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拉曼光谱诊断喉癌的初步探究
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摘要　为了比较喉癌组织及癌旁组织拉曼光谱的差别,得出其各自的特点和规律,建立了喉癌诊断模型;收集

２０１４年１０月—２０１５年８月在中南大学湘雅医院耳鼻咽喉头颈外科进行手术切除的５４例喉癌样本和５６例癌旁样

本,样本统一处理后进行拉曼光谱检测,收集原始光谱数据进行预处理和统计学分析.结果表明:喉癌组织比癌旁

组织的的平均拉曼光谱强度更大,且喉癌组织存在稳定的拉曼峰群;喉癌组与癌旁组的t检验结果显示,在波数为

１５０~１８５９cm－１、１８６４~１８７２cm－１、１８９０~１８９８．５cm－１、１９００~１９２４cm－１、１９６４~１９６８cm－１、１９９３~１９９８．５cm－１

和２０１０．５~３４７６cm－１的波段内,两组样本有统计学差异(显著性水平p＜０．０５);利用主成分分析Ｇ线性判别分析

(PCAＧLDA)法选取差异波段进行分析,提取３个显著性差异主成分,将其作为LDA的输入,计算判别函数系数,

并建立判别模型,判别模型对样本的预测具有较好的特异度和灵敏度,分别为８０．４％和８７．０％;利用受试者工作特

征(ROC)曲线法对喉癌诊断模型进行评价,曲线下面积为０．８７７;喉癌组织和癌旁组织的拉曼光谱存在较明显且稳

定的差异,利用多元统计分析的方法建立的判别模型具有较好的可靠性;拉曼光谱具有在分子水平上为喉癌提供

无损、实时诊断与检测的潜能.
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Abstract　TocomparelaryngealcarcinomatissuesandpericarcinoustissuesinRamanspectrogramtoobtaintheir
respectivefeaturesandpatterns weestablishadiagnosemodelforlaryngealcarcinoma敭Atotalof１１０samples
including５４laryngealcarcinomasamplesand５６pericarcinoussamplesareacquiredfrompatientsundergoinglaryngectomy
fromOctober２０１４toAugust２０１５inotolaryngology head&necksurgeryofXiangyahospitalofcentralsouthuniversity敭
AllofthesamplesareprocessedbytheaccordantmethodbeforeRomanspectrumdetection敭Originaldataarecollectedfor
pretreatmentandstatisticalanalysis敭TheresultsshowthattheaverageRomanspectrumintensityofthelaryngeal
carcinomatissuesisgreaterthanthatofthepericarcinoustissues andthelaryngealcarcinomatissueshavestableRoman
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peakgroups敭Statisticaldifferenceofthetwogroupsofsamplesareverifiedthroughstudent′stＧtestinbandswithwave
numbers of １５０Ｇ１８５９ cm－１ １８６４Ｇ１８７２cm－１ １８９０Ｇ１８９８敭５ cm－１ １９００Ｇ１９２４ cm－１ １９６４Ｇ１９６８ cm－１ 
１９９３Ｇ１９９８敭５cm－１ and２０１０敭５Ｇ３４７６cm－１ significancelevelp＜０敭０５ 敭Threeprincipalcomponentsareextractedwith
thehelpofanalysisofthesignificantwavenumbersusingprincipalcomponentsanalysisＧlineardiscriminantanalysis
 PCAＧLDA 敭Usingthem asinputsofLDA wecalculatediscriminantfunctioncoefficientandestablisha
discriminantmodel敭Thediscriminantmodelhasbetterspecificityof８０敭４％andsensitivityof８７敭０％forsample
prediction敭Thelaryngealcarcinomadiagnosemodelisevaluatedbyreceivedoperatorcharacteristic ROC curve
method andthevalueofareaunderthecurve AUC is０敭８７７敭Thereareremarkableandstabledifferences
betweenthelaryngealcarcinomatissuesandthepericarcinoustissues敭Thediscriminantmodelestablishedbythe
methodofmultivariatestatisticalanalysishasbetterreliability敭ThisstudydemonstratesthatRamanspectroscopy
hasthepotentialforthenoninvasive realＧtimediagnosisanddetectionoflaryngealcarcinomaatthemolecularlevel敭
Keywords　spectroscopy moleculardiagnosis Ramanspectroscopy laryngealcarcinoma principalcomponent
analysisＧlineardiscriminantanalysis
OCIScodes　１７０敭５６６０ １７０敭３８９０ ３００敭６４５０

１　引　　言
喉癌是头颈部常见的恶性肿瘤,常用的临床诊断方法为内镜检查、影像学检查、病理活检等;但部分恶性

病变在内窥镜下易与喉良性病变、癌前病变混淆,并且影像学检查对早期病变的诊断区分度欠佳,导致医师

无法及时为患者选择合理的治疗方案.早期诊断是提高喉癌患者５年生存率的重要手段[１].
随着光谱技术的发展,拉曼光谱以无损、灵敏的分析优势被广泛应用于生物[２Ｇ３]、化学[４]、医学[５]领域.

在肿瘤形成的早期阶段,细胞分子水平上发生的变化,包括核酸成分的增多、蛋白质共价键的破坏和糖原的

大量消耗等[６]难以呈现在医学影像上.作为与分子结构振动谱直接相关的物质分析手段,拉曼光谱可利用

其特性实现对肿瘤的早期筛查及术中监测.近年来,将拉曼光谱技术用于探测乳腺癌[７Ｇ８]、胃癌[９]、皮肤

癌[１０Ｇ１１]等肿瘤分化过程及辅助肿瘤早期诊断已成为国内外研究的热点.
目前,针对喉癌的拉曼光谱研究仍在起步阶段,国内尚无相关研究,国外的少量研究也存在一定的局限

性.Teh等[１２]对２０例正常组织及３０例喉癌组织进行离体拉曼光谱照射,虽然具有一定的喉癌鉴别诊断效

果,但提取拉曼光谱的测量范围被局限于波数为８００~１８００cm－１的“指纹区域”.Lin等[１３]对３９名喉癌患

者的癌变组织进行波数为２８００~３０２０cm－１的高波段拉曼光谱的多点信息收集,在波数为２８４５,２８８０,２９２０,

２９４０cm－１的波段,喉癌组织与癌旁组织有统计学差异.本文采用的新型拉曼光谱仪的波数范围为

４０~４０００cm－１,可在短时间内全面、方便地采集样本的生物信息.完整的光谱范围采集可保存全部拉曼信

号,从而为临床诊断准确度的提高奠定坚实的基础[１４].本文采用新型拉曼光谱仪对５４例喉癌组织标本、５６
例癌旁组织标本进行测定及分析,考察了拉曼光谱对喉癌诊断的准确性及可行性;在此基础上通过整理、总
结繁冗的数据,提取出了可作为临床诊断标准的判别模型.

２　实　　验
收集５４例喉癌组织标本和５６例癌旁组织标本,其中２例喉癌组织样本量少,未收到喉癌组织标本.所

有组织标本均由中南大学湘雅医院耳鼻咽喉头颈外科提供,来自于２０１４年１０月—２０１５年８月在中南大学

湘雅医院耳鼻咽喉头颈外科进行手术的喉癌患者.所有患者均为男性,患者的最大年龄为７６岁,最小年龄

为３８岁,平均年龄为５８．３岁.按照美国癌症联合委员会(AJCC)２０１０年对喉癌的TNM分期标准进行临床

分期:T１ 期１０例,T２ 期１２例,T３ 期１６例,T４ 期８例;所有患者均无远处转移.其中高分化鳞癌１９例,高Ｇ
中分化鳞癌２０例,中分化鳞癌１１例,中Ｇ低分化鳞癌３例,低分化鳞癌１例;８例有颈部淋巴结转移,４６例无

颈部淋巴结转移;声门上型１１例,声门型４２例,声门下型１例.
以上病例的选择同时具备以下４个条件:１)完整的病史、病程记录及手术记录;２)完整的一般检查及专科

检查资料,包括电子纤维喉镜、电子计算机断层扫描、磁共振成像、颈部及腹部彩超、骨扫描及术后病理结果;３)
患者一般情况良好,排除全身其他重大疾病及药物滥用史,术前未进行放化疗等相关治疗;４)患者自愿配合检

查,准许使用其组织样品进行研究并签订知情同意书,向中南大学伦理委员会申请临床实验并获批准.
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２．１　实验方法

２．１．１　样品收集和预处理

术中肿瘤切除后立即取样,各取２份喉癌组织及癌旁组织(与肿瘤边缘距离为５~１０mm的非肿瘤上皮

组织),体积约为５mm３.用生理盐水轻柔地冲洗,以去除血迹及坏死组织,一份样本置于冻存管后立即保

存于液氮中,运送至温度为－８０℃的冰箱中集中保存;另一份样本进行标准的病理诊断:放入体积分数为

１０％的福尔马林固定液中进行固定,经脱水、石蜡包埋、组织切片和染色后,由至少２位副教授级别及以上的

病理医师进行诊断,剔除病理诊断结果不符的样品.光谱测定前将集中保存的样品统一放入温度为－２０℃
的冰箱中解冻１２h,然后置于干冰中运送至拉曼工作平台,样品在同一温度梯度下解冻和切片,以保证厚度

基本一致并且表面平整.将样品标记后置于载玻片上进行拉曼检测.

２．１．２　光谱测定

本实验采用RTSＧHiR型显微共焦拉曼系统,其最大输出功率约为１００mW,光斑直径约为１．１μm,水
平空间分辨率小于１μm,垂直空间分辨率小于２μm,由波长为５３２nm的半导体抽运固体激光器激发.

所有样品均在暗室中由操作熟练、经验丰富的同一技术员进行测定,在每个样品的不同位置取５个点进

行测定,以较好地反映样本的整体情况,将５次测定结果取平均值作为该样本的拉曼光谱测定结果.共获得

５４例喉癌组织及５６例癌旁组织的拉曼测定曲线.

２．２　统计学分析

２．２．１　数据预处理

在样品采集过程中,由于仪器、环境、时空差异引起的样品数值的波动会影响样品分析的精确性和准确

性,因此,要获得生物组织样品纯净的拉曼光谱信号,必须排除外界的干扰光、探测器的随机噪声和荧光背景

信号[１５],这就需要对原始光谱数据进行统一及严格的预处理.利用Origin８．０软件对数据进行基线校正、
平滑化和面积归一化等预处理.

２．２．２　数据分析

利用SPSS２２．０统计软件进行统计学分析,其中,两两比较采用成组t检验,以显著性水平p＜０．０５为

有统计学差异.本实验获得的结果是对应不同波数的光谱强度曲线,虽然它可以提供丰富的信息,但却使数

据的分析工作趋于复杂化.因此,本研究采用主成分分析(PCA)、线性判别分析(LDA)等方法提取分类数

据,并采用受试者工作特征(ROC)曲线法评价所建立的喉癌诊断模型.

３　喉癌组织和癌旁组织的拉曼光谱结果
３．１　平均拉曼光谱的对比分析

图１所示为两组样本预处理后的平均拉曼光谱图.由图１可知,两组样本平均光谱谱线的总体趋势是

一致的,但在波峰高度上存在差异,并且喉癌组的平均拉曼光谱的强度比癌旁组更大.喉癌组存在稳定的拉

曼光谱峰,典型的拉曼光谱峰群主要分布在波数为９３５~１７２５cm－１和２７８０~３２００cm－１处.这说明对应波

数的核酸、氨基酸、脂质、糖原等生化物质的含量有相应的增大和减小,也显示了拉曼光谱作为喉癌诊断手段

的潜力.
为了进一步证实两组样本具有可靠的统计学差异,对两组样本进行t 检验,图２为截取了波数为

６００~３５００cm－１波段的t检验结果.由图２可见:当波数小于６００cm－１时,p 值趋于无穷小,当波数大于

３５００cm－１ 时,p 值 明 显 大 于 ０．０５,并 趋 于 １;在 波 数 为 １５０~１８５９cm－１、１８６４~１８７２cm－１、

１８９０~１８９８．５cm－１、１９００~１９２４cm－１、１９６４~１９６８cm－１、１９９３~１９９８．５cm－１和２０１０．５~３４７６cm－１处,两
组样本有统计学差异(p＜０．０５),其中波数为０~１６７３cm－１和２８５６~３０１１cm－１处有明显的统计学差异

(p＜０．０１).该结果与图１中的平均光谱结果基本一致.
根据图１和图２所示的平均光谱图和t检验结果,提取波数为９３５~１７２５cm－１和２７８０~３２００cm－１的

波段进行进一步的光谱图观察.图３所示为两组样本的平均光谱强度对比和拉曼光谱峰,喉癌组和癌旁组

平均拉曼光谱归一化强度的差异反映了癌旁组织向癌组织转变过程中生化物质组成的改变.
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图１ 喉癌组织和癌旁组织的平均光谱

Fig敭１ Meanspectraoflaryngealcarcinoma

groupandpericarcinousgroup

图２ 喉癌组与癌旁组的成组t检验结果

Fig敭２ Student′stＧtestresultsoflaryngeal
carcinomagroupandpericarcinousgroup

图３ 喉癌组织和癌旁组织在(a)９３５~１７２５cm－１和(b)２７８０~３２００cm－１波数范围的平均光谱

Fig敭３ Meanspectraoflaryngealcarcinomagroupandpericarcinousgroupinwavenumbersof

 a ９３５Ｇ１７２５cm－１and b ２７８０Ｇ３２００cm－１

３．２　拉曼光谱的主成分分析

对测得的拉曼数据进行主成分分析,并计算主成分的累计贡献率和特征值.根据主成分累计贡献率不

小于７０％且特征值不小于１的原则进行t检验,以剔除无统计学意义的值,得到具有显著性差异的３个主成

分,即主成分１、主成分３和主成分４.
图４所示为３个显著主成分的成分矩阵示意图.由图４可知:主成分１较好地体现了波数为

４００~３３００cm－１的光谱数据,且两者之间的相关性较大;主成分３体现了波数大于３３００cm－１的光谱数据;
主成分４主要倾向于提供波数小于４００cm－１的光谱数据的相关信息.

图４ 显著主成分的成分矩阵示意图

Fig敭４ Diagramofsignificantprincipalcomponentmatrix

图５所示为利用显著主成分的成分得分绘制的二维散点图及三维立体散点图,绿色标记均为喉癌组,包
含５４例喉癌数据;蓝色标记均为癌旁组,包含５６例癌旁数据.由图５可知,综合利用３个显著主成分可对

每一例光谱数据数据进行较好地区分.
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图５ 喉癌组与癌旁组显著主成分的散点图

Fig敭５ Scatterdiagramsofsignificantprincipalcomponentsoflaryngealcarcinomagroupandpericarcinousgroup

３．３　拉曼光谱的判别分析

将３个显著性差异主成分作为LDA的输入,计算判别函数系数.由表１可知,所建立的判别函数对样

本的分类具有８０．４％(４５/５６)的特异度和８７．０％(４７/５４)的灵敏度.
表１　喉癌组和癌旁组的LDA结果

Table１　ResultsofLDAinlaryngealcarcinomagroupandpericarcinousgroup

Group Predictivepericarcinousnumber Predictivelaryngealcarcinomanumber Accuracy/％
Pericarcinousgroup ４５ １１ ８０．４

Laryngealcarcinomagroup ７ ４７ ８７．０

　　利用ROC曲线法进一步评估所构建算法的准确性及有效性.ROC曲线以图６所示方法将判别灵敏度

与特异性相结合,可通过综合分析所构建模型中两者的关系来客观评价判别算法的可靠性和实用性.由

图６可知,计算所得曲线下面积(AUC)为０．８７７,表明本实验建立的判别模型有较好的特异度和灵敏度.

图６ 基于PCAＧLDA法构建判别算法的ROC曲线

Fig敭６ ROCcurveofdiscriminantalgorithmbasedonPCAＧLDA
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４　讨　　论
拉曼散射是指一定频率的激光照射样品表面时,光子与物质分子相互作用后产生不同频率的散射光的

现象,在此过程中物质分子发生不同方式和程度的振动并发生能量交换.拉曼散射光与入射光频率的差值

也称为拉曼位移.有研究发现[１６],采用不同频率的入射光照射后产生的拉曼散射光频率也不同,但是同一

种分子的拉曼位移却是一个确定的数值.因此,拉曼位移是代表物质分子固有转动及振动能级性质的特定

物理量.目前,仅依靠医学影像学尚无法发现早期肿瘤,而拉曼光谱技术可通过指纹性识别灵敏地探查物质结

构中的任何微小的变化,包括核酸成分的增多、蛋白质共价键的破坏和糖原的大量消耗等分子水平上的差

异[１７].拉曼光谱是与分子结构振动谱直接相关的物质分析的理想手段,有望实现肿瘤早期筛查及术中监测.
红外光谱是一种灵敏度较高且无损的发射光谱,但是水对红外光具有强烈的吸收性,很难获得高灵敏

度、高分辨率的红外光谱,这大大限制了其在水含量较大的人体组织内的应用,因此红外光谱很难对组织或

细胞进行原位分析[１８].与红外光谱不同的是,拉曼光谱是基于光子非弹性反射理论提出的振动光谱技术,
可反映组织样本的物质组成、分子结构,还可反映不同物质含量的微小变化;另外,水的拉曼作用极其微弱,
这也使得将拉曼光谱应用于内镜下的在体实时探测成为可能.随着光学技术的不断发展,特别是激光和探

测器的更新与研发都使得微弱的拉曼信号显著增强,从而使应用拉曼光谱探究生物信息和肿瘤的发生、发展

成为可能.
通过图１和图２所示的平均拉曼光谱图及t检验结果可以发现,两组样本的总体趋势基本一致,在两组

样本中均可发现相关的拉曼峰,说明两组样本作为喉组织的物质基础是相似的,但光谱强度反映的物质浓度

有明显差异,原因是癌症组织细胞处于快速增殖状态,导致脱氧核糖核酸(DNA)大量复制,蛋白质共价键遭

到破坏,使得喉癌组的信号强度均大于癌旁组的信号强度,并在特定的波段内具有明显的统计学意义.另

外,在提取的波数为９３５~１７２５cm－１和２７８０~３２００cm－１的波段内可观察到大量的拉曼特征峰,且拉曼峰固

定的波段和强度具有一定的重复性.喉癌组织和癌旁组织的拉曼光谱谱峰相对强度的差异反映了癌旁组织

向癌组织转变过程中生化物质组成的变化.
目前,国内外文献在探讨拉曼光谱在生物医学领域的应用时,大多只能将其提供的信息作为统计学数

据,尚未对拉曼光谱特征峰做出完整的归属.deGelder等[１９Ｇ２０]限于当时的拉曼技术,仅总结和分析了拉曼

光谱中 波 数 为 ８００~１８００cm－１ 的 波 段 的 归 属,目 前 尚 无 文 献 进 一 步 报 道 拉 曼 光 谱 高 波 段 区

(２８００~３８００cm－１)的归属.表２所示为拉曼特征峰在波数为９３５~１７２５cm－１的波段内的归属.
表２　喉癌组织主要拉曼光谱峰的归属[１９Ｇ２０]

Table２　AffiliationrelationshipofprimaryRamanbandsinlaryngealcarcinoma

Wavenumber/cm－１ Assignment Correspondingmolecule
９６７ v(C—C)inhelixconformation Phenylalanine
９９８ Vs(C—C)symmetricringbreathing Phenylalanine

１０４２
C—HinＧplanebendingmode

C—Cstretching

Phenylalanine
Phospholipid

１０７１ v(C—N) Protein
１１２３ v(C—N) Protein
１１５８ v(CC)stretching Betacarotene

１１９６
C—C(&C—N)stretching
C—HinＧplanebendingmode

Proteincarotenoid
Tryptophan,phenylalanine,andtyrosine

１２２５ Antisymmetricstretchingmodeofpolynucleotidechain DNA

１２７９
v(C—N)

δ(N—H)
Protein

Phospholipid
１２９９ δ(CH２),CH２deformation Lipid

１３３４
CH３CH２wagging
CHdeformation

Collagen
Proteinandcarbohydrate

１３６９ Adenine,thymine,guanine DNA
１３９２ Unassigned
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续表

Wavenumber/cm－１ Assignment Correspondingmolecule

１４２６ δ(CH２)δ(CH３)
Protein

Phospholipid
Deoxyribose

１４４０
δ(CH２)

CH２CH３deformation
Protein
Collagen

１５２０ —CC— Betacarotenecarotenoid
１５５４ v(CC) TryptophanandporphyrinofproteinamideIII
１５８３ δ(CC) Phenylalanine
１６００ δ(CC) Phenylalanine
１６３７ Unassigned
１６６９ v(CQ) ProteinamideI

　　本实验获得的数据为对应不同波数的光谱强度,它虽然可以提供丰富的信息,但也使数据的分析工作趋

于复杂化.数据量大、数据维度高为数据的进一步提取及分析带来了极大困难.为了充分利用大量繁冗的

数据并精炼出所需的评价体系,可采用降维的方法提取数据.PCA法是一种通过寻找海量数据之间的相互

关系,把多个指标转化为少数几个综合指标的数据分析方法.该方法通过寻找互不相关的原始变量的线性

组合(即主成分)来概括海量数据.LDA法是为了实现提取分类信息和压缩特征空间维数而寻找最佳鉴别

矢量空间的方法,该方法使高维模式样本投影到该空间时具有最佳的可分离性.应用LDA法对数据的分

析构建预测函数,将测试样品代入判别函数后计算判别得分,进而确定样本类型,对比判断此函数的准确度

和灵敏度.应用PCAＧLDA法建立喉癌的诊断模型,利用该模型探查喉癌组织与正常组织的明显差异区域,
可实现有效、准确的分类诊断.光谱中的明显差异区域应与蛋白质、脂质、核酸等特定生化结构的含量改变

相关,这对进一步理解肿瘤分化的生化基础并进一步探究肿瘤对相关治疗的反应都有重要意义.

５　结　　论
利用拉曼技术,结合PCAＧLDA统计学方法建立了判别模型,判别的特异度和灵敏度均大于８０％,这说

明拉曼光谱可为喉癌的发生机制、分子诊断和药物靶向治疗提供新依据.本实验虽然为离体实验,但实验结

果有望为拉曼技术结合内镜系统的实现提供参考,从而为早期喉癌的诊断提供实时、准确、方便的检测方法.
未来的研究方向是在本实验研究的基础上收集样本量更大的数据,以改善拉曼光谱的性能和提高诊断的准

确率,促进拉曼技术与内镜系统的有机结合,实现在体、实时、方便、准确地诊断,从而有效提高喉癌的治愈率

和患者的生存率.
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