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疟色素应用于拉曼光谱技术检测疟疾研究进展"

易
!

品#综述!邵超鹏#

!顾大勇%

!董瑞玲%审校

"

#,
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特征峰

!"#
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#
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!!

疟疾是一种由疟原虫感染引起的威胁生命的疾病#据世界

卫生组织发布的最新情况#

%$#!

年仍有共计约
#,+/

亿疟疾患

者#其中
"/,*

万人死亡*疟原虫侵入人体后早期寄生在肝细

胞中#后期主要寄生在红细胞内*疟原虫在宿主红细胞内以血

红蛋白中的珠蛋白部分为营养来源#而血红蛋白的血红素部分

则被释放出来成为游离血红素#为避免游离血红素对疟原虫自

身的杀伤作用#疟原虫将游离血红素转化成不可溶的高铁血红

素结晶#即疟色素(

#4%

)

*目前针对疟色素检测的研究取得许多

进展#尤其是拉曼光谱技术*拉曼光谱技术的基本原理是利用

激光照射介质后会产生与入射波长不同的光谱#从而获得分子

振动的相关信息#进而获得物质的结构信息*疟色素具有特殊

的二聚体分子结构(

!

)

#拉曼激光照射疟色素会产生不同于血红

蛋白的拉曼光谱#即特征峰#这为早期诊断疟疾带来希望*

?

!

拉曼光谱技术检测疟色素的优势

?,?

!

样本处理
!

拉曼光谱技术所需样品量非常少#样本无需

进行染色或去除杂质等处理#液体'固体均可#甚至活细胞原位

也能进行检测#而且检测后对样本无影响(

*4"

)

#可避免常规检测

手段样本处理过程中待检物的损失和待检物理化性质的改变*

国内外学者将拉曼光谱技术应用于疟疾患者血清(

"

)

'疟疾感染

红细胞裂解液等的检测#通过分析拉曼光谱技术#可深入了解

血清中疟色素是否存在#进而判断是否感染疟疾*此外活细胞

原位拉曼光谱技术检测可以准确反应体内细胞和物质的实时

信息如
H;728E

等(

)

)将显微共聚焦拉曼光谱技术应用于疟原虫

感染红细胞原位检测#获得分辨率较高的疟色素在红细胞的分

布图*在疟疾的检测方面#活细胞原位检测虽然直观高效但耗

时长#而血清检测既简便'快速又准确*此外拉曼光谱技术具

有无需标记且无波坏性的特点#对临床应用具有极重要的

意义*

?,@

!

检测灵敏度
!

目前疟原虫感染的检测方法主要分为
!

种!$

#

%血涂片镜检#血涂片镜检仍然是目前临床疟疾诊断的

,金标准-#虽然准确度高#但其有对检测者的要求高'耗时长和

灵敏度差等缺点&$

%

%核酸检测#以
N(W

为代表的分子生物学

技术检测疟原虫的特异性核苷酸片段来判断是否有疟原虫感

染(

.4/

)

#其灵敏度虽然有所提高$在疟原虫大于或等于
"

个"
&

L

时其检测阳性率可达
#$$-

%#但对实验条件要求高且达不到

快速检测的要求(

+

)

&$

!

%抗原抗体反应#检测疟原虫的特异抗原

如
RL\M5

'免疫胶体金技术等(

+

)

#虽然具有操作简便'快速等

特点#但灵敏度不高$阳性率为
..-

!

+/-

#且是在疟原虫大

于
#$$

个"
&

L

条件下%

(

#$

)

*总之#目前已有的检测手段存在灵

敏度不够及实验条件要求高等缺点#而临床亟须一种灵敏度高

又快速的检测手段*近年来随着拉曼光谱技术不断发展#市场

上出现如显微共聚焦拉曼'激光共振拉曼'表面增强拉曼'便携

式拉曼仪等新技术#这些新技术大大提高了拉曼光谱技术检测

的灵敏度*显微共聚焦拉曼光谱仪测量样品可以小到
#

&

97L

的量#激光共振拉曼产生的信号强度可达到正常拉曼谱带的

#$

*

!

#$

)倍#表面增强拉曼产生的拉曼信号较普通拉曼强

#$

*

!

#$

. 倍*便携式拉曼仪的应用使疟疾检测仪器小型化#

便于开展疟疾的筛查*有文献报道#将疟原虫的检测浓度下限

+

+%%

+

国际检验医学杂志
%$#)

年
#

月第
!.

卷第
%

期
!

M3=OL:DK<A

!

O:3F:;

?

%$#)

!

P7C,!.

!

Q7,%

"

基金项目!国家质检总局科研基金项目$

%$#*MT$"*

%*

!

作者简介!易品#男#在读硕士研究生#主要从事光谱学方法在疟疾的诊断中的应

用及血液免疫分子生物学的研究*



降低至
"397C

"

L

的极限$相当于每微升体积中含有
!$

个早期

疟原虫体%

(

##

)

#在活细胞原位检测时甚至可以达到纳米级的信

号收集#扫描的分辨率达
$,"

&

9

*

@

!

疟色素结构特性及拉曼光谱技术特点

@,?

!

疟色素结构及顺磁性
!

疟色素是由
%

个高铁原卟啉环

(

H<

$

)

%

NNMa

)通过疏水键连接形成的二聚体结构(

!

#

#%

)

#见图

#

*在疟色素形成过程中血红素中的二价铁被氧化成三价铁#

使原子轨道外周含有不成对电子#故使疟色素具有顺磁性*这

种特性使疟色素在外加磁场作用下#产生磁力而被吸引#可用

于与外周血中其他细胞或物质分离(

#!

)

*国外文献报道#基于

外加磁场的疟原虫感染红细胞富集效果$富集效率为
+/-

%优

于密度梯度离心$富集效率为
+$-

!

+.-

%

(

#*4#"

)

#且具有磁性

的表面增强其疟色素的拉曼增强效应明显强于无磁性的表面

增强(

#)

)

*

图
#

!!

疟色素二聚体结构

@,@

!

疟色素的拉曼光谱技术特点
!

疟色素在拉曼光谱技术激

光照射下会产生特异性拉曼光谱#且在不同波长$

"!%

'

")/

'

)!!

'

)*.

'

).)

'

/!$

'

#$)*39

%下照射下会产生不同特征的拉曼

光谱(

#.

)

#见图
%

#可能与不同波长激光照射时激光频率与分子

内部相应分子键或结构共振有关*疟色素的拉曼光谱总结起

来有以下几个特点!$

#

%在
")/

'

/!$39

波长下#拉曼位移
#!.%

89

c#处拉曼强度明显强于其他几个波长#且疟色素拉曼位移

在
#!.%89

c#处峰强度较血红蛋白高#这与疟色素二聚体之间

的四吡喏重叠区域共振有关#

#!.%89

c#反映卟啉环反
/"

轨

道电荷浓度相关(

#/

)

&$

%

%由于血红蛋白衍生物在
*$$39

附近

均有强大的吸收带(邵氏带$

\7;<=D:3A

%)的存在#在
*%$89

c#

处附近有较强的峰#这与卟啉化合物结构有关#可依据此鉴定

是否为卟啉化合物&$

!

%

j

带#其在未插入金属离子时会出现
*

个峰#插入金属离子后减少到
#

!

%

个峰&$

*

%在
"!%

!

)*.39

波长中
!*!

'

!)/89

c#处峰强度随着波长增加而增强#且
!*!

89

c#峰强度强于
!)/89

c#处*但当波长超过
)*.39

时
!*!

'

!)/89

c#处慢慢减弱#这与疟色素二聚体之间形成的丙酸酯键

有关&$

"

%

.""89

c#峰强度在
)!!

'

)*.

'

).)39

波长激光检测时

明显高于其他波长#

.""89

c#反映卟啉呼吸环振动(

#+

)

&$

)

%

#)%!

'

#")/89

c#除在
")/

'

/!$39

波长处的强度稍弱外#其

他波长下的强度均较强#这与吡咯环振动有关#

#)%!

'

#")/

89

c#不仅能反映铁离子的自旋状态#还能反映卟啉环中心孔

径$

87;<21S<

#铁离子到吡喏氮离子的距离%的大小(

%$

)

*疟色素

与血红蛋白的拉曼光谱比较见表
#

#疟色素的主要拉曼光谱特

征峰见表
%

*

图
%

!!

不同波长下疟色素的拉曼光谱

表
#

!!

血红蛋白%感染红细胞中的疟色素及疟色素

!!!

的拉曼光谱比较&

%

(

%#

'

血红蛋白$

89

c#

% 感染红细胞中的疟色素$
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c#
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注!此表根据平面对称卟啉系统评价#其中
0

为伸缩振动#

>13

?

C

为

乙烯基#

-

为平面内变形振动#

'?

;

为吡咯#

A<@7;9

为变形#

2

?

9

为对称

性#
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!

表面增强拉曼光谱技术在疟色素检测中的应用

拉曼光谱技术检测最大的缺点是拉曼散射信号弱#在疟原

虫感染率极低的情况下#拉曼光谱技术检测可能出现假阴性#

如果拉曼信号能被增强#将大大提高检出率*表面增强拉曼散

射$

\RW\

%的发现#使疟原虫的检测信号大大增强#可达普通拉

曼的
#$

*

!

#$

. 倍*

\RW\

定义为当物质分子吸附在一些特定

粗糙的金属表面时分子的拉曼散射强度得到大大提升(

%!

)

#国

外许多文献报道了
\RW\

在拉曼光谱检测疟色素应用中的不

错表现如
%$##

年
UF<3

等(

##

)设计了一种以
H<

!

X

*

纳米颗粒为

核心#以纳米银颗粒为包壳模式的表面增强#使得这种表面增

强带有磁性富集作用#提升了检测灵敏度#达到
"3K

的浓度

极限$相当于每微升体积中含有
!$

个早期疟原虫体%&

%

年后

UF<3

等(

%*

)调整了
H<

!

X

*

纳米颗粒厚度及纳米银包壳大小#优

化了以上表面增强#更进一步增强了拉曼信号&

I:;;<==

等(

#)

)

根据蝴蝶翅膀纳米结构设计了一种在以蝴蝶翅膀的纳米结构

为基质表面镀纳米金的表面增强#这种增强能使检测极限达到

虫血率为
$,$$$$"-

&

d77A

等(

%"

)结合纳米探针技术与表面增

强技术#设计了一种针尖增强拉曼散射$

6RW\

%#克服了普通

表面增强信号收集范围广所带来的信号干扰#实现了纳米级信

号的收集#极大地提高了检测分辨率*新型材料石墨烯#具有

理想的单层碳原子的二维结构#形成一个蜂窝状晶格平面#具

有做表面增强的特性#最近研究表明#石墨烯具有明显的荧光

猝灭现象#存在表面增强效应(

%)4%.

)

*

B

!

疟色素应用于拉曼光谱技术检测疟疾的前景

拉曼光谱技术作为新兴手段应用于医学检测方面具有独

特的优势#即高灵敏度'高分辨率'快速及标本无需处理等特

点#近年来该技术逐渐成为生命科学领域的研究热点*拉曼光

谱技术不仅用于血清'体液等的检测#还拓展到活细胞或组织

原位研究如正常和感染疟疾的红细胞原位检测'血清中肿瘤标

记物检测与定量分析'动脉粥样硬化的早期诊断等#这些研究

均取得较好的结果*同时伴随着石墨烯表面增强纳米材料'表

面增强'微流控等相关技术的发展#检测阈值和检测时间进一

步缩小$或缩短%#这对早期诊断疟疾意义非凡*但石墨烯材料

作为新发现的材料本身具有做表面增强基底的特性#其将具有

巨大应用前景分子印迹技术结合表面增强将来会发挥巨大的

应用潜力*拉曼光谱技术推广到临床使用还需要克服几个缺

点如固体$或晶体%样品的检测效果优于液体'复杂样品的信号

会受到干扰'检测范围小及自动化程度差等*相信在未来这些

缺点会被一一克服#拉曼光谱技术凭借其检验特性将有望为医

学检验学科的发展增添新动力*
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!综
!!

述!

滤泡辅助性
6

细胞参与自身免疫性疾病发病的研究进展

方忠俊#

!

%

!王
!

悦%

!阳
!

帆%

!稽晓
!

%

!刘
!

军%综述!李云春%审校

"

#,

复旦大学生命科学学院!上海
%$$*!!

&

%,

上海市光华中西医结合医院检验科!上海
%$$$"%

#

!!

关键词"自身免疫疾病&

!

综述&

!

滤泡辅助性
6

细胞&

!

发病机制

!"#

!

#$,!+)+

"

0

,1223,#).!4*#!$,%$#),$%,$!)

文献标识码"

5

文章编号"

#).!4*#!$

"

%$#)

#

$%4$%!%4$!

!!

滤泡辅助性
6

细胞$

6@E

%是一群具有辅助
V

淋巴细胞功

能'表型为
(a(W"

b

([*$L

b诱导性协同刺激分子$

M(X\

%

b的

6

淋巴细胞亚群*

%$$$

年
\8E:<;C1

等(

#

)和
V;<1=@<CA

等(

%

)同时

报道了
6@E

定位于淋巴滤泡#他们发现
(a(W"

'

M(X\

分子是

该细胞主要的表面标记物*自身免疫性疾病常与
6

'

V

淋巴细

胞的高度活化#自身抗体类免疫蛋白增多等机体异常免疫应答

反应有关*初始
6

淋巴细胞经外来抗原刺激分化为辅助性
6

淋巴细胞$

6E

%#其分泌的
.

干扰素$

MHQ4

.

%'白介素$

ML

%

4*

等

细胞因子对
V

淋巴细胞分泌抗体具有辅助作用*在自身免疫

性疾病等病理情况下有研究发现#

6@E

膜表面标志物及分泌的

细胞因子表达异常#

6@E

可迁移到非淋巴组织并形成生发中心

$

I(

%#对其自身的迁移'定位'分化'发育也具有重要作用(

!

)

*

因此#在淋巴滤泡中和淋巴滤泡外#

6@E

对
V

淋巴细胞增殖和

浆细胞分化均具有调控作用#

6@E

异常与自身免疫性疾病的发

生'发展具有一定的关系#现将近年来有关
6@E

在自身免疫性

疾病中的研究进展综述如下*

?

!

6@E

功能及膜表面标志物

?,?

!

6@E

功能
!

在
V

淋巴细胞分化过程中一部分
6@E

持续高

表达
(a(W"

与其配体
(a(LC!

结合刺激作用下迁移到
V

淋巴

细胞滤泡中进行分化成熟#形成
I(

#主要辅助
V

淋巴细胞分

化并发生
6@E4V

相互作用(

*

)

#高亲和力
V

淋巴细胞在受
6@E

刺

激后可分化为记忆性
V

淋巴细胞或浆细胞#促进免疫球蛋白

类别的转换#导致某类高滴度自身抗体的产生#机体体液免疫

应答发生紊乱#所以#

6@E

功能正常与否是决定机体抗体免疫

应答发生的主要因素(

"4)

)

*

?,@

!

6@E

膜表面标志物

?,@,?

!

(a(W"

!

在效应
6

淋巴细胞中能够稳定持续地表达

(a(W"

者只有
6@E

#所以是最早鉴别
6@E

的重要表面标志

物(

.4/

)

*趋化因子
(a(

家族中高表达
(a(W"

#作为
(a(

亚族

趋化因子受体可通过识别其配体
(a(LC!

结合并相互作用#引

导
V

淋巴细胞和
6@E

定位于滤泡形成
I(

#在淋巴组织中经抗

原刺激后
(a(W"

b

([*

b

6

型效应
6

淋巴细胞明显增多#能有

效辅助
V

淋巴细胞并使其分化为浆细胞#促进免疫球蛋白类

别的转换*

?,@,@

!

M(X\

!

M(X\

可与
V

淋巴细胞'抗原呈递细胞'单核细

胞等产生的
M(X\

配体$

M(X\L

%结合#促进
6@E

分泌炎性细胞

因子
ML4%#

#

6

淋巴细胞活化后诱导
6@E

高水平表达
M(X\

分

子#若使
M(X\

分子产生减少就可阻断
M(X\4M(X\L

相互作

用#减少
ML4%#

的表达#导致
I(

形成障碍及
6@E

缺失(

+

)

*在小

鼠
V

淋巴细胞上遗传性敲除
M(X\L

的实验结果提示#

6@E

的

形成需要来自
V

淋巴细胞上
M(X\L

信号刺激诱导#

U77

等(

#$

)

研究证实#

M(X\4M(X\L

相互作用对
6@E

的形成及功能特性和

V

淋巴细胞的发育及分化均具有重要作用*

aF

等(

##

)研究也

表明#

M(X\

还可通过磷脂酰肌醇
!4

激酶信号途径诱导细胞伪

足的发生#促进其在体内持续性运动#有效迁移到滤泡区*

?,@,A

!

ML4%#

!

ML4%#

是具有执行
6@E

效应功能'主要由
6@E

'

6E#.

'

QT6

细胞等产生的细胞因子(

#%

)

*所有的
V

淋巴细胞均

表达
ML4%#

受体#也是
ML4%#

的主要靶细胞*有研究证明#

ML4

%#

与
ML4%#W

缺陷小鼠体内
6@E

减少#

ML4%#

信号缺失对细胞

与蛋白抗原的免疫应答影响较大#所以#

ML4%#

在促进
V

淋巴

细胞增殖'免疫球蛋白类别转换及产生等方面具有重要作

用(

#!

)

*

ML4%#

可促使初始
6

淋巴细胞向
6@E

分化#发挥
6@E

辅

助
V

淋巴细胞的功能#促进
6@E

向淋巴滤泡和
I(

迁移#维持

6

淋巴细胞与
V

淋巴细胞的动态平衡(

#*

)

*

T:;3<CC

等(

#"

)研究

表明#

ML4%#

与细胞活化因子一起可加强
([*$

与其配体

([*$L

的结合而诱导
V

淋巴细胞增殖*此外最近有研究发

现#

6@E

还可产生
ML4*

#因
ML4*

拮抗
ML4%#

诱导
VC19

'

4#

表达#

导致
6@E

发育异常*

?,@,B

!

细胞淋巴瘤
4)

$

V8C4)

%

!

V8C4)

是一种转录调节因子#包

含锌指结构的蛋白#具有调控初始
6

淋巴细胞发育为
6@E

的

功能*

V8C4)

因子高表达可促进
6@E

分化#其缺乏导致
6@E

无

法形成
I(

及分化#因此#

V8C4)

是初始
6

淋巴细胞发育为
6@E

的必要条件(

#)

)

*在其他非
6@E

的
([*

b细胞上高表达
VC19

'

4#

作为
V8C4)

相互拮抗的转录调节因子#其共同调节机体免疫系

统平衡*有研究也证明#

VC19

'

4#

可抑制
V8C4)

表达及
6@E

的

分化#但对非
6@E

的
([*

b细胞的增殖和分化具有促进作用*
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