对所获得的

数据进行处理，如最小二乘法（Classical Least Squares，CLS）用于数据平滑、

背景拟合，基于高斯函数[34]或洛伦兹函数[35]对谱峰进行拟合，降维技术如主

成分分析（Principal Component Analysis，PCA）[36]、线性鉴别分析（Linearity 

Distinction Analysis, LDA）[37,38]、层级聚类分析（Hierarchical Cluster Analysis, 

HCA）[39-41]等对谱峰进行归类与分析。 

2. 成像分析 

拉曼光谱是一种非侵入、无标记的技术，其成像分析在细胞研究中是个热点。

依照成像的原理不同，可以分为拉曼扫描成像技术（Raman mapping）和拉曼影

像技术（Raman imaging），二者在光学系统及信号的采集和收集方式上均有一

定的差异[21,29,30]。 
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