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组织固有荧光光谱复原算法及其在糖尿病
筛查中的应用研究
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２皖江新兴产业技术发展中心,安徽 铜陵２４４０００;
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摘要　通过设计不同光学参数的组织仿体,研究吸收、散射对组织荧光光谱及组织漫反射光谱的影响规律,优化经

验复原算法,以校正吸收、散射的影响,获得组织的固有荧光光谱.结果显示:使用优化的经验复原算法(经验参数

kx 和km 分别为０．９和－０．８)能够有效降低吸收、散射对荧光强度的影响,且荧光强度与荧光成分的浓度线性相

关.在基于皮肤组织荧光光谱法筛查糖尿病的应用研究中应用上述光谱复原算法,结果显示:与原始荧光光谱相

比,采用复原后的固有荧光光谱进行糖尿病筛查时,受试者工作特征(ROC)曲线覆盖面积由０．５４增加至０．８１,在特

异性同为７０．６％时,敏感性由３８．６％增至７７．６％.采用组织仿体优化生物组织固有荧光光谱经验复原算法能有效

提高荧光光谱的临床应用价值.
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TissueIntrinsicFluorescenceSpectrumRecoveryAlgorithmand
ItsApplicationinDiabetesScreening
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Abstract　Tissuephantomswithdifferentopticalparametersaredesignedtostudytheinfluenceofabsorptionand
scatteringontissuefluorescenceanddiffusereflectionspectra敭Anempiricalrecoveryalgorithmisoptimizedto
correcttheinfluenceofabsorptionandscatteringandobtaintheintrinsicfluorescencespectrumoftissues敭The
resultsrevealthattheempiricalrecoveryalgorithm experienceparameterskxandkm are０敭９and －０敭８ 
respectively caneffectivelyreducetheinfluenceofabsorptionandscatteringonthefluorescenceintensity andthe
fluorescenceintensityislinearlycorrelatedwiththeconcentrationoffluorescencecomponents敭Whenweapply
spectralrecoveryalgorithmtothescreeningofdiabetesbasedonskintissuefluorescencespectrum theresults
revealthat comparingtothefluorescencespectrumbeforerecovery theareaunderreceiveroperatingcharacteristic
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 ROC curveincreasesfrom０敭５４to０敭８１ besides thesensitivityalsoincreasesfrom３８敭６％to７７敭６％ whenthe
specificityis７０敭６％敭Therefore thisstudymakesamajorcontributiontoresearchonclinicalapplicationby
optimizingfluorescencespectrumempiricalrecoveryalgorithmwithtissuephantoms敭
Keywords　biotechnology tissuefluorescencespectrum tissuephantom spectrumrecovery diffusereflection
spectrum
OCIScodes　１７０敭６２８０ １７０敭６５１０ ２９０敭１９９０ １７０敭７０５０

１　引　　言

生物组织荧光光谱技术具有无创、实时、原位等

特点,对组织内部微环境高度敏感,在疾病检测方面

具有广阔的应用前景.组织荧光光谱可用于区分正

常组织和癌变组织,并被成功用于前列腺癌[１]、口腔

肿瘤[２]、肺癌[３]、乳腺癌[４]、皮肤肿瘤[５]等疾病的检

测.皮肤组织属于典型的混浊介质,其中非均匀地

分布着许多吸收和散射物质,会对入射到组织中的

激发光和受激发产生的荧光造成双重影响,进而导

致实际测量的荧光光谱并不能真实地反映组织的荧

光特性.因此,在实际使用时,需要结合相应的光谱

复原算法,从原始荧光光谱中提取组织的固有荧光

光谱[６].
针对如何从原始荧光光谱中复原出更能反映组

织荧光特性的固有荧光光谱这一研究课题,科研人

员提出了诸多解决方案,主要有基于经验技术[７]、光
传输理论[８]和蒙特卡罗模拟[９]这三种光谱复原方

法.其中,基于经验技术的光谱复原方法利用原始

组织荧光光谱减去或者除以相同位置处测得的组织

漫反射光来实现,因方法简便而广泛应用于临床.

Chen等[１０]和Stamatas等[１１]使用原始荧光光谱除

以发射波段的反射光来复原固有荧光光谱,并分别

用于肿瘤的检测和上皮层中水杨酸的检测.Hull
等[１２]提出使用原始荧光光谱除以发射波段和激发

波段的反射光来复原组织荧光.文献[１３Ｇ１６]中分

别利用该方法开展基于组织荧光光谱法的糖尿病及

其并发症的检测评估,采用３７０nm激发光源照射

人体手臂内侧皮肤,收集荧光及漫反射光谱,通过检

测糖基化终产物的积累水平来筛查糖尿病并评估并

发症的风险.此类方法通常会涉及若干经验参数的

选取,需要收集临床数据进行优化,从而导致复原效

果依赖于临床样本的特征.
近年来,通过组织仿体来优化光谱复原算法的

研究取得了一定进展[１７Ｇ１８].本文介绍了一种基于组

织激发和发射波段漫反射光谱的生物组织固有荧光

光谱复原算法,通过制备具有和皮肤组织吸收系数、
散射系数接近的组织仿体,测量了具有不同光学参

数的组织仿体的原始荧光和漫反射光,并利用非线

性最小二乘算法选取光谱复原算法所涉及的经验参

数.在此基础上,开展了基于皮肤荧光光谱法筛查

糖尿病的临床应用研究,进一步验证了基于组织仿

体优化荧光光谱复原算法所涉及的经验参数的有

效性.

２　原理和方法

２．１　组织仿体

２．１．１　组织仿体的制备流程

本研究中的皮肤组织仿体主要由荧光基团(还
原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸,简称 NADH,百灵

威)、吸收剂(血红蛋白,简称 Hb,百灵威)和散射剂

(聚乙烯微球,Polystyrene,Aladdin)按照不同比例

制作而成,仿体的光学特性与皮肤较为接近.根据

琼脂等物质的特性,仿体的主要制作流程为:１)取

０．０２g琼脂(Baygene)置于１０mL离心管中,分别加

入适量的纯水;２)涡旋振荡混匀,用封口膜将离心管

封口,置于水浴锅内,水浴锅温度控制在９０℃左右;

３)琼脂融化后,加入特定浓度的荧光物质 NADH
及不同浓度的血红蛋白、聚乙烯微球,涡旋振荡混

匀;４)混匀后置于超声装置中去除气泡,超声处理后

小气泡浮出表面,用移液枪吸掉小气泡,将剩余液体

倒入３cm培养皿中,等待凝固;５)凝固完成后测量

每个仿体的荧光光谱和不同波段的漫反射光谱.

２．１．２　组织仿体的光学参数

本研究采用单层仿体模型模拟人体皮肤组织.
仿体 基 质 选 用 无 荧 光 特 性 的 琼 脂(折 射 率n＝
１．３５),吸收剂选用生物兼容性良好的血红蛋白,散
射剂采用尺寸和浓度可控的聚乙烯微球(微球直径

d＝０．３４２μm,折射率n＝１．５９),荧光成分选用组织

中较 为 常 见 的 NADH,其 激 发 波 长 为 ３５０~
４２０nm,发射波长覆盖４２０~６００nm.如表１所示:
组织仿体中吸收剂的质量浓度分别设置为０．５,１,

１．５mg/mL;散射剂的质量浓度分别设置为０．０２,

０．０４,０．０６mg/mL;荧光剂的质量浓度分别设置为

０．０６,０．１２,０．２４,０．４８,０．９６,１．９２mg/mL,形成３×
３×６阶参数矩阵.此外,在各荧光成分质量浓度下

０７０７００１Ｇ２
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增加一个无吸收、无散射特性的阳性对照,共计得到

６０组仿体.
表１　单层组织仿体的组成

Table１　CompositionofsingleＧlayerphantom

Phantom
number

Massconcentration/(mg􀅰mL－１)

NADH Hb Polystyrene
１ X ０．５ ０．０２
２ X １．０ ０．０２
３ X １．５ ０．０２
４ X ０．５ ０．０４
５ X １．０ ０．０４
６ X １．５ ０．０４
７ X ０．５ ０．０６
８ X １．０ ０．０６
９ X １．５ ０．０６
１０ X ０ ０

Note:XrepresentstheNADHconcentration,suchas０．０６,

０．１２,０．２４,０．４８,０．９６,１．９２mg/mL．
在确定皮肤组织仿体中吸收剂、散射剂的浓度

后,根据朗伯Ｇ比尔定律及血红蛋白的摩尔消光系数

可以计算组织仿体的吸收系数;采用米散射理论计算

组织仿体的散射系数,得到NADH典型激发/发射波

长下组织的吸收系数和散射系数,结果如表２所示.

２．２　测量系统设计

２．２．１　光与皮肤组织的相互作用

皮肤组织会对入射光产生吸收作用,吸收作用主

要源于血红蛋白与黑色素,皮肤组织的吸收系数可由

朗伯Ｇ比尔定律计算.皮肤组织中非均匀地分布着许

多散射颗粒,会对入射到皮肤组织的光造成不同程度

的散射,散射系数可以通过米散射理论描述.
表２　NADH典型激发/发射波长下组织的吸收

系数μa 散射系数μs
Table２　Absorptioncoefficientμaandscatteringcoefficient

μsattypicalexcitationandemissionwavelengthsofNADH

Excitationwavelength
of３７０nm

Emissionwavelength
of４８０nm

μa/cm－１ μs/cm－１ μa/cm－１ μs/cm－１

２５ １０８ ２．６ ９２
５０ ２１７ ５．２ １８５
７５ ３２６ ７．８ ２７７

　　入射到组织中的光束,一部分直接被组织表面反

射,另一部分进入组织,折射后依次进入表皮和真皮,
被组织散射与吸收,未被吸收的散射光最后会重新返

回组织表面,而后进入空气中,这一部分散射光称为

漫反射光.漫反射光携带了组织内部结构的信息,其
出射光谱取决于组织对光的吸收、散射以及组织的物

理状态,可用于组织荧光光谱复原[１９].图１为组织

荧光光谱和漫反射光谱测量示意图,其中:μa,x为组织

激发波段吸收系数;μs,x为组织激发波段散射系数;

μa,m为组织发射波段吸收系数;μs,m为组织发射波段

散射系数;c为荧光物质浓度;I(λ)为入射光光谱,激
发光中心波长为３７０nm,宽带光源用来计算漫反射

率;Sf(λ)为荧光光谱;R(λ)为漫反射光光谱.

图１ 测量组织荧光光谱与漫反射光谱示意图.(a)荧光光谱;(b)漫反射光谱

Fig敭１ Schematicsformeasuringfluorescenceanddiffusereflectionspectraoftissue敭

 a Fluorescencespectrum  b diffusereflectionspectrum

２．２．２　光谱测量系统

为了得到仿体及人体皮肤组织的荧光光谱和漫

反射光谱,搭建如图２所示的光谱测量系统,详细内

容可参照课题组前期论文[２０Ｇ２１].
图２所示的光谱测量系统主要包含光源、传输

光路、探测单元、信号分析和处理等模块.光源包括

激发光源和宽带光源,分别用于激发荧光光谱和漫

反射光谱.根据需要,本系统采用近紫外发光二极

管(LED)作为激发光源,采用多LED阵列组成宽带

光源,光谱范围覆盖激发及发射全波段.传输光路

由３×１型光纤束构成,分别连接激发光源、宽带光

源、探测单元及待测样本表面.采用微型光谱仪作

０７０７００１Ｇ３
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图２ 光谱测量系统示意图

Fig敭２ Schematicofspectrumdetectionsystem

为探测单元.采用搭载特定软件程序的计算机对光

谱测量过程进行控制,并对信号进行处理及显示

结果.

３　结果与讨论

采用搭建的组织荧光光谱测量系统测量组织仿

体的荧光光谱、激发波段反射光光谱以及发射波段

反射光光谱,结果如图３所示.结果显示:血红蛋白

含量固定时,组织仿体荧光光谱的强度随聚乙烯微

球浓度升高而升高;聚乙烯微球浓度固定时,荧光光

谱强度随血红蛋白浓度升高而降低;激发波段反射

光光谱随聚乙烯微球或血红蛋白浓度升高均呈现降

低的趋势;发射波段反射光光谱随聚乙烯微球或血

红蛋白浓度升高均呈现降低的趋势.此外,当荧光

成分的质量浓度为０．０６,０．１２,０．２４,０．４８,０．９６,

１．９２mg/mL时,光谱测量结果与上述一致.

图３ 不同浓度血红蛋白、聚乙烯微球配制的组织仿体的光谱(NADH浓度为０．９６mg/mL).
(a)~(b)荧光光谱;(c)~(d)激发波段的漫反射光谱;(e)~(f)发射波段的漫反射光谱

Fig敭３ Spectraofphantomsetswith０敭９６mg mLNADHandvaryingconcentrationsofHbandpolystyrene敭

 a Ｇ b Fluorescencespectra  c Ｇ d diffusereflectionspectraoffluorescenceexcitationband 

 e Ｇ f diffusereflectionspectraoffluorescenceemissionband

０７０７００１Ｇ４
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　　根据组织仿体各光谱强度随吸收特性和散射特

性的变化,拟定光谱复原模型为[７]

f(λm)＝
Sf(λm)

RkxλxR (λm)km
, (１)

式中:f(λm)为组织固有的荧光光谱;Sf(λm)为测量

系统检测的原始荧光光谱;Rλx
为激发波段反射光;

R(λm)为发射波段反射光;kx、km 为相关经验参数,
其取值受到测量系统光路结构等因素的影响,且直

接影响到组织荧光光谱的复原效果,因此在实际应

用过程中需事先对其进行优化.
理论上,在荧光成分的种类确定后,组织仿体的

固有荧光光谱仅与荧光成分的浓度相关.为此,对
参数kx、km 进行优化时,可以在选定荧光成分浓度

下以最小化的荧光光谱变异系数为决策目标,不断

改变参数取值,直到达到最佳结果.在本研究中,得

到６组参数后取对应均值即可计算出最终的复原参

数,此时kx＝０．９,km＝－０．８.将该参数代入(１)式,
对６０组仿体荧光光谱进行复原实验,分析复原前后

荧光光谱积分强度的变异系数、光谱强度与荧光成

分浓度的相关性,结果如图４所示.图４(a)为原始

荧光光谱分布,在荧光成分质量浓度较低时,荧光强

度随荧光剂质量浓度升高而线性增加,当质量浓度

高于０．９６mg/mL后,荧光光强随浓度增加而降低,
质量浓度为１．９２mg/mL时的荧光强度甚至低于

０．９６mg/mL时的荧光强度.除此之外,在各荧光成

分浓度下,荧光强度变异系数在１５％~２０％之间.
图４(b)为复原后的组织荧光光谱与荧光成分质量

浓度之间的关系,图中荧光强度与 NADH 浓度线

性相关,相关系数R２ 为０．９８７.此外,各荧光成分

浓度下荧光强度变异系数在５％左右.

图４ (a)仿体原始荧光光谱及(b)复原荧光光谱与NADH质量浓度的关系

Fig敭４ Relationshipbetweenthe a phantomrawfluorescenceor b fluorescencespectrumafter
recoveryandmassconcentrationofNADH

　　本研究在安徽中医药大学第一附属医院、安徽

医科大学第一附属医院、安徽省立医院征集了３２７
例受试者,其中男性１４３人,女性１８４人,平均年龄

为(４７．５±１７．０)岁,平均身高为(１６４．２±７．８)cm,平
均体重为(６３．７±１１．４２)kg,平均体质指数(BMI)为
(２３．６±３．７)kg/m２.对所有受试者进行皮肤组织

荧光光谱的采集及口服葡萄糖耐量试验(OGTT),
依据OGTT后２h血糖值(２hPG)将受试者分为

糖尿病患者组(DM组)和非糖尿病受试者组(NDM
组).在 本 研 究 中,若 受 试 者 ２hPG 不 低 于

１１．１mmol/L,则判定其为糖尿病患者;否则,判定

其为非糖尿病受试者.３２７例受试者中非糖尿病受

试者有１１９例,糖尿病患者有２０８例.采用搭建的

组织荧光光谱测量系统采集受试者皮肤组织的荧光

光谱、激发波段漫反射光谱以及发射波段漫反射光

谱.经过暗背景扣除、光谱平滑、插值等预处理后,
利用前述固有荧光光谱复原算法进行光谱复原;得到

组织的固有荧光光谱后,对４００~６００nm波段范围内

的荧光进行积分求和,获得积分值.分别采用原始荧

光和校正后的荧光积分值对该类人群进行糖尿病筛

查,如图５所示,采用校正的荧光积分值筛查糖尿病

的受试者工作特征(ROC)曲线下方的面积S 为０．８１,
高于原始荧光的０．５４,在特异性均为７０．６％时,组织

固有荧光光谱的敏感性为７７．６％,高于原始光谱的

３８．６％.我国现已成为全球糖尿病患者最多的国家,
近期 的 调 查 结 果 显 示,我 国 糖 尿 病 患 病 率 已 达

１０．９％.目前,临床上常用空腹血糖作为大规模筛查

工具,但研究表明空腹血糖筛查糖尿病的漏诊率高达

３０％~５０％[２２Ｇ２３].而OGTT由于操作复杂且重复性

较差,在大规模筛查应用上存在限制.本研究结果显

示,固有荧光光谱法用于糖尿病的筛查时,敏感性为

７７．６％,具有较高的检出率.该方法具有无创、快速

等特点,有望成为新的糖尿病筛查工具之一,因此开

展更大规模的临床应用试验具有重要意义.

０７０７００１Ｇ５
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图５ 校正光谱(kx＝０．９、km＝－０．８)及原始光谱

(kx＝０、km＝０)筛查糖尿病的ROC曲线

Fig敭５ ROCcurvesofcorrectionspectrum kx＝０敭９ 
km＝－０敭８ andoriginalspectrum kx＝０ km＝０ 

fordiabetesscreening

４　结　　论

通过制备梯度浓度的吸收、散射以及荧光物质

成分的组织仿体,研究组织荧光光谱、激发波段反射

光谱、发射波段反射光谱的变化规律,进而发展了一

种组织荧光光谱复原算法.研究结果表明,该算法

能够有效降低组织吸收特性、散射特性对荧光光谱

的干扰,提高荧光积分强度与荧光物质浓度的线性

关系.通过征集糖尿病患者及对照人群,使用搭建

的组织光谱测量系统测量受试者皮肤组织的荧光光

谱和漫反射光谱,进行在体实验验证.结果显示,经
过优化的固有荧光光谱复原算法能有效提高组织荧

光光谱的临床应用价值.
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