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皮肤胆固醇无创光谱检测模拟和在体实验研究
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摘要　皮肤胆固醇是评估动脉粥样硬化性疾病风险的新型生物标志物.为实现皮肤胆固醇的无创、快速检测,设
计了一套基于漫反射光谱技术的检测系统.采用毛地黄皂苷Ｇ辣根过氧化物酶共聚物溶液模拟梯度浓度皮肤胆固

醇.通过检测该共聚物溶液和受试者在体皮肤胆固醇,验证了系统的可行性.结果表明,在４４０~５５０nm特征波

段内,由相对漫反射率引入的参数S值与共聚物溶液浓度呈线性关系(相关系数r＝０．９９２,P＜０．０１);控制年龄、性
别等因素后,受试者在体皮肤胆固醇无创检测结果与血液中总胆固醇和低密度脂蛋白胆固醇呈显著正相关,相关

系数r分别为０．８３７(P＜０．０１)和０．７７８(P＜０．０１).漫反射光谱技术为皮肤胆固醇的检测提供了一种无创、便捷的

方法.在体皮肤胆固醇的无创检测有助于动脉粥样硬化性疾病的早期发现.
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Abstract　Skincholesterolisanovelbiomarkertoassesstheriskofatheroscleroticdiseases敭Asystembasedon
diffusereflectancespectroscopytechnologyisdesignedfornoninvasiveandrapiddetectionofskincholesterol敭The
feasibilityofthesystemisvalidatedthroughdetectingdigitoninＧhorseradishperoxidasecopolymersolutionwhich
simulatestheskincholesterolofgradientconcentrationandskincholesterolinvivoofsubjects敭AparameterS
basedontherelativediffusereflectanceincreaseslinearlywiththeincreasingconcentrationofthecopolymersolution
inthewavelengthbandfrom４４０nmto５５０nm correlationcoefficientr＝０敭９９２ P＜０敭０１ 敭Afteradjustingage 
genderandotherfactors itshowssignificantpositivecorrelationbetweentheskincholesteroltestresultsofsubjects
andthetotalcholesterol lowdensitylipoproteincholesterol andthecorrelationcoefficientsare０敭８３７ P＜０敭０１ 
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and０敭７７８ P＜０敭０１  respectively敭Thediffusereflectancespectroscopyisanoninvasiveandconvenientmethod
forthedetectionofskincholesterol andthenoninvasivedetectionofskincholesterolinvivocontributestotheearly
detectionofatheroscleroticdiseases敭
Keywords　medicaloptics skincholesterol diffusereflectancespectrum noninvasivedetection atherosclerosis
OCIScodes　１７０敭４５８０ １７０敭６２８０ １７０敭６５１０ １７０敭６９３０

１　引　　言
随着人们生活水平的改善和饮食结构的变化,动脉粥样硬化性疾病及由其引发的心脑血管疾病已经成

为人类健康的一大杀手,早期检测和干预能够有效阻止动脉粥样硬化性疾病的发生和发展[１].传统的抽血

化验法只能在医院化验室完成,很难用于动脉粥样硬化类病人的自我即时监测,且抽血化验给受试者带来疼

痛并增加被感染的风险[２].医学研究表明,胆固醇水平的升高不仅发生在血液中,也发生在皮肤等组织内.
皮肤累积胆固醇的方式与动脉壁相同,动脉壁中的胆固醇含量与皮肤中的胆固醇含量密切相关[３].自２０００
年开始,威斯康辛大学医学院、克利夫兰临床基金会、约翰霍普金斯大学医学院、宾夕法尼亚大学的实验治疗

学系等多个研究团队,对皮肤胆固醇与动脉粥样硬化和心肌梗死等疾病的关系进行了研究[４Ｇ１１].研究结果

表明,皮肤胆固醇与动脉粥样硬化及其相关疾病具有相关性,可以作为动脉粥样硬化性疾病的新型生物标志

物.常规用于皮肤胆固醇测定的皮肤活检法,在获取皮肤样品时不但会给受试者带来创伤,而且得到的活检

样品含有不同的胆固醇来源,不能得到可重复的胆固醇分析结果.
研究者在寻求新的皮肤胆固醇无创检测方法的过程中发现,人体胆固醇包括胆固醇酯和游离胆固醇,分

别占约７０％和３０％[２].游离胆固醇分子中含有一个羟基(３βＧOH),该羟基能与毛地黄皂苷以等分子比例形

成难溶于水的特异性结合物.该结合物用辣根过氧化物酶进行标记,加入３,３′,５,５′Ｇ四甲基联苯胺(TMB)
试剂后,底物被催化成为有色产物,产物的量与样品中胆固醇的量直接相关[４].由于酶的催化效率很高,可
极大地放大反应效果,从而使测量的灵敏度很高.

漫反射光谱技术通过分析与样品内部分子发生作用后携带有丰富样品结构和组织信息的光,从而获取

有关物质信息.与漫透射光相比,透射光中虽然也负载有样品结构和组织信息,但透射光的强度受样品厚度

及透射过程光路的不规则性影响,因此,漫反射光测量在提取样品组成和结构信息方面更为直接可靠[１２].
漫反射光谱技术广泛应用于组织参数提取、人体成分及组织病变无创检测等研究,具有低成本、检测快速和

非入侵等优点,为科学研究和临床诊断提供了一种重要手段[１３Ｇ１８].
本文设计了一套基于漫反射光谱的皮肤胆固醇实时检测系统,通过测量反应后有色产物溶液的漫反射

光谱变化来反演和定量检测皮肤胆固醇含量.漫反射光谱的变化程度与有色产物的量呈对应关系,即胆固

醇含量越高,生成有色产物的量越大,测量得到的光谱变化程度越大.通过模拟和在体实验验证了该方法和

检测系统检测皮肤胆固醇尤其是在体皮肤胆固醇的可行性.

２　基于漫反射光谱的皮肤胆固醇实时检测系统
２．１　光路分析

光在有色产物溶液表面和内部的传输过程如图１所示.入射到液体表面的光束,被液体表面和外表空

气层形成的界面反射,称为镜面反射光;其他通过液体表面折射进入液体内部,并被液体散射和吸收.由于

有色产物溶液的主要成分是水,所以小部分散射光直接返回,大部分光经过吸收后到达皮肤表面,并经皮肤

反射、溶液吸收和散射、液体和空气层的界面折射后,进入到空气中.

２．２　检测系统设计

根据上述光路分析,建立漫反射光谱测量的光学模型,并设计了检测系统,如图２所示.系统主要包括

光源、光谱检测模块和一些紧固件.光源采用高亮度直插式白光LED,在恒流源供电情况下,光强稳定度优

于±０．０２％.光谱检测模块采用微型光栅光谱仪,检测波长范围为３８０~７８０nm,分辨率为５nm,内部光路

采用微机电系统(MEMS)结构,CCD采用SonyILX５６３A(日本).为避免外界光干扰,将整个光源和传输光

路进行封闭处理.光源出射光被反应腔内的有色产物溶液漫反射后经透镜组会聚,并被光谱检测模块收集,
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图１ 光在反应液体表面的反射和在内部的传输

Fig敭１ Reflectionoflightonthereactionliquidsurfaceandpropagationoflightinthereactionliquid

得到漫反射光谱并进行数据处理.反应腔模块是一种提供试剂反应场所的粘贴板,能够紧密粘贴在待测皮

肤上,板上有三个通孔,分别为检测池、对照池１和对照池２.检测池内为待测有色产物溶液;对照池１为阴

性对照,用来指示待测皮肤表面是否存在影响反应结果的物质;对照池２为阳性对照,用来指示试剂是否正

常工作.

图２ 检测系统结构图

Fig敭２ Blockdiagramofthemeasurementsystem

３　实验材料和方法
３．１　梯度浓度皮肤胆固醇模拟及定量检测

胆固醇与毛地黄皂苷Ｇ辣根过氧化物酶共聚物以等分子比例结合,即N 个单位的胆固醇结合N 个单位

的共聚物,与TMB试剂反应生成N 个单位的有色产物,因此待测皮肤中胆固醇的含量可由与胆固醇结合

的共聚物的量体现,可在较大动态范围内验证该方法和检测系统.采用相同体积、不同浓度的共聚物溶液模

拟不同胆固醇含量的皮肤,并以人体手掌小鱼际处皮肤为反应背景,探索反应后有色产物溶液漫反射光谱的

变化与共聚物溶液的浓度,即模拟胆固醇含量之间的规律.
实验中使用的毛地黄皂苷Ｇ辣根过氧化物酶共聚物溶液在实验前制备,分为低倍浓度(用于配制梯度浓

度)和高倍浓度(用于阳性对照).将低倍浓度共聚物溶液稀释为以下梯度浓度,并按序编为＃１~＃１１样

本:０(以无色去离子水代替),０．０１,０．０２,０．０３,０．０４,０．０５,０．０６,０．０７,０．０８,０．０９,０．１０μg􀅰mL－１.TMB试剂通

过购买获得.
实验以一名男性受试者手掌小鱼际处皮肤为背景,先用酒精棉擦拭,去除表面灰尘和死皮,附上粘贴板,

并保证粘贴板紧密贴合皮肤以防漏液.用高精度的移液枪吸取１５μL梯度浓度共聚物溶液至检测池中,并
吸取高倍浓度共聚物溶液１５μL至对照池２中.计时３０s后,分别向３个池中滴加TMB试剂１５μL.等待

３min后,观察实验现象,若对照池１内为无色,对照池２内呈蓝色,则使用检测系统测量有色产物溶液的漫

反射光谱,每份样品连续测量３次,取平均值并记录.

３．２　受试者在体皮肤胆固醇检测

完成模拟皮肤胆固醇梯度浓度测量实验后,验证该方法检测在体皮肤胆固醇的可行性.经征集得到受

试者３１名(男２５名,女６名),平均年龄为(３０．８０±６．２３)岁.检测受试者在体皮肤胆固醇,并与抽血化验得
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到的血液胆固醇指标进行对比分析.实验在所有受试者均知情同意后进行.
询问受试者是否有动脉粥样硬化性疾病病史,记录年龄,测量身高与体重.计算身体质量指数(BMI),

BMI为受试者体重与受试者身高的平方之比,单位为kg􀅰m－２.
所有受试者在指定医院统一进行抽血化验,测定总胆固醇(TC)、甘油三酯(TG)、低密度脂蛋白胆固醇

(LDLＧC)、高密度脂蛋白胆固醇(HDLＧC)和极低密度脂蛋白胆固醇(VLDLＧC).
受试者手掌皮肤附上粘贴板后,分别在检测池和对照池２中添加共聚物溶液(浓度为１μg􀅰mL－１)和阳

性对照试剂各１５μL.等待２min后,用吸水棒吸取两个池内多余的试剂,然后分别在三个池内加入TMB
试剂３０μL.等待３min,按照３．１节中的步骤观察实验现象并测量各样本中有色产物溶液的漫反射光谱.

获得上述各项参数后,使用SPSS１９．０软件对数据进行统计分析.采用偏相关分析法分析两者相关性,
双侧检验,P＜０．０５则表明两者之间线性相关.

４　实验结果与讨论
４．１　梯度浓度皮肤胆固醇模拟及定量检测

如图３所示,对照池１内液体无色,说明手掌表面皮肤没有影响反应结果的物质;对照池２液体呈深蓝

色,表明所用试剂有效.样本＃１为对照组,其检测池内共聚物溶液浓度为０(用去离子水代替),无色,按照

反应原理,模拟皮肤胆固醇含量为０;＃２~＃１１为实验组,随着共聚物溶液浓度的增加,模拟皮肤胆固醇含

量逐渐增加,生成有色产物的量也逐渐增加.此时由于浓度相隔较小,产生的有色产物的量较为接近,无法

通过肉眼准确分辨其颜色,因此采用设计的检测系统通过测量漫反射光谱的变化来进行检测和区分.图４
所示为采用SavitzkyＧGolay方法进行平滑去噪处理后各样本的漫反射光谱.可以得出,随着有色产物的量

逐渐增加,吸收逐渐增多,漫反射光谱形状保持不变,强度逐渐减弱.

图３ 以手掌小鱼际部位皮肤为背景的实验

Fig敭３ Experimentofskininhypothenar
regionofpalm

图４ 对照组和实验组去噪后的漫反射光谱

Fig敭４ Diffusereflectionspectraofcontrolgroupand
experimentalgroupsafterdenoising

与漫反射光谱相比,漫反射率克服了漫反射光谱携带光源光谱特性信息不足的缺点,更能直接表征被

测物体本身的性质.漫反射率的测量分为绝对测量法和相对测量法.绝对测量法不使用标准反射板定标,
直接根据入射光、漫反射光能量和发射接收光学系统参数计算漫反射率.相对测量法先测出被测目标的漫

反射能量和已知反射率的标准反射板的漫反射能量,再用其比值乘以标准反射板的漫反射率,即可得到被测

目标漫反射率[１９].本文采用相对测量法,测得反应后有色产物溶液的漫反射光谱为Ip(λ),标准漫反射白板

的漫反射光谱为It(λ),其漫反射率为ρreference,暗电流光谱为Iz(λ),α为修正值.求得有色产物溶液的相对

漫反射率为

ρλ＝
Ip(λ)－Iz(λ)
It(λ)－Iz(λ)×ρreference

. (１)

计算得到

S＝α×∑
λ＝n

λ＝m

(－lnρλ), (２)

S值可反映被测样本的皮肤胆固醇相对含量.
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实验中,反应后有色产物溶液主要呈蓝色或蓝绿色,各样本光谱曲线整体趋势相同.考虑到其他光谱波

段包含有效信息较少,选择蓝色和蓝绿色波段,即４４０~５５０nm波段的信息来特异性地表现对应的皮肤胆

固醇含量.求得各样本对应的S值如表１所示.以共聚物溶液浓度为横坐标,S 值为纵坐标作图,结果如

图５所示.
表１　各样本的S值

Table１　Sofeachsample

Concentrationofcopolymersolution/(μg􀅰mL－１) S/arb．unit
０ ５．７４
０．０１ ７．４２
０．０２ ８．２８
０．０３ １０．３５
０．０４ １０．９５
０．０５ １１．５７
０．０６ １２．７０
０．０７ １４．６５
０．０８ １６．１３
０．０９ １７．５０
０．１０ １９．８９

图５ ４４０~５５０nm波段内S值随共聚物溶液浓度的变化

Fig敭５ VariationinSwithconcentrationofcopolymersolutioninthewavelengthbandof４４０Ｇ５５０nm

　　如图５所示,随着共聚物溶液浓度的增加,S 值呈线性增加,经最小二乘法拟合后的判定系数R２＝
０．９８２.S值与共聚物溶液浓度显著正相关,相关系数r＝０．９９２(P＜０．０１).结果表明,在４４０~５５０nm波段

内,利用S值可以相对定量地反映样本内共聚物溶液的浓度,即所模拟的胆固醇含量.

４．２　受试者在体皮肤胆固醇检测

获得各受试者的漫反射光谱后,根据４．１节的方法求得对应的S值.S值与受试者血液中TC、LDLＧC、

TG、HDLＧC和VLDLＧC指标的关系如图６所示.
如图６(a)所示,S值与TC呈线性关系,即随着TC含量的增大,皮肤胆固醇含量也呈增长趋势,这与文

献[２０]的结果一致.如图６(b)所示,S 值与LDLＧC呈线性关系.LDLＧC俗称坏胆固醇,在一般情况下,

LDLＧC含量与TC含量平行[２].图６(c)~(e)表明,S值与TG、HDLＧC和VLDLＧC之间并没有明显的关系

趋势.Pearson相关分析表明S值与三者之间均无显著相关关系(P＞０．０５).
多项研究证实,TC是影响动脉粥样硬化性疾病的重要因素之一,常作为该类疾病预防、发病估计和治

疗观察的参考指标.我国的队列研究表明,血清TC升高是冠心病和缺血性脑卒中的独立危险因素之一.

LDLＧC可以用于冠心病等动脉粥样硬化性疾病的风险评估,甚至是缺血性心血管病的主要危险因素[２].S
值与TC和LDLＧC的变化趋势一致,并与二者均呈显著正相关.采用偏相关分析法,控制年龄、性别和BMI
等因素后,相关系数r分别为０．８３７(P＜０．０１)和０．７７８(P＜０．０１).结果表明,基于漫反射光谱测量得到的

S值能够反映在体皮肤胆固醇的相对含量,为今后动脉粥样硬化性疾病的风险评估和早期发现提供参考.

０９０７００１Ｇ５
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图６ S值与受试者血液中(a)TC、(b)LDLＧC、(c)TG、(d)HDLＧC和(e)VLDLＧC指标的关系

Fig敭６ RelationshipbetweenSand a TC  b LDLＧC  c TG  d HDLＧC and e VLDLＧCinbloodofsubjects

５　结　　论
皮肤胆固醇与人体健康密切相关,准确检测皮肤胆固醇的含量对动脉粥样性疾病的防控至关重要.基

于漫反射光谱技术对皮肤胆固醇进行无创定量检测,设计了实时检测系统,并通过模拟实验和测量受试者在

体皮肤胆固醇来验证该方法和系统的可行性.实验结果表明,由相对漫反射率求得的S 值可以相对定量地

反映模拟皮肤胆固醇的共聚物溶液浓度,并与共聚物溶液浓度的真实值呈线性关系.受试者皮肤胆固醇无

创检测结果与血液总胆固醇和低密度脂蛋白胆固醇趋势一致,并与二者均呈显著正相关.初步验证了该方

法和系统测量在体皮肤胆固醇的可行性.将漫反射光谱技术应用于皮肤胆固醇的检测,具有检测速度快、灵
敏度高和无创等优点.利用相对漫反射率测量法,克服了光源等条件的限制,适合大范围的应用.下一步研

究中,将测量更多的受试者在体皮肤胆固醇含量,并考虑个体皮肤差异对测量的影响.
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