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摘要　拉曼光谱分析技术可以在分子水平上研究物质分子结构和生化组成信息,具有快速、准确、无创(或低创)等
优点,已成为临床早期癌症检测和组织病理生理分析的重要工具.近年来,激光技术、光纤探测器件和光电检测技

术的发展,不仅极大促进了新型拉曼光谱分析仪器与技术的研发,更进一步扩展了其临床应用的广度和深度,彰显

出其独特的科学内涵与应用价值.对临床拉曼光谱分析技术的理论基础进行了阐述,归纳总结了临床快速拉曼光

谱分析集成系统设计思路.在此基础上,以作者相关研究工作为例,探讨了拉曼光谱分析技术在临床癌症早期检

测与病理分析中的应用特点,为推动相关基础研究及技术创新提供有益参考.
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RealＧTimeinvivoRamanSpectroscopyandItsClinicalApplications
inEarlyCancerDetection
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Abstract　Ramanspectroscopy RS isauniqueanalyticaltechniquethatprobesmolecularvibrations andprovides
specificinformationaboutthestructureandconformationofbiomolecularconstituentsinbiologicaltissues敭Its
capabilitiesforfast accurate andnoninvasive minimallyinvasiveanalysishavefacilitatedclinicalapplicationsin
earlycancerdetectionandpathophysiologicalinvestigations敭Recenttechnologyadvancementinlasers opticalfiber
probesandphotoelectricdeviceshasresultedinnewrapidRamanspectroscopysystemswithsignificantlybetter
performanceforrealＧtimeclinicalmeasurements敭Thereby thescopeanddepthofitsclinicalusageshavebeen
expandedanddeepenedwiththemanifestationofitsscientificconnotationanddiagnosticvalue敭Thisshortreview
providedanintroductiontothetheoryandtechnologybehindthedevelopmentofintegratedrealＧtimeRamansystem
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forinvivocancerdetection敭Theperspectiveofitsclinicalutility exemplifiedwithskinandlungcancerdetection 
waspresentedwiththeintentionofprovidingausefulreferenceforrelevantbasicresearchandtechnicalinnovation敭
Keywords　medicaloptics Ramanspectroscopy earlycancerdetection clinicalinstrument skincancer lung
cancer
OCIScodes　１７０敭５６６０ １８０敭５６５５ １５０敭２５２０

１　引　　言

作为生命科学与光学相互交叉、相互渗透的新

兴学科,生物医学光子学的研究内容是光与生物组

织之间的相互作用,包括光在生物组织中的运动学

(如传播)和动力学(如探测)问题.当光与生物组织

相互作用时,发生反射、吸收、荧光、散射(包括弹性

散射与拉曼散射)等光学效应和现象.通过记录并

对这些光学现象进行分析,在微观领域,可从分子水

平来理解疾病,更好地对抗疾病、预防疾病;在宏观

领域,可实现重大恶性疾病的早期诊断、早期治疗,
避免病情恶化[１Ｇ２].

拉曼光谱分析技术作为一种快速、定量、无损的

光学检测方法,可以获得丰富的分子结构特征和物

质组成信息,在生物医学基础研究与临床重大疾病

早期诊断应用中具有与其他光学方法不同的独特优

势[３Ｇ７].主要包括:１)可以实现生物组织无接触、无
损伤光谱测量;２)能在分子水平上快速研究物质构

成与结构;３)样品无需制备,能够在活体组织(细胞)
上无标记检测;４)特别适合含水量较大的生物组织

振动光谱信息的检测分析;５)结合内窥镜、显微镜等

光学装置,具有广泛的临床应用前景.
本文首先对光与生物组织相互作用及拉曼散射

效应机理进行简要概述,其次概述了临床快速拉曼

光谱分析集成系统的构成及其数据分析方法,并以

作者自身相关研究工作进展为例,阐述了拉曼光谱

分析技术在临床癌症早期检测、病理特性分析中的

应用.

２　理论基础

如图１所示,当一束光入射到组织表面时,由于

组织折射率与周围介质(空气)折射率不匹配,在入

射表面同时发生镜面反射与透射.透射进入组织内

部的大部分光子,会被散射和吸收,产生不同类型的

光学效应.当光子在组织内部传输时,一部分光子

经历多次散射后溢出组织表面,发生漫反射.生物

分子吸收光子能量后,可由基态跃迁至第一或第二

电子激发态中各个不同振动能级和转动能级,处于

激发态的分子以无辐射弛豫的形式降至第一电子激

发态的最低振动能级,然后再由此最低振动能级以

辐射弛豫的形式跃迁至基态中各个不同的振动能

级,产生荧光现象[８].当光子被生物分子散射时,除
了与入射光频率相同的弹性散射成分(瑞利散射)
外,还存在一系列波长发生变化的非弹性散射成分,
即拉曼散射.这些光与生物组织相互作用后所产生

的光学现象,可以单独/联合用于提取生物组织形

貌、结构与生化组成特性[３,５,８].

图１ 光与生物组织相互作用原理示意图

(以光在肺组织内的传输为例)[５]

Fig敭１ SchematicofthepotentiallightＧtissueinteractions 

shownspecificallyinlungtissue ５ 

当入射光子与分子发生非弹性碰撞(拉曼散射)
时,光子与分子之间发生能量交换,不仅光子运动方

向发生改变,同时光子转移一部分能量给散射分子,
转变为分子振动或转动能量,或者从散射分子吸收

一部分能量,导致光子波长/频率发生改变.光子得

到能量的过程对应于波长减小(频率增大)的反斯托

克斯拉曼散射;光子失去能量的过程对应于波长增

大(频率减小)的斯托克斯拉曼散射.由其量子能级

图(图２)可以看出[９],斯托克斯和反斯托克斯与瑞

利线之间的能量差分别为h(ν０－Δν)－hν０＝－hΔν
和h(ν０＋Δν)－hν０＝＋hΔν(h 为普朗克常数,ν０ 为

激发光频率,Δν为拉曼频移),数值相等,符号相反,
表 明 两 种 拉 曼 散 射 光 谱 对 称 分 布 于 瑞 利 线 两

侧[９Ｇ１２].反斯托克斯谱线强度比斯托克斯谱线强度

小,原因在于反斯托克斯拉曼散射的初始态能级位

０２０７００２Ｇ２
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于振动激发态,根据玻尔兹曼分布,在通常情况下,
振动激发态电子分布数小于基态分布数[１３].此外,
从图２还可看出,hΔν＝En－E０ 与近红外吸收光谱

能级差相同,拉曼散射频移与近红外吸收峰位置相

互对应.并且,对于同一分子,其分子振动能级差

En－E０ 不变.因此,不管激发光频率ν０ 如何选择,
拉曼频移Δν,即散射光相对于激发光波数的差值保

持不变,只与分子振动能级之间的跃迁相关.

图２ 拉曼散射原理示意图

Fig敭２ SchematicofRamanscattering

　　根据拉曼散射原理可知,拉曼频移与物质分子

的振动和转动能级有关.不同物质有不同振动和转

动能级,因而有不同的拉曼频移.因此,拉曼频移是

表征物质分子振动、转动能级特性的一个物理量,也
是利用拉曼光谱进行物质分子结构分析的依据[１４].
拉曼光谱图中含有丰富的分子指纹信息,可以通过

拉曼峰频移的位置分析物质生化组成特性;根据拉

曼峰位改变确定样品张力/应力;根据拉曼散射光的

偏振特性,分析晶体的对称性及其取向;根据拉曼峰

的半峰全宽量化评价晶体质量;在激发光功率一定

的条件下,拉曼谱峰强度与样品内部生化分子浓度

之间存在正比关系.与其他光谱分析技术相比,拉
曼光谱分析技术应用于生物医学检测,除了具有非

侵入、无损伤和特异性高等特点外,通过对比正常与

病变组织的拉曼光谱信息,在如实反映组织生化组

成的基础上,不但可以用于探讨疾病发生与治疗机

制,而且更易实现临床重大恶性疾病的早期量化诊

断[１５Ｇ２０].

３　仪器系统及数据分析方法

３．１　常用光学装置

激光光源是拉曼光谱仪的重要组成部分.由于

其单色性好,激光是最佳的拉曼激发光源.临床快

速拉曼光谱分析集成系统所用激光光源,在保证输

出波 长 与 功 率 稳 定 的 前 提 下,光 谱 线 宽 需 优 于

３０GHz(１cm－１),输出功率最低为１００mW[６,２１].
这样的光谱线宽保证了激发光谱线在频域空间内不

会对瑞利线附近的拉曼光谱信息产生影响,并可有

效提高光谱分辨率[２２].同时,为了实现激光柔性传

输,使其更适用于临床应用环境,需要对激光进行光

学处理并耦合进入光纤,耦合过程中激光聚焦光斑

尺寸需小于光纤芯径,发散角小于光纤孔径角,以满

足光纤传输全反射条件.根据经典电磁场理论,一
定激光功率条件下,拉曼散射光强度除了与分子散

射截面积成正比外,还与激发光波长的四次方成反

比.因此,选择合适波长的激光用于活体生物组织

光谱激发,对于临床光谱分析测量尤其重要.紫外

光照射会引起组织光化学损伤,可见光照射会激发

强烈的组织自体荧光,因此,临床拉曼光谱分析装置

常使用近红外光作为激发光.相比于紫外光与可见

光,近红外光具有更为优越的组织穿透性,从而可实

现更大区域内组织光谱的激发.而且,低功率近红

外光能产生较少的组织光化学损伤与自体荧光[２３].
常用近 红 外 激 发 光 波 长 为７８５nm 和８３０nm.

７８５nm激光条件下,结合近红外波段优化CCD探

测器,光谱探测范围可至３２００cm－１.临床上也常

采用１０６４nm激光作为激发光源,达到进一步减弱

样品荧光背景的目的.在此波长条件下,由于波长

增加以及现有仪器性能限制,需要根据具体应用条

件增大激光输出功率或相应延长光谱测量时间[２４].
相比于固体激光器、气体激光器(HeＧNe)等激光器,
近红外半导体激光器以其转换效率高、寿命长、结构

紧凑、可靠性高等特点,在临床拉曼光谱检测分析中

得到了广泛应用[２５].
光纤直径仅有数百微米,并具有良好的机械灵

活性,它不仅能够有效地将激发光能量传输到探测

区域,并且能够收集反射、荧光和拉曼光谱信息,特
别适合于管、腔器官早期癌症检测[２６Ｇ２９].不同种类

０２０７００２Ｇ３
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的光纤探测器件(FOP)已成为快速拉曼光谱分析集

成系统的重要组成部分(图３).由一根多模光纤构

成的简易FOP结构,既能实现激发光传输,又能实

现散射光信号收集.但是,纤芯材料会产生与光纤

长度成正比的拉曼背景散射,而其包层与保护层区

域又会产生较强的背景噪声,这为探测分析结果带

来了很强的干扰[３０Ｇ３１].为了减少背景噪声并提高光

谱信息收集效率,通常将激发光传输与信号光收集

功能相互独立,即利用单根或多根光纤结构实现激

发光传输,并在保证最佳探测距离的前提下,尽可能

多地增加收集光纤束中的光纤数量.由于FOP信

号收集效率直接取决于光纤束内光纤的数量、大小、
间距、数值孔径(NA 值)以及探测距离等因素[３２Ｇ３３],
因此,实时快速拉曼光谱分析系统光纤探头的构建

方法需考虑以下因素[６]:

１)光纤纤芯材料、包覆层、保护层,以及镀膜的材

料选择和加工工艺等因素都会引起FOP背景噪声,其
中,无水熔融石英纤芯、二氧化硅包覆层、丙烯酸酯镀

膜与黑色尼龙保护层具有最低量级的背景噪声;

２)聚焦光学透镜与锥形尖端光纤探头能够有

效提高信号光收集效率,但是,锥形尖端探头的光谱

测量效果与周围环境介质折射率直接相关;

３)使用具有较高 NA 值的光纤和干涉滤光片

组合会极大地降低光纤探头的应用效果,因此,FOP
顶端滤波是控制石英背景噪声的最有效方法;

４)信号收集端光纤束的整体芯径尺寸决定了探

测拉曼光谱信号的强度,因此,需要将尽可能多的光

纤集成为一个紧密排布的六边形区域用于信号收集.

图３ 用于内窥镜系统和生物组织光谱检测的拉曼光纤探头设计示意图[５].(a)装有直线型滤镜的斜角收集光纤;
(b)前置滤镜光纤探头;(c)顶端镀膜滤波、后端安装滤波模块的内窥镜拉曼光谱分析系统;(d)基于复合抛物面聚光

器件的拉曼光纤探头;(e)用于宫颈恶性疾病检测的拉曼光纤探头;(f)用于皮肤恶性疾病检测的拉曼光纤探头

Fig敭３ RamanprobedesignsforendoscopicandopenＧfieldbiomedicalapplications ５ 敭 a Bevelledcollection
fiberswithinＧlinefilter  b probewithfrontmountedfiltering  c lungendoscopicRamanprobewithfirststage
filteringcoatingondistaltipandsecondstagehighperformancefilteringatproximalend  d compoundparabolic
concentratorRamanprobe  e Ramanprobeforcervicaldiseasedetection  f Ramanprobeforskindiseasedetection

　　大型商用拉曼光谱仪为了满足各类科研需求,
通常具有较高的光谱分辨率(５cm－１),虽然具有较

高的光谱分辨率,但是由于测量方式和仪器安装的

要求,不适合临床现场使用.且临床实际应用中一

般希望狭缝处的光纤尺寸尽量大,从而可以增加光

纤探头拉曼光谱信息收集效率.通常考虑到生物组

织拉曼光谱峰较宽,因此,８cm－１的光谱分辨率,是
平衡光谱分辨率和光纤探头收集效率的最佳选择.

另外,需要设计研发具有一定便携性、耐用性,并符

合相关医疗器件规范的集成化拉曼光谱分析系

统[１５].采用高通量衍射光栅与高量子效率CCD探

测器,搭建的色散型拉曼光谱系统(DLRS)可在短

时间内实现较高信噪比的光谱测量与分析,特别适

合临床病变诊断[３４Ｇ３５].传统DLRS通常利用衍射

或反射式光栅实现波长选择,而采用声光可调滤光

器(AOTF)会进一步提高波长选择的速度与精

０２０７００２Ｇ４



中　　　国　　　激　　　光

度[３６].但是,AOTF需要与单元探测器件配合使

用,在大波数范围内的扫描总时间还是过长,不利于

其在临床实时条件下的应用[３７].因此,目前临床实

际应用的拉曼光谱分析装置,与其在２０年前的整体

设计没有太大区别.１９９７年,第一台采用８３０nm
激光作为激发光,Y形光纤作为探测装置,全息透射

光栅与CCD作为光谱记录分析器件的医用DLRS
装置研发成功,可在数秒内实现动脉硬化斑块的光

谱分析检测[３８].全球首例用于临床活体皮肤光谱

分析的快速高通量DLRS,由加拿大不列颠哥伦比

亚癌症研究中心HaishanZeng教授研发成功,并实

现了皮肤及其恶行疾病的早期诊断与筛查[３９].在

该系统研发过程中,为了有效提高系统信噪比,利用

硬件校正的方式,改变传统光纤束与光谱仪狭缝连

接处耦合截面形状,将多束光纤由近似狭缝直线排

列转变为弧面排列形式[图４(b)][４０Ｇ４１].校正之后,
系统信噪比相较于传统CCDsoftwarebinning法提

高了１６倍,并在１s内实现活体皮肤组织光谱检测

与分 析,为 皮 肤 恶 性 疾 病 的 早 期 诊 断 奠 定 了 基

础[６,４２].

图４ (a)用于皮肤恶性疾病早期检测的实时拉曼光谱分析系统结构示意图;(b)光纤探头结构设计示意图[４３]

Fig敭４  a DiagramoftheintegratedrealＧtimerapidRamanspectrometersystemforskincancerdetection 

 b diagramofthespeciallydesignedskinRamanprobe ４３ 

３．２　主要数据分析方法

拉曼光谱含有丰富的分子指纹信息,能够从

峰位、峰值等光谱特征分析组织的生化组成与结

构特征.在对大量拉曼光谱数据进行分析的过程

中,结合一定的数据统计方法,处理多组拉曼光谱

数据,更易获得不同类型生物组织差异化光谱特

征.生物医学检测中所采集到的拉曼光谱,常常

伴随生物组织强荧光背景,需测量仪器自身背景

噪声以及来自环境的干扰信息[４４].其中,荧光背

景噪声是获得高质量拉曼光谱的最大威胁.为了

有效减小荧光背景对拉曼信息的干扰,并准确判

定其峰强、峰位等基本光谱参量,常根据光谱信号

与噪声频率、噪声统计特性之间的差异,选择不同

的滤波措施和数据处理方法[４５Ｇ４８].其中,温哥华

(Vancouver)算法是一种典型的多项式拟合基线校

正方法[４８].该方法从光谱中选择拟合数据点,再
根据最小二乘原理迭代计算这些拟合数据点的最

佳逼近函数,从而准确拟合背景荧光曲线并将其

扣除,获得纯净的拉曼光谱.尽管类似的多项式

拟合方法无法完全消除荧光噪声,且伴随一定的

拉曼信息损失,但已被广泛应用于活体生物组织

的光谱检测与分析.对于信噪比较差的拉曼光谱

曲线,还可针对光谱进行二阶导数运算,从而达到

降低重叠谱带干扰和消除基线漂移的目的[４９Ｇ５１].
与原始光谱相比,二阶求导后拉曼峰半峰全宽会变

小,可明显区分原始信号中无法识别的临近峰位,但
是,二阶求导后会放大背景噪声,降低光谱测量精

度[４９].在有效剔除背景噪声干扰后,利用数据统计

分析方法对组织内部生化组成与结构信息进行定

性、定量归类分析,并以此为依据对病理变化状态进

行准确鉴定.通常采用数据归类分析方法,将大量

的光谱数据约化为可管理且含有丰富信息的形式,
主要包括主成分分析(PCA)与聚类分析方法.这些

方法都依赖于一个基本假设,即混合物的拉曼谱可

以表示为混合物所含各个成分的拉曼谱的线性组

合.PCA应用正交变换,将原变量用新互相正交综

合指标来代替,在集合上表现为将原坐标系转换成

相互独立的正交坐标系,再用少数几个新变量的线

性组合取代原变量,从而达到对多维变量系统进行

降维处理的目的[５２Ｇ５４];聚类分析方法的基本思想是

通过不停迭代判别光谱测量结果相似度,表征多个

光谱中所含相同拉曼光谱成分的多少,进而代表测
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量光谱样品所含相同化学功能基团的多少[５５Ｇ５８].

４　快速拉曼光谱分析技术用于皮肤癌

早期检测

皮肤是人体最大的器官,位于身体最外层,对人

体有保护作用,但长期紫外线照射会导致皮肤癌变.
皮肤癌主要包括恶性黑色素瘤(MM)和非黑色素皮

肤癌(NMSC),后者主要包括基底细胞癌(BCC)和
鳞状细胞癌(SCC).NMSC仅在局部呈浸润性生

长,很少发生转移.MM 具有易转移、生长迅速、恶
性程度高和预后不良等特点,是一种常见致命性皮

肤癌症[５９].我国虽属 MM 低发区,但近年来发病

率却以３％~８％逐年增加[６０].由于其危险性高,早
期诊断对其治愈具有重要意义.当 MM 被早期诊

断并外科切除后,患者５年生存率可达９５％,不需

进一步治疗;但如果确诊时已到晚期,患者５年生存

活率仅为２０％[６１].在临床 MM 诊断中,根据其表

面特性和生长特性,皮肤科医生总结出了ABCD规

则[６２],然而,即使是经验丰富的皮肤科专家,单纯依

赖ABCD规则对各种病变分类也达不到８１％的准

确率[６３].因此,皮肤活检仍然是 MM 准确诊断的

黄金标准.但是临床组织活检取材不合规范或未取

到病变组织,易造成诊断困难或漏诊.其次,患者和

医生要等待较长时间(３天以上)才能得到诊断报

告,对急需确诊者并不适用.为了避免人为判断失

误,加快诊断进度,需要研究一种快速实时的定量化

床旁诊断方法,用于皮肤癌变的早期诊断.
实时拉曼光谱集成分析系统结构如图５所示.

该系统主要由半导体激光器(７８５nm波长,３００mW
输出功率,Model８５３０,SDL,USA)、光纤及光纤束

传导装置、手持式光谱探头、全息光栅光谱仪、CCD
相机以及计算机构成.其中,整个光谱分析系统由

近红外优化的背照式深耗尽CCD芯片(LN/CCDＧ
１０２４EHRB,PrincetonInstruments,USA)与配有

全息光栅(HSGＧ７８５ＧLF,Kaiser,USA)的透射式成

像光谱仪(HoloSpecＧf/２．２０NIR,Kaiser,USA)组
成.应用过程中,波长为７８５nm的半导体激光通

过 ２００ μm 芯 径 光 纤,经 过 带 通 滤 波 片

[(７８５±２．５)nm]以及聚焦透镜照射到组织表面,形
成直径约３．５mm的激发光斑,其光谱测量深度约

１mm[３９,６３Ｇ６４].经组织散射后的信号光(包括拉曼散

射信号与组织荧光背景),通过光谱探头收集并经光

纤束传导至全息光栅光谱仪,CCD相机记录经光栅

分光后形成的光谱分布,并由计算机进行后续数据

分析.为了提高系统光通量,设计过程中需有效匹

配光谱仪f 值(f＝２．２)与光纤数值孔径(NA＝
０．２２).此外,特殊设计的光纤束结构,起到了减小

光谱仪像差和提高系统信噪比的作用.在信号收集

端,由５８个１００μm芯径的低 OH－ 光纤组成的光

纤束,呈直径为１．３mm的圆形分布;在光谱仪连接

端,光纤排列为弧面形状[４４,６５].由光谱校准程序和

实时光谱数据处理程序所构成的集成软件,不但能

够进行光谱强度校准,而且可以利用５阶多项式拟

合 方 法 有 效 去 除 荧 光 背 景 噪 声,实 现 ５００~
１８００cm－１光谱范围内最小分辨率为８cm－１的组织

拉曼光谱检测[４４].

图５ 用于皮肤肿瘤临床诊断的实时拉曼光谱集成分析系统结构图[４２]

Fig敭５ SchematicconfigurationoftherealＧtimeRamansystemforskincancerdiagnosis ４２ 
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　　临床拉曼光谱测量过程中,手持式光谱探头

垂直于组织/病灶表面接收拉曼信号,一般而言,
每个可疑病灶测量１次,但对于形态不均匀的病

灶(如 MM,SCC),在其内部不同位置分别测量３
次,单次光谱测量时间一般为１s.此外,同时测量

病灶附近５cm范围的正常皮肤组织光谱信息作

为参考.临床共获得１０２２例不同皮肤病变的拉

曼光谱[４２].这些光谱数据先按其光谱曲线下的面

积进行归一化,再根据不同病变种类进行数据平

均,用以代表某一病变类型特征光谱信息[４２],如图

６所示.从图中可以看出,大部分皮肤病变拉曼光

谱的谱峰位置和光谱形状基本一致,主要差异表

现在谱峰相对强度变化,其中１４４５cm－１峰(酯类

CH２剪切振动)的强度最大,其他主要的拉曼谱峰

分布于８５５cm－１(脯氨酸)、９３６cm－１(胶原蛋白脯

氨酸)、１００２cm－１(苯基丙氨酸)、１２７１cm－１(蛋白

质AmideIII)、１３０２cm－１(酯类)、１６５５cm－１(蛋白

质 AmideI)、１７４５cm－１ (酯 类)等 波 数 位 置

处[６６Ｇ６７].可以看出,尽管拉曼光谱归属和相对强

度之间的差异反映了不同病变组织内部生化物质

组成差异,但是没有任何一个拉曼谱特征峰或谱

带能够特异性区分皮肤病变的具体种类[４２].在此

情况下,需要利用多变量分析方法,对数据进行降

维,并提取探测光谱范围内的主要信息.

图６ 临床所测不同皮肤病变组织平均光谱[４２].(a)全波段(５００~１８００cm－１)光谱;(b)低波数范围(５００~１０５５cm－１)光谱.

AK,光化性角化病;AN,非典型痣;BCC,基底细胞癌;BN,蓝色痣;CN,复合痣;

IN,真皮内痣;JN,交界痣;MM,恶性黑色素瘤;SCC,鳞状细胞癌;SK,脂溢性角化病

Fig敭６ MeanRamanspectraofdifferentskinlesions ４２ 敭 a FullＧrangespectralresultsdisplayedfrom

５００cm－１to１８００cm－１  b spectralresultsplottedforlowerfrequencyrangeonly ５００Ｇ１０５５cm－１ 
showvariabilityaccordingtolesiondiagnosis敭AK actinickeratosis AN atypicalnevus BCC basalcellcarcinoma 
BN bluenevus CN compoundnevus IN intradermalnevus JN junctionalnevus MM malignantmelanoma 

SCC squamouscellcarcinoma SK seborrheickeratosis

　　利用多变量分析方法对大量光谱数据进行归类

处理,将广义判别分析(GDA)技术与PCA相结合,
建立PCＧGDA数据处理方法,在有效预处理原始光

谱数据且保留其足够特征的前提下,对数据进行降

维处理,提高光谱特征判别的准确性[４２,６２,６８Ｇ６９].其

次,运用偏最小二乘法(PLS)提取光谱矩阵中相互

正交的成分,反映光谱信息与物性变量间的联系,预
测样品内部组分浓度[７０Ｇ７１].在应用 PCＧGDA 和

PLS方法对临床光谱数据进行分析时,基于交叉验

证(LOOＧCV)方法检验算法预测能力,并采用受试

者工作特征(ROC)曲线方法,对所构建的光谱测量

与数据分析方法进行评价[７２Ｇ７４].ROC曲线通过改

变诊断阈值,将灵敏度与特异性以图示的方式加以

描述,以敏感性为纵坐标代表真阳性率,以１和特异

性的差值为横坐标代表假阳性率,可准确反映某一

分析方法得到的特异性和灵敏度之间的关系,是诊

断算法准确性的综合代表之一.ROC曲线越靠近

左上角,分析的准确性越高.此外,也可通过计算得

出ROC曲线下面积(AUC),AUC越接近于１,说明

诊断效果越好.AUC为０．５时,说明诊断方法完全

不起作用,无诊断价值.数据分析结果表明(图７),
快速拉曼光谱分析技术能够准确鉴别恶性肿瘤、癌
前病变和良性病理变化特征,其灵敏度可达９０％,
准确度可达６６％,如图７(d)所示.特别是临床实践

中鉴别 MM 与黑色素相关皮肤病变,灵敏度可达

９０％,准确率可达６８％,如图７(e)所示.将该方法

应用于 MM与脂溢性角化病(SK)等的病变特征鉴

别,灵敏度可达９０％,准确度可达６８％[４２,６７].
基于７８５nm半导体激光器,透射式全息光栅,

背向照射、深度耗尽CCD探测器及特殊设计构成的

拉曼光纤探头,构建的实时拉曼光谱集成分析系统,
不但能够有效提高光谱采集信噪比,还可在１s内
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实现皮肤恶性病变的无损快速检测.此外,采用多

变量统计分析方法(如PCＧGDA和PLS),进一步从

统计学上对皮肤恶性肿瘤和良性病变组织进行准确

鉴别与归类分析,其灵敏度和特异性与皮肤科专家

诊断结果相当,是一种有效、可靠的皮肤恶性病变早

期 诊 断 和 检 测 方 法.这 一 技 术 已 由 加 拿 大

VerisanteTechnologyInc．公司商业化,其皮肤癌诊

断系统(VerisanteAuraTM)已获得加拿大、澳大利

亚和欧盟医疗器械监管部门的批准,进入了临床

应用.

图７ 基于PCＧGDA数据处理方法的拉曼光谱鉴别不同皮肤组织病变种类[４２].(a)皮肤癌症/癌前病变

(皮肤肿瘤和AK共计２３２例,包括 MM、BCC、SCC、AK)与良性皮肤病变(共计２８６例,包括AN、CN、IN、JN、SK);
(b)黑色素瘤(共计４４例)与良性皮肤病变(共计２８６例,包括AN、CN、IN、JN、SK);(c)黑色素瘤(共计４４例)

与脂溢性角化病(共计１１４例);(d)(e)(f)分别为(a)(b)(c)鉴别结果的ROC曲线(P＜０．０００１)

Fig敭７ LesionclassificationbyRamanspectroscopybasedonPCＧGDA敭Posteriorprobabilitiesfordiscriminating
 a skincancersandprecancers cancer＋actinickeratosis includingMM BCC SCC AK n＝２３２ from
benignskindisorders includingatypicalnevi bluenevi compoundnevi intradermalnevi junctionalnevi 

seborrheickeratosis n＝２８６   b melanoma n＝４４ frombenignpigmentedskindiseases

 includingatypicalnevi bluenevi compoundnevi intradermalnevi junctionalnevi seborrheickeratosis 
n＝２８６  and c melanoma n＝４４ fromseborrheickeratosis n＝１１４  

 d  e  f ROCcurvescorrespondingto a  b  c  respectively ４２ 

５　快速拉曼光谱分析技术用于肺癌

早期检测

　　肺癌发生于支气管黏膜上皮,亦称支气管癌.
近５０年来,其发病率和死亡率在全世界大多数国家

中均显著增高,其中,我国肺癌发病率每年增长

２６．９％,肺癌已成为我国首位恶性肿瘤死亡原因.
预计到２０２５年,我国肺癌病患将达到１００万人次,
成为世界第一肺癌大国[７５Ｇ７６].目前,临床上开展了

许多针对性的诊断和治疗方法,但肺癌患者５年生

存率仍不超过２０％,提高生存率的最有效途径是早

期、及时、准确诊断[７７].目前,临床上诊断肺癌常用

X射线、计算机断层扫描成像(CT)、核磁共振和病

理学活检等方法,其中病理学活检检查作为黄金标

准广泛应用于肺癌诊断和鉴别诊断,但这一技术受

到操作者经验和早期病变表现不够典型等因素的制

约,会影响其对早期肺癌患者的诊断准确度.CT、
核磁共振虽然诊断准确率高,但是由于肿瘤形成的

演变过程首先是基因发生变化,导致相应分子结构

改变,进一步演化为癌细胞,直至形成肿块产生占位

效应后,才能使用核磁共振、CT等方法检测出来.
尽管白光支气管镜(WLB)和自体荧光支气管内窥

镜(AFB)技术相结合,可以实现高灵敏度定位检测

中心气道区域内肺癌,但是,其诊断特异性大大下降

(假阳性增加).文献[７８]显示,联合使用 WLB与

AFB后灵敏度为７９％时,特异性降至３０％;灵敏度

为９３％时,特异性降至２１％.因此,WLB与 AFB
在临床联合应用实践中,高灵敏度与低特异性并存
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的应用瓶颈严重制约了AFB的推广应用.拉曼光

谱作为一种分子振动光谱,结合 WLB与 AFB技

术,建立内窥镜拉曼光谱分析系统[７３](图８),实时检

测活体人肺部组织生化组成与结构异常,可在肿瘤

发生早期就检测出癌变信息,是一种早期肺癌诊断

的有效方法[５１,７９Ｇ８１],能在 WLB与AFB高灵敏度运

行时增加诊断特异性.
内窥镜拉曼光谱分析系统(图８)主要由７８５nm

半导体激光器、拉曼光谱仪和CCD探测器构成,并
在光谱仪与光纤连接处将多束光纤排列为弧面形

状,以提高系统信噪比.该系统研发过程中,选用了

具有较低近红外波段干涉效应的热电制冷CCD探

测器,以及具有波长选择功能的全息反射式光栅结

构[８２].同时,设计研制了一个可通过支气管镜活检

通道的 拉 曼 探 头(口 径１．８mm,图８中 Raman
catheter),用以传输激发光(图８中红色所示)和实

现拉曼散射信号收集(图８中绿色所示),并采用二

次滤波的方法减小来自光纤与组织表面的背景噪

声[８３].光纤束导管内含有超低 OH－ 光纤,一根芯

径为２００μm的光纤用于传导激发光,被２７根芯径

为１００μm的信号收集光纤所围绕.激发光纤侧壁

含有一层镀金薄膜以防止信号串扰;在激发光纤端

面镀有短通滤光薄膜(＜８２０nm)以滤除光纤自发

荧光与拉曼信号;收集光纤端面镀有长通滤光薄膜

(＞８２０nm)以 减 弱 反 射 的 激 发 光 光 子 强 度

(７８５nm).导管前端直接激发并收集病灶处拉曼散

射光子,导管后端激发光纤与信号收集光纤分别耦合

进光学滤波模块(图８).该模块在激发光路上安装

一个带通滤波片[(７８５±３)nm],在收集光路上安装

一个长通滤波片(＞８２０nm).临床应用中,为了减小

低波数区域的荧光背景噪声,通过调整光谱仪光栅,
检测分析２０５０~３１００cm－１范围内的拉曼光谱信

息[７９,８１].该系统光谱分辨率为８cm－１,可在２s内完

成活体人肺部病灶区域光谱采集[７３,８０].光谱数据采

集后,采用集成分析软件,运用多项式拟合方法剔除

荧光背景噪声,并实现光谱校正.同时,采用PCＧ
GDA与PLS等多变量分析方法,从统计学角度对不

同病变组织光谱特性进行鉴别与归类[７３,８０].

图８ 内窥镜拉曼光谱分析系统示意图[７３].红色表示激发光路,绿色表示收集光路.

收集光纤与光谱仪连接处呈弧面排布以提高系统信噪比

Fig敭８ SchematicoftheendoscopiclaserRamanspectroscopysystem ７３ 敭Theinsertsshowthe
arrangementoftheexcitation red andcollection green fibers敭Thecollectionfiberswereconnectedto
thespectrographthroughaspecialroundtoparabolicfiberbundletoachievebettersignalＧtoＧnoiseratio

　　临床应用中,拉曼探头经内径为２．２mm的活

检通道与支气管镜对接,借助支气管镜的插入管将

激发光引入支气管镜,实现活体、无损条件下激发组

织的拉曼散射信号;同时,通过该探头收集组织拉曼

光谱 信 息,并 传 导 至 光 谱 仪 进 行 采 集 和 后 续 分

析[７３,８１].临床医师利用 WLB和 AFB的白光与荧

光成像功能对病灶位置进行实时筛选后,在距组织

５~１０mm位置处获取可疑位点(直径２~４mm)的
拉曼光谱,如图９所示,从而在缩小活检范围、减少

次数的基础上获得活体状态下病变组织更多的病理

信息,并参考位点区域的病理活检结果验证测量分

析结果的准确性[７３,７９,８１,８３].
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图９ 支气管内窥镜拉曼光谱分析系统探测图像示意图[７９].(a)白光支气管内窥镜图;
(b)相同位置处的自体荧光内窥镜图,其中绿色表示正常组织,图像中心暗红色区域为病变组织;
(c)同一病变位置处同时使用蓝光激发荧光和７８５nm近红外光激发的拉曼光谱示意图,

其中红色区域为拉曼散射激发区,其视场大小约为２cm

Fig敭９ PicturesshowingimagesacquiredbyabronchoscopyRamansystem ７９ 敭 a Whitelightbronchoscopicimage 

 b bluelightexcitedfluorescenceimageofthesamelocationas a  greenisrepresentativeofnormaltissue 
anddarkred centerofimage isdiseasedtissue  c samelesionbeingexcitedsimultaneouslywithbluelightto

generateafluorescenceimageandwith７８５nmlightfromtheRamancatheter thefieldofviewisabout２cm

　　人体肺部组织癌变的拉曼光谱特征主要表现为

２７７５~３０４０cm－１波数范围内的CH拉伸振动模式,
如图１０所示.临床测试过程中,共从８０位病患处

收集到２８０例肺部癌变拉曼光谱,并对其中的２１４
例进行了组织病理活检分析.这些临床样本中,并
未收集到微浸润癌症病变病例,但考虑到轻度不典

型增生与组织化生都属于癌前组织病变,故将两者

归为一类进行光谱特征分析;同样,中度和重度组织

增生属于高度癌前病变,具有相同概率发展为浸润

性癌症,也将这两者归为一类进行考虑;此外,由于

原位癌(CIS)所占采样比率较小(n＝２),且更易恶

化为浸润性癌症,故将其与浸润性癌症病例归为一

类.６类组织光谱特征曲线中(图１０),主要的拉曼

峰分布于２８５０cm－１(脂肪酸与脂类CH２对称拉伸

模)、２８８５cm－１(脂肪酸与脂类CH３对称拉伸模)、

２９４０cm－１(蛋白质 CH 振动模和脂肪酸与脂类

CH３对称拉伸模)、２９６５cm－１(脂肪酸与脂类CH３
面内/外反对称拉伸模)、２９９０cm－１(脂肪酸与脂类

CH３面内/外反对称拉伸模)和３０２０cm－１(RCH
CHR细胞内 C—H的不对称伸缩振动模,其中R
代表烯烃官能团)位置处[８４Ｇ８７].

从图１０可以看出,不同肺组织病理变化表现出

较为相似的光谱特性,如果仅从个别拉曼峰值、峰位

等表面信息分析的话,无法准确反映肺癌具体的病

理特性.同时,在光谱测量过程中,影响因素众多,
即便是相同测量位点,在连续多次测量中也不可能

获得完全相同的拉曼光谱,更何况生物组织生化组

成与结构还存在个体复杂性和不均匀性.因此需要

图１０ 临床测得不同肺病变组织的平均拉曼光谱

(所有光谱均按其曲线下面积进行归一化处理)[７３]

Fig敭１０ MeanRamanspectrabydiagnosis allspectra
normalizedtotheirrespectiveareaundercurve

beforeaveragingbydiagnosis  ７３ 

采用 PCＧGDA 和 PLS 方 法,并 结 合 逐 步 回 归

(STEP)[８８]、绝对收缩最小选择算子(LASSO)[８８]、
遗传算法(GA)[８９]等方法进行变量筛选[７３],从而得

到具有统计性质的肺癌组织光谱特性,如图１１所

示.结果表明,快速拉曼光谱分析技术根据不同组

织类别的光谱特性差异,能够以９０％以上的灵敏度

和６５％的特异性,实现高度异性增生(HGD)、恶性

肺癌的有效鉴别.相比于传统 WLB与 AFB等视

觉分级诊断方式[９０],结合拉曼光谱分析方法的内窥

镜诊断方法,能够在２s内快速获取肺部病变组织

的高质量拉曼光谱信号,并将 HGD和恶性肺癌的

检测灵敏度提高１．８９倍,准确度可提高３．８２倍[７３].

６　结　　语

组织癌变过程总是从基因改变开始,以致构成

０２０７００２Ｇ１０



中　　　国　　　激　　　光

图１１ 基于STEPPCＧGDA方法的拉曼光谱鉴别肺组织病变种类[７３].(a)归类鉴别癌变病灶(共计７２例,

包括 HGD、CIS和浸润性癌症)和良性病变(共计２０８例,包括轻度增生、组织化生、增生、炎症和正常组织)后验概率图;
(b)衍生自后验概率的ROC曲线与９５％CI值;(c)根据病灶次种类作出的用于表示后验概率分布的箱线图

Fig敭１１ LesionclassificationbyRamanspectroscopybasedonSTEPPCＧGDA ７３ 敭 a Posteriorprobabilityplot
fordistinguishingcancerouslesions HGD CISandinvasivecancer n＝７２ frombenignlesions milddysplasia 

metaplasia hyperplasia inflammationandnormal n＝２０８   b ROCcurvesand９５％CIsderivedfrom
theposteriorprobabilities  c boxplotrepresentationoftheposteriorprobabilitydistributionsaccording

tolesionsubcategories

组织和细胞的化学物质种类、数量、结构、构象及存

在状态在一定程度上发生变化,这些变化为肿瘤早

期诊断提供了理论依据.拉曼光谱分析技术凭借其

无损(非侵入、无需样品制备)、快速(１~２s光谱采

集时间)、高灵敏性和高特异性等特征,从分子层面

上鉴别癌前病变、良性病变和正常组织,实现癌症的

早期诊断.将现有的光谱分析方法与其他多种光学

技术衔接,例如内窥镜成像技术、共聚焦光学技术、
荧光 成 像 技 术 等,从 单 光 谱 探 测 与 分 析(例 如

DLRS,傅里叶变换拉曼光谱)到多种光谱成像技术

(例如腔衰荡光谱,表面增强拉曼散射光谱等),由单

光谱特性分析到多变量光谱分析方法,极大地扩展

了快速拉曼光谱分析技术在医学领域应用的深度和

广度.其次,开发新型床旁光谱分析仪器,提高系统

信噪比,减少光谱测量时间,极大改善了拉曼光谱分

析仪器的临床适用性.且应用多种光谱数据分析手

段和生物信息提取方法,建立了一种更便于临床医

生掌握与使用的智能化临床诊断手段.随着激光技

术、光谱测量与分析技术、光纤探头设计与制备方法

的不断进步,快速拉曼光谱分析技术已成为一个具

有独立研究价值和应用前景的研究领域.目前,拉
曼光谱技术已用于绝大多数人体器官的早期癌症检

测研究,其中包括肺、气管、支气管、鼻腔、胃、口腔、
肠道、肝脏、大脑、宫颈、血液、甲状腺和淋巴.其中,
皮肤癌拉曼诊断技术商业化已经开始,在加拿大的

几家诊所进入了临床应用.实时拉曼光谱分析技术

在生物医学中的应用推广,特别是癌症的临床早期

检测仍然是一项富有挑战性的工作.要推进这一工

作,需要进一步加强物理、生物和医学等领域的协同

创新,在促进相关基础研究工作的基础上,研发用于

不同种类癌症早期检测的新型拉曼光谱分析装置.
其中最核心的两个问题为设计、制备新型拉曼光纤

探头和建立智能化数据分析方法.快速拉曼光谱分

析技术与高灵敏度光学成像方法相结合(例如内窥

镜光学系统),与多种成像技术紧密结合,实现“光学

活检”,形成了一种用于体内癌变检测的图(图像)谱
(拉曼光谱)结合分析平台.
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