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摘要　人红细胞是一种非线性光学介质 , 当入射光的频率ν不同时可获得红细胞的 2ν倍频、 ν/2分频、 ν/3分频、

2ν/3分频散射峰。它在 310 nm、 470 nm、 560 nm、 600 nm处产生 4个共振散射峰。人红细胞浓度在 0. 058× 106个

/毫升～ 235. 5× 106个 /毫升范围内与共振散射光强度 I600 nm成正比 ,据此建立了一个测定人红细胞浓度新方法。
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Abstract　 Human red cell in solution is a nonlinear scat tering medium. When the exci ted f requency
(ν) was set to be dif ferent f requency, a double f requency scattering and fraction f requency scat tering
peaks exhibi t at the f requences of 2ν,ν/2,ν/3 and 2ν/3. There are four resonance scat tering peaks at
310 nm, 470 nm , 560 nm and 600 nm fo r the red cell and blood. The concentration of red cell in the

range of 0. 058× 10
6
cell /ml～ 235. 5× 10

6
cell /ml is proportional to the intensity of resonance

scat tering light at 600 nm , and a novel resonance scattering method for red cell assay has been
proposed.
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　　细胞是生物体最基本的形态、生理单位 ; 生物体

的特性决定于构成它们的各个细胞。细胞也是一切疾

病发生、 发展和转归的基础 , 细胞的研究在生物学、

医学中占有重要的地位 ,处于当代生命科学发展的前

沿 [1, 2 ]。显微镜 (特别是电子显微镜 )、流式细胞术及聚

合酶链反应 ( PCR)等检测技术的应用极大地推动了

细胞及细胞凋亡研究的发展
[1～ 3 ]

,但实验室至今尚无

(也不可能有 ) 单一理想的细胞及细胞凋亡研究检测

方法。共振散射光谱是一种简便灵敏的光谱分析新技

术 [3～ 10 ] , 近年来得到迅速发展 , 国外 Pasternack等 [4 ]

侧重于生物分子的聚集研究 ,国内刘绍镤等人
[6 ]
的研

究主要是痕量无机物、蛋白质、 DNA、表面活性剂的

分析等。我们将共振散射光谱、 倍频散射光谱和分频

散射光谱这一灵敏新技术应用于液相纳米粒子特性

和超分子光化学研究 , 建立了超分子界面能带理论、

光与纳米粒子相互作用的倍频和分频散射原理、共振

散射频谱分布理论 ; 实验结果表明 , 共振散射光谱与

纳米粒子和超分子的粒径、 吸光特性、 形貌、 刚性、

折光指数 ,以及光源辐射强度分布等因素有关 ; 较大

粒径纳米微粒和超分子的界面形成是导致共振散射

(增强 )的根本原因
[11～ 18 ]

。我们从理论上推测 ,共振散

射光谱将在大粒径的细胞、细菌分析研究方面具有独

特的优点。实验证实 ,共振散射光谱是研究人红细胞、

大肠杆菌、 溃疡病菌等的灵敏分析技术。本文建立了

一个人红细胞的共振散射光谱分析新方法。

1　实验部分

1. 1　主要仪器

RF-540型荧光分光光度计 (日本岛津 ) ; U-3400

型紫外 -可见光分光光度计 (日本日立 ) ; Sy smen K-

4500血液分析仪 (日本神户 ) ; WP800A型微波炉

( 800W, 2450MHz) (中国顺德 )。

1. 2　主要试剂

保养液: 称取 1. 3 g枸橼酸钠、 0. 5 g枸橼酸和

3. 0 g无水葡萄糖于烧杯中 ,加蒸馏水至 100 ml,微波

灭菌。

1. 3　实验方法

全血 A: 取 0. 5 ml抗凝血液 ( 0. 4 ml人血液加

0. 1 ml保养液 )用 0. 9% NaCl溶液 (生理盐水 )稀释

一定的倍数 (按原血液稀释比计算 , 下同 )。

红细胞 B: 取 0. 5 ml抗凝血液 , 静置 0. 5 h, 去血

浆 ,加 2 ml保养液混匀 ,以 1 500 r /min离心 6 min,静
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置 20 min,去上层溶液 ,如此重复 4次 ,然后用生理盐

水稀释至原血的 500倍。红细胞浓度测定采用 Sysmen

K-4500血液分析仪。

测定前将全血 A和红细胞 B混匀 , 然后置于荧

光分光光度计上 ,在λex= λem条件下同步扫描 ,绘制共

振散射光谱。

2　结果与讨论

2. 1　散射光谱

图 1表明 ,当激发光波长λex= 310 nm时 ,红细胞

溶液在 310 nm产生 1个 (主 )共振散射峰 , 在 620 nm

和 930 nm分别产生 1个 1 /2和 1 /3分频共振散射峰。

当λex= 470 nm时 ,在 470 nm产生 1个最强的 (主 )共

振散射峰 , 在 940 nm有 1个 1 /2分频共振散射峰。当

λex= 560 nm时 , 在 280 nm产生 1个 2倍频共振散射

峰 , 在 840 nm有 1个 2 / 3分频共振散射峰。这些非线

性散射峰可用倍频和分频散射原理解释
[ 14, 17]
。

图 1　人红细胞的散射光谱
Fig. 1　 Scat tering spectra of human red cell

A: λex= 470 nm; B: λex= 600 nm; C: λex= 310 nm; D: λex
= 560 nm

2. 2　人红细胞的共振散射光谱

人红细胞与全血的共振散射光谱轮廓相似 ,因为

红细胞是血液的主要有形成分。

图 2表明 ,人红细胞在 310 nm、 470 nm、 560 nm、

600 nm处产生 4个共振散射峰。在 430 nm处有 1共振

散射峰谷 , 是由于该体系在 430 nm处有一最大吸收

峰。

2. 3　人红细胞浓度与共振散射光强度的关系

液相纳米粒子体系的共振散射光谱研究结果表

明 [18 ] , 共振散射光强度函数为 ,

IS = k′bcf (d ) Ex (λex ) EM (λex ) f (Δλ) , ( 1)

式中 , IS为共振散射光强度 ,k′为实验常数 ,b为测量

池厚度 ,c为纳米粒子浓度 , f ( d )为粒径函数 , Ex (λex )

为激发光源辐射强度分布函数 , EM (λex )为散射光强

度分布函数 , f (Δλ)为荧光仪同步扫描速度函数。对

于人红细胞分析体系 ,红细胞粒径可看作常数 ,Δλ=

0,故 k′f (d ) Ex (λex )EM (λex ) f (Δλ) = K为常数 ,即

IS = Kc, ( 2)

( 2) 式表明 ,在一定条件下 ,共振散射光强度与人红

细胞 (或超分子 )浓度 c成正比。

实验结果 (表 1)表明 ,红细胞浓度 C (个 /毫升 )

与同步共振散射光强度成良好线性关系 ,这与理论分

析一致。根据表 1,可采用共振散射光谱法测定红细胞

浓度及进行红细胞研究。

图 2　红细胞和血液的共振散射光谱
Fig . 2 Resonance scattering spect ra of h uman red cell and blood

A: 全血稀释 400倍 ; B: 红细胞稀释 500倍 ; C: 空白。测量条
件: 低敏度纵坐标刻度值为 4。A: 400 times dilution o f whole

blood; B: 500 times dilution of r ed cell; C: blank. Detected a t

low sensitiv ity; o rdina te scale “ 4” .
表 1　共振散射光强度与红细胞浓度的关系
Table 1　 Rel ationsh ip between the intensity of resonance

scattering l ight and concentrat ion of red cell

测量波长
Measu r
-ing
w ave
length
( nm )

线性范围
Linear
range
(× 106

个 /毫升 )

回归方程
Regression
equation

线性相
关系数
Linear

correlation
coef ficient

测定下限
Low

detecting
limit
(× 106

个 /毫升 )

310 0. 46～ 58. 9 y = 8. 07+ 1. 49x 0. 984 0. 46

470 0. 23～ 117. 8 y = 2. 71+ 0. 725x 0. 990 0. 23

560 0. 46～ 117. 8 y = 4. 19+ 0. 711x 0. 991 0. 46

600 0. 92～ 235. 5 y= 0. 88+ 0. 232x 0. 998 0. 92

600 0. 058～ 0. 92 y = 4. 89+ 7. 26x 0. 990 0. 058

2. 4　样品分析

考虑到实际样品中很多物质在紫外有吸收 ,本文

选择 600 nm共振散射波长按实验方法进行样品分

析 ,本法结果 (表 2)与参考方法分析结果一致。
表 2　人红细胞分析结果

Table 2　 Determination of human red cell

样品

Sample

本法结果 This
method(× 1012个 /毫升 )

单次测定值
Sing le measurement

平均值
Average

参考方法结果

By the r efer ence
(× 1012个 /毫升 )

1# 3. 56 3. 55 3. 60 3. 57 3. 54

2# 4. 50 4. 52 4. 68 4. 57 4. 53

3# 5. 37 5. 29 5. 35 5. 34 5. 43
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