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拉曼光谱检测中荧光抑制方法及其应用分析
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摘要　在拉曼光谱分析中,由于样品及污染物等常会产生强的荧光信号,严重影响样品拉曼光谱信号的检测,从而

限制了该项技术的应用.文中综述了各种解决荧光干扰问题方法的原理、实现方式、性能特点,对几种常见的荧光

抑制方法(荧光淬灭法、光漂白法、紫外/红外光激发法、移频激发法、小波变换法)在不同领域的应用进行具体分

析,包括激发波长、荧光来源、荧光信号的变化、荧光抑制效果、对拉曼信号的影响等.不仅展现出每种方法的优

势,也说明了其局限性.
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１　引　　言

拉曼光谱分析技术因具有操作简便、测量时

间短、无损分析等特点而广泛应用于食品安全、化
工生物、医学、珠宝鉴定、环境保护等领域[１].但

是,当激光照射在样品上,除了会产生具有样品信

息的拉曼散射光外,同时也可能会产生比拉曼光

强度大很多的荧光,严重影响拉曼光谱信号的检

测[２].想要得到高质量的拉曼光谱,必须对荧光

进行分析及抑制,这对拉曼光谱分析技术的发展

具有重大意义.
经过不断的研究发展,多种解决拉曼光谱中荧光

干扰问题的方法被提出,包括荧光淬灭法、光漂白法、
紫外/红外光激发法、移频激发(SERDS)法,以及小波

变换法等[３].本文对各种方法的原理及具体应用进

行综述、分析,并对每种方法的优缺点进行总结.
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２　荧光抑制方法及其应用分析

２．１　荧光淬灭法

荧光淬灭法通过向样品中加入荧光淬灭剂,使
样品与淬灭剂分子发生化学反应以降低样品的荧光

强度,达到抑制荧光的目的.荧光淬灭剂一般为卤

素离子、重金属离子、硝基分子,以及硝基化合物、重
氮化合物、羧基和羰基化合物等.

SánchezＧPastor等[４]用５３２nm 的激光器对不

同晶体阶段的钙铀云母群(通式为X２＋(UO２)２(X５＋

O４)２．nH２O)进行拉曼检测.处于X５＋为P,X２＋ 为

Ba２＋阶段,对应的样品成分为 metauranocircite,拉
曼光谱中存在较强的荧光背景,６２７cm－１附近出现

荧光包.处于 X５＋ 为 P,X２＋ 分别为 Cu２＋、Cu２＋/

Ba２＋ 阶 段,对 应 的 样 品 成 分 为 metatorbernite、

barianmetatorbernite,荧光背景较弱,拉曼峰变清

晰.６２７cm－１附近的荧光包基本上被消除,位于该

处的拉曼峰(由(PO４)３－反对称弯曲振动引起)变化

不 大. 这 是 因 为 metatorbernite 和 barian
metatorbernite中含有铜元素,它作为一种常见的

淬灭剂具有良好的荧光淬灭作用,且光谱干扰小[５].

Zheng等[６]用６３３nm的激光器对浓度为２．００×
１０－５mol/L的牛血清蛋白溶液(BSA)进行拉曼检测,
发现拉曼光谱中具有较强的荧光背景,如图１所示.
向BSA中加入浓度为２．５０×１０－６mol/L的金纳米粒

子(AuNCs)后,大部分的荧光背景被消除,拉曼峰基

本不变.在AuNCs的浓度对BSA荧光寿命影响

的研究中,２．００×１０－５mol/L的BSA与浓度分别为

１．００×１０－４mol/L和２．００×１０－４mol/L的AuNCs
相互作用后,其荧光寿命分别从不加淬灭剂时的

７．４３ns下降到６．９３ns和６．４２ns,可见AuNCs对

BSA的荧光淬灭效果会随着淬灭剂浓度的变化而

改变.而位于１６５５cm－１附近酰胺I带的拉曼峰强

度却减弱,这是因为AuNCs与BSA之间发生化学

发应,导致后者荧光寿命减短的同时蛋白质中αＧ螺
旋结构减少,拉曼峰强减弱.另外,AuNCs与BSA
之间会产生疏水力,将破坏BSA的分子结构,导致

其可能具有毒性[７].Amjadi等[８]研究不同尺寸(８,

２０,７５nm)的 AuNCs对氟喹诺酮类药物(达氟沙

星、环丙沙星、诺氟沙星和氧氟沙星)的荧光淬灭作

用,发现 AuNCs的淬灭效率随着尺寸的增大而

提高.

Tatarkovic等[９]用１０６４nm的激光器对人体血

浆样品进行拉曼检测,拉曼光谱受荧光干扰严重.

图１ BSA加入AuNCs前后的拉曼光谱比较

Fig敭１ ComparisonofRamanspectraofBSA
beforeandafteraddingAuNCs

因碘化钠(NaI)具有效率高、无毒、光谱干扰小等优

点,所以选其作为样品的荧光淬灭剂[１０].将１０mg/

１００μL的NaI加入到样品后,约３１％的荧光背景被

消除,拉曼峰基本不变,且样品在整个检测过程中保

持稳定状态.

Ly等[１１]对A５４９癌细胞中１Ｇ芘羧酸(PyC)、１Ｇ
芘乙酸(PyA)和１Ｇ芘丁酸(PyB)进行光谱分析,发
现银纳米粒子(AgNPs)能有效减弱３种芘酸吸附

物的荧光信号,且对PyB的荧光抑制效果最好.
徐涵等[１２]研究比较硝基苯化合物对配位聚合

物１和配位聚合物２的荧光淬灭作用,发现三硝基

苯酚(PA)的荧光淬灭效率最高.配位聚合物１和

配位聚合物２加入５０μmol/L的PA后荧光信号分

别减弱６４．３％,６１．２％.
荧光淬灭法具有成本低、操作简单,且不需要对

拉曼光谱仪进行调整的优点.但是,向样品中加入

淬灭剂,不仅可能会影响样品的拉曼光谱,而且要考

虑到淬灭剂的选取和浓度问题.目前,关于如何选

取淬灭剂并没有统一的指导方案,因此该方法目前

适用面不太广泛.

２．２　光漂白法

光漂白法是指在进行拉曼光谱检测前,用激光

对样品照射一段时间,使样品中的荧光基团与光子

发生作用,导致样品中荧光分子的荧光辐射能力被

破坏,可较大幅度减弱荧光信号,而样品的拉曼谱保

持不变.照射时间范围一般从几秒到几小时.

Schmid等[１３]用 波 长 为 ６３２．８nm,功 率 为

１０mW的激光器对显微镜载物片进行拉曼检测,光
谱中荧光干扰严重,在波数范围为２５０~１０００cm－１

之间干扰尤为突出.他们通过光漂白法对该问题进

行解决,检测前先用激光对样品的同一位置进行一

段时间的照射预处理.照射时间与荧光背景的消除

成正比,一般照射１０min后,荧光背景几乎被完全
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消除.这是因为在强光照射下,荧光化合物吸收辐

射后,经过几个激发Ｇ发射周期会失去荧光性质.实

验还观察到,若将漂白后的样品放在黑暗处,荧光分

子会扩散到先前照射的区域中,经过几个小时后荧

光一般会恢复.因此,光漂白作用受限于被测区域

范围.

Pathem等[１４]用３６５nm的激光器对金纳米阵

列基底上的dihydroazulene(DHA)分子进行拉曼检

测(紫外光源的功率密度恒定为５７０μW/cm２),发
现拉曼光谱中存在较强的荧光背景,如图２所示.
对DHA分别进行５,１５,２５,３５,４５min的强光照射

预处理.照射时间越长,荧光信号越弱,而拉曼峰位

置 基 本 不 变, 同 时 伴 随 着 DHA 向

vinylheptafulvene(VHF)转变产生,且该转变过程

具有可逆性[１５].因此,光漂白法能有效去除样品的

荧光背景,但在照射时间上难以控制,可能会改变样

品的分子结构.
汽车油漆由各种复杂混合物组成,包括颜料、黏

合剂、填充剂、添加剂等,这些物质能产生很强的荧

光效应.Janina等[１６]将光漂白法运用于汽车油漆

的拉曼检测中,当用５１４．５nm的激光器检测时,受
荧光干扰严重.３号固体颜料样品的荧光包严重覆

盖拉曼信号.当激光功率为１５mW,照射时间由

５min变为２１０min时,荧光背景比(光漂白后荧光

信号与初始荧光信号的强度比)从０．４５３下降到

０．０５４(平均值).在照射时间相同的条件下,激光功

率越大,荧光背景比越小.照射时间为１２０min,功
率分别为７．５,１５,７５mW 时,荧光背景比分别为

０．１３,０．０８,０．０１.随着荧光背景信号的减弱,样品中

深紫(PV２３)和酞菁蓝(PB１５)颜料的拉曼峰被识

别[１７].１４号蓝色金属颜料样品的拉曼信号被荧光背

景完全淹没(７５mW),对其进行６０min的强光照射

预处理后,依然存在较强的荧光背景.因此,光漂白

法可以通过分解荧光分子而减少荧光背景来提高测

量灵敏度,使样品成分能够识别.与金属颜料相比,
光漂白法对固态颜料的荧光抑制效果更好.然而,长
时间的强光照射或激光功率太高都可能会烧坏样品,
改变其表面分子结构,而使拉曼谱发生改变[１８].

Golcuk 等[１９] 用 波 长 为 ５３２ nm,功 率 为

１５０mW的激光器对牛骨样品进行拉曼检测,光谱

中荧光干扰严重.通过光漂白法,对样品分别进行

３０,６０,９０,１２０min的强光照射预处理,随着照射时

间的增长,拉曼光谱中荧光背景逐渐减少,拉曼峰变

清晰.照射１２０min时,超过８０％的荧光背景被消

除,９６０cm－１处荧光信号减弱近９０％,此处附近磷

酸ν１ 带对应的拉曼峰变清晰.拉曼谱带位置和强

度经 ２０ min 的 光 漂 白 处 理 后 没 有 显 著 变 化

(＜３％),但如果照射时间过长(＞３０min),会改变

拉曼谱带的形状,所以需要合理控制照射时间.样

品被浸泡过后,荧光团得到补充,光子迁移量降低,
增加了光漂白时间,光漂白速度变慢[２０].因此,光
漂白法抑制干牛骨的荧光效果更好.

图２ DHA在３６５nm紫外激光光源

不同照射时间下的拉曼光谱

Fig敭２ RamanspectraofDHAunder３６５nmultraviolet
lasersourceatdifferentilluminationtime

Kauffman等[２１]用 波 长 为 ５３２nm,功 率 为

１２０mW的激光器对单片FS１ＧNＧ２药物进行检测,
拉曼光谱受荧光干扰严重.荧光主要来源于药片中

片芯和包层的荧光杂质.对样品分别进行３min和

９min的照射预处理,３３３０cm－１处荧光信号对应减

弱近７０％和９０％,而此处片芯的拉曼峰不变.

Darvin等[２２]将光漂白法运用于人体皮肤中类

胡萝卜素含量的拉曼检测中,用波长为４８８nm,功
率密度为５０mW/cm２ 的激光器检测人体皮肤样

品.预照射１min后,拉曼光谱中存在很强的荧光

背景(主要来源于真皮层和角质层);预照射１５min
后,荧光背景强度平均减少３０％,类胡萝卜素在

１５２５cm－１处的信噪比提高约１．２倍,此处附近类胡

萝卜 素 中 C C键 振 动 对 应 的 拉 曼 峰 基 本

不变[２３Ｇ２４].
光漂白法适合在实验室中操作,且操作简单、不

需要改变激光波长、效率高,在一定条件下具有无损

性.但该方法的荧光抑制效果受控于激光器功率,
光漂白作用受限于被测区域范围.若对样品的照射

时间过长,可能会破坏样品的分子结构,导致样品的

变性、热分解等.为了减小样品被破坏的可能性,一
般从较短时间开始照射预处理.

２．３　紫外光激发法

大部分物质在紫外光照射下,所产生的荧光主

０９０００５Ｇ３
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要位于可见光波段,而产生的拉曼散射光主要位于

紫外波段,荧光光谱和拉曼光谱基本不会发生重叠.
且紫外光激发下所产生的拉曼散射强度高,有利于

信号检测与分析.因此,通过紫外光激发法可以避

开荧光干扰,得到信噪比较高的拉曼光谱.

Bulanek等[２５]用５１４．５nm的激光器对脱水SＧ６
催化剂样品进行拉曼检测,光谱受荧光干扰严重,如
图３所示.当３２５nm的激光激发时,大部分的荧

光背景被消除,因此紫外光激发法能有效减弱样品

的荧光背景.该方法的缺点为两种波长的激光被样

品吸收,产生不同的共振增强效应使拉曼谱带有所

差别,一些原有的拉曼峰在３２５nm的激光激发时

减弱甚至消失.

图３ 脱水SＧ６催化剂在５１４．５nm和３２５nm
激光光源照射下的拉曼光谱

Fig敭３ RamanspectraofdehydratedSＧ６sample
at５１４敭５nmand３２５nmexcitation

Ciofini等[２６]将紫外光激发法运用于油画表面

清漆的拉曼检测中.与７８５nm的激光相比,人工

老化的胶粘剂在２１３nm的激光激发下的荧光背景

相对减少.波长为２１３nm时,大部分的荧光背景被

有效减弱和避开,且拉曼信号变化不大.该方法的缺

点是人工老化的达玛胶漆在深紫外光(２６６nm)照射

下部分被氧化,形成新的发色团,使荧光信号增强.
因此,紫外光激发法能有效减弱和避开部分清漆的荧

光背景,但要选择合适的激发波长.

Windisch等[２７]利用深紫外拉曼光谱对钠硼硅

酸盐玻璃的结构和溶解率进行分析.当５１４．５nm
的激光器检测RD６７玻璃粉末时,由于样品中含有

细碎的二氧化硅而产生较强的荧光背景.而当深紫

外波长(２４４nm)的激光激发时,避开了荧光干扰,
光谱质量显著提高.１０６０cm－１处荧光信号减弱近

８０％,此处附近非桥氧(Q３)对应的拉曼峰增强[２８].

Hopkins等[２９]将紫外光激发法运用于食品(玉
米淀粉)和试剂级麻醉样品(盐酸海洛因)的拉曼检

测中.当 ７８５nm 的 激 光 激 发 时,玉 米 淀 粉 在

１６００~２０００cm－１范围内的拉曼信号被荧光背景完

全淹没,盐酸海洛因的拉曼信号也被完全淹没[３０].
而当２６２nm的激光激发时,拉曼光谱中几乎无荧

光背景,拉曼峰全都凸显出来.

Gaft等[３１]将紫外光激发法成功运用于爆炸物

的拉曼检测中.当用波长分别为５３２,３５５,２６６nm
的激光器检测TNT样品时,拉曼光谱中荧光背景

随着波长的减小而越来越弱,而拉曼峰变化不大.
该方法检测爆炸物还具有其他优势.很多爆炸物在

紫外波段具有基本吸收带,会产生共振拉曼效应,使
拉曼信号增强２~４个数量级.与３５５nm的激光

相比,一般２６６nm的激光激发爆炸物的荧光信号

更弱,拉曼信号增强约３倍.因此,用２６６nm的激

光器检测爆炸物能得到高质量的拉曼光谱[３２].
紫外光激发法适用面广,不仅能去除样品的荧

光背景,而且能增强其拉曼信号,提高信噪比.尤其

在深紫外光照射下,拉曼光谱中几乎无荧光背景.
但紫外光照射时,可能会对样品造成损坏,导致其高

分解变质.另外,应用紫外光激发对操作人员要求

较高,成本也高,推广有难度.

２．４　红外光激发法

样品在红外光照射下很少能吸收红外波段的光

子,基态电子很难被激发,样品产生荧光的效率较

低.但拉曼散射光强度与波长的４次方成反比,所
以拉曼散射强度较弱.

Geiman等[３３]通过拉曼光谱和表面增强拉曼

(SERS)技术分析圆珠笔油墨中常见的合成染料成

分,用波长分别为６３３,７８５,１０６４nm的激光器对样

品进行拉曼检测.１０号酸性橙染料的拉曼光谱中,
波长 为 ６３３nm 时,荧 光 干 扰 最 强.而 波 长 为

１０６４nm时,几乎无荧光背景,且拉曼峰基本不变.
因此,红外光激发法能有效减弱染料的荧光背景,提
高其信噪比[３４].

Vítek等[３５]用波长分别为７８５nm,１０６４nm 的

激光器对有机矿物质、化石、毒品、爆炸物等进行拉

曼检测.１０６４nm的激光器检测有机矿物质时,拉
曼光谱中荧光背景较弱,其中,二萜类矿物质和二水

草酸钙的荧光背景几乎完全消除.而在对波罗的海

琥珀的检测中,波长为７８５nm时,一些弱小的拉曼

峰被荧光背景淹没;波长为１０６４nm时,拉曼光谱

中无 荧 光 背 景,拉 曼 峰 变 清 晰.用 ７８５nm 和

１０６４nm的激光检测街头盐酸可卡因样品都能获得

高质量的拉曼光谱,而１０６４nm的激光光源所获得

０９０００５Ｇ４
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的荧光背景更弱,拉曼信号信息相对完整.同样,在
对塞 姆 汀 塑 胶 炸 药 样 品 进 行 检 测 时,当 波 长 为

７８５nm时,荧光背景很强,部分拉曼峰被淹没;而波

长为１０６４nm时,荧光背景大幅度减弱,拉曼峰变

清晰.

Gardner等[３６]将红外光激发法运用于口红[３７]

的拉曼检测中.如图４所示,当用５３２nm的激光

器检 测 兰 蔻 口 红 (LancomeRougeSensations:

Luxe)样品时,大部分拉曼峰被淹没在荧光背景中,
荧光信号在１００~２９００cm－１范围内随拉曼位移的

增大而迅速增强,在２９００~３３００cm－１范围内变化

不大.而用波长为７８０nm的激光激发时,荧光背

景信号很弱,拉曼峰变得清晰.２８００~３０００cm－１

范围内C—H振动对应的拉曼峰凸显出来.

图４ 红外激光法对兰蔻口红的拉曼光谱检测.
(a)５３２nm;(b)７８０nm

Fig敭４ RamanspectradetectionofLancomelipstickby
infraredlightexcitationmethod敭 a ５３２nm  b ７８０nm

Pence等[３８]用波长分别为７８５nm和１０６４nm
的激 光 器 对 乳 房 和 肾 组 织[３９]进 行 拉 曼 检 测.

７８５nm的激光激发时,组织样品的拉曼光谱中存在

较强的荧光背景,尤其是肾组织样品的拉曼信号被

完全淹没;而１０６４nm的激光激发时所获得的荧光

背景较弱,拉曼信号虽有所减弱,但相对完整,信噪

比增高.
毛晓婷[４０]用不同激光光源对猪肉[４１]样品进行

拉曼检测.通过比较５３２nm和７８５nm的两种激

光光源情况下所获得的拉曼光谱,发现当用５３２nm
的激光激发时,拉曼信号被荧光包严重覆盖,影响分

析结果.而用７８５nm的激光激发时,虽然拉曼信

号较弱,但拉曼信息相对完整,酰胺Ⅰ带(１６４５~
１６８５cm－１)的拉曼峰凸显出来.

何欣龙等[４２]采用显微激光拉曼光谱分析技术

对２６种塑钢窗进行检测,发现光源波长为５３２nm
时,拉曼光谱中噪声较大,荧光背景干扰强,大部分

样品没有拉曼峰;光源波长为７８０nm时,拉曼光谱

图像清晰,峰形好,噪声小,荧光背景干扰弱.
红外光激发法能有效减弱样品的荧光信号且破

坏性小.与短波和紫色激光相比,近红外激光能达

到更深的组织穿透深度和更小的光子毒性,更适合

于生物组织分析.但采用此方法所得到的拉曼信号

较弱,不同样品需要经过多次实验才能找到合适激

发波长的激光器检测.

２．５　SERDS法

SERDS法是基于拉曼散射光与荧光在波长性

质上不同而提出的,利用２个波长相差很小的激光

分别照射样品得到２幅原始拉曼光谱图,荧光背景

不随激发波长的细微改变而发生移动,而拉曼峰的

位置却会发生明显变化.将２幅光谱图相减得到差

分光谱,在差分光谱中荧光背景相互抵消,不存在荧

光干扰,得到只包含拉曼信息的数据.最后通过算

法处理可以从差分光谱中恢复出样品的拉曼光谱.

图５ 阿维菌素油和甲醇的混合溶液的

拉曼光谱(体积比为１∶２０)

Fig敭５ Ramanspectraofmixturesolventofavermectin
oilandmethanol volumeratiois１∶２０ 

邹文龙等[４３]提出的多重约束迭代算法能很好

地重构拉曼光谱,解决荧光干扰问题.首先,使用波

长为５３２nm 和５２６．５nm的双波长二极管抽运固

态激光器对阿维菌素油和甲醇的混合溶液(体积比

１∶２０)进 行 拉 曼 检 测,如 图 ５ 所 示,甲 醇 在

１０３７cm－１和１４５３cm－１附近的拉曼峰被荧光背景

淹没.然后,对２幅原拉曼光谱图进行差分处理,采
用多重约束迭代算法对差分光谱进行重构,荧光背

景几乎完全被消除.如图６所示,位于１０３７cm－１

和１４５３cm－１附近的拉曼峰变清晰.但２种激发波

长相差较大时,容易造成拉曼光谱的分辨率随着双

波长光源的波长移动而降低,拉曼峰会出现侧翼调

制问题.而且,当２个相邻拉曼峰的拉曼位移差低

于２００cm－１时,差分光谱将陷入混乱,影响重构

０９０００５Ｇ５
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结果.

daSilvaMartins等[４４]用可调激光器对人的牙

齿(λ＝８３０nm和λ＝８３０．５nm)和皮肤(λ＝７８５nm
和λ＝７８５．５nm)样品进行拉曼检测,荧光干扰严

重.通过SERDS法,荧光背景几乎完全被去除,牙
齿样品在９６１cm－１和１０７１cm－１附近的拉曼峰凸显

出来,皮肤样品在１２００~１５８０cm－１范围内的拉曼

峰也变清晰.

图６ 经多重约束迭代算法重构后的拉曼光谱

Fig敭６ ReconstructedRamanspectrabymultiple
constraintiterativealgorithm

Maiwald等[４５]用波长为７８３．８４nm 的激光检

测聚苯乙烯[４６].样品在环境光的照射下,吸收空气

中的水蒸气产生强的荧光信号,仅９９９cm－１附近的

拉曼峰可见,且信噪比为１１.保持其他参数不变,
将波长设为７８４．４５nm,得到一组新的拉曼光谱.
然后,通 过 SERDS法 将 荧 光 背 景 完 全 去 除,在

６００~１６００cm－１ 之 间 的 拉 曼 峰 凸 显 出 来.

９９９cm－１处的信噪比变为１４０,提高了近１３倍.
周红武[４７]用波长分别为７８０．６nm和７８２．６nm

的激光对罗丹明B(非法食品添加剂)进行拉曼检

测,光谱中存在强烈的荧光背景,严重影响弱小拉曼

峰的识别.对２次测得的光谱进行差分处理,再用

多重约束迭代反卷积算法进行重构,恢复出无荧光

背景的拉曼信号,且拉曼峰不变.同样,用SERDS
法对苏丹红Ⅰ号[４８]、三聚氰胺、乌洛托品等食品添

加剂的光谱进行处理,也能得到无荧光背景的拉曼

光谱.

Bottger等[４９]通过SERDS法分析来自于小行

星“系川”的外星颗粒.用波长分别为４８７．６nm和

４８７．９nm 的 激 光 器 检 测 外 星 颗 粒 (Hayabusa
particle＃６８)时,拉曼光谱中具有很强的荧光背景

(主要源于样品中碳、镁、橄榄石等物质以及环境

光[５０]),荧光信号在５００~３０００cm－１范围内随拉曼

位移的增大而增强,拉曼峰几乎完全被淹没.通过

SERDS法将其荧光背景完全去除,拉曼峰变清晰.
样品中橄榄石成分在９１６cm－１和９５６cm－１附近的

拉曼峰都凸显出来[５１].
王昕等[５２]设计了一套基于SERDS法的拉曼光

谱测试系统,采用波长分别为７８４．７nm和７８５．８nm
的激光器作为激发光源.利用该系统可以有效抑制

某品牌香油的强荧光背景,且对弱小的拉曼峰具有

很好的重构效果.
娄秀 涛 等[５３]用 波 长 分 别 为 ７８３．２nm 和

７８５．７nm的外腔半导体激光器对三环唑样品进行拉

曼检测,拉曼信号被完全淹没在荧光背景中.通过

SERDS法有效抑制了三环唑的荧光背景,使其在

５９６,１３１９,１３７３cm－１处的拉曼峰凸显出来.

SDRDS法消除荧光效果好,但需要复杂的激发

光源,光源波长相差较大会降低分辨率,拉曼峰会出

现侧翼调制的问题.另外,需要设计合适的差分光

谱复原算法,数据处理较复杂.

２．６　小波变换法

小波变换法是一种常见的基于计算机算法处理

的数据处理方法,是空间和频率的局部变换,可通过

伸缩和平移运算对信号进行多尺度细化,达到高频

处用时间细分,低频处用频率细分,能更有效地从光

谱中提取信息.
在原拉曼光谱中,有效的拉曼信号为跨距小、频

率高的部分,而荧光背景信号的特点为慢变性、低频

率.通过小波变换对原拉曼光谱进行分解,当小波

分解达到一定尺度水平时,剩下一些频率较低的信

号成分.这些低频信号为荧光背景部分,将其低频

系数阈值化后去除,再通过算法重构信号得到去除

荧光背景后的拉曼光谱[５４].
古代颜料的拉曼光谱中,荧光信号通常比拉曼

信号 强 几 个 数 量 级,荧 光 干 扰 严 重[５５].Ramos
等[５６]用小波变换法成功去除古代颜料的荧光背景.
首先,用６３２．８nm的激光器对蓝铜矿颜料进行拉曼

检测,荧光干扰严重;然后,用Daubechies１０(Db１０)
小波对拉曼光谱信号进行７尺度小波分解,再对该

层低频系数块阈值化处理后置零,通过逆小波变换

重构信号.结果显示,重构的拉曼光谱中无噪声和

荧光背景,且拉曼峰的形状和位置不变,拉曼信息保

存完好.

Hu等[５７]用小波变换法成功去除恶性胃黏膜组

织样品的荧光背景,主要包括４个步骤:去噪、多级

分解、信号重构和峰值校正.如图７所示,当用

５１４．５nm的激光器检测样品时,荧光信号在６００~
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１８００cm－１范围内随拉曼位移的增大而逐渐增强.
采用混合算法对拉曼光谱信号依次进行去噪(原信

号采用db４小波进行３尺度小波分解)、多级分解

(用db６小波对原信号进行７尺度小波分解)、信号

重构(低频系数置零)和峰值校正.最后,得到噪声

和荧光背景都被去除后的拉曼光谱.

Li等[５８]通过小波变换法从染色牙釉质的偏振

拉曼光谱中成功去除强荧光背景(主要由釉质的染

色造成).当用８３０nm的激光器检测样品时,拉曼

峰几乎完全被淹没.采用 Mallat的金字塔算法消

除强荧光背景,步骤依次为使用软阈值和尺度化噪

声法进行去噪、多级分解和信号重构.此过程选择

db４小波基函数对原信号进行６尺度小波分解[５９].
拉曼光谱经小波变换处理后,几乎无荧光背景,拉曼

峰的位置和形状基本不变.９５９cm－１附近P—O伸

缩振动引起的拉曼峰变清晰.
陈珊[６０]用７８５nm 的激光器对醋酸泼尼松片

(PAT)药品[６１]进行拉曼检测,荧光信号在１０５００~
１２５００cm－１范围内随拉曼位移的增大而逐渐增强.
采用baselineWavelet算法[６２]对PAT的荧光背景

进行消除,该算法是在小波变换的基础上提出的,包
括３个部分:峰位置的确定(基于墨西哥帽母函数)、
峰宽的确定(基于 Haar母函数)和背景拟合.最

后,用原拉曼光谱减去拟合出的背景,得到背景扣除

后的拉曼光谱,且光谱数据中拉曼信息不会丢失.
曹玲燕等[６３]介绍了在线拉曼光谱仪在芳烃PX

装置的使用情况,并针对使用中产生的荧光干扰问

题,提出了基于小波变换的在线拉曼光谱信号预处

理方法.为确定合适的小波基,经过大量试验和综

合考虑比较,最后选用双正交小波bior２．６作为小

波基函数.检测邻二甲苯时,拉曼光谱中存在荧光

干扰.用bior２．６双正交小波对原拉曼光谱信号进

行８层小波分解且低频系数置零,然后重构信号得

到无荧光背景的拉曼光谱.
张延超等[６４]用４０５nm的激光器检测质量分数

为６０％的乙醇时,拉曼光谱中存在较强的荧光背

景.通过小波变换法有效抑制了样品的荧光背景,
拉曼光谱中无荧光干扰现象.

赵艳茹等[６５]用５１４．５nm的激光器检测染病油

菜叶片时,拉曼光谱受荧光干扰严重.通过小波变

换法,用bior２．４双正交小波对拉曼光谱信号进行７
层小波分解后,将低频系数置零,重构信号得到去除

荧光背景后的拉曼光谱.一些弱小的拉曼峰也凸显

出来,尤其是１１８５cm－１处C—N伸缩振动对应的

拉曼峰.

图７ 小波变换法去除恶性胃黏膜组织的荧光背景.
(a)原拉曼光谱;(b)小波去噪后的拉曼光谱;
(c)重构拉曼光谱及其一阶导数曲线;

(d)背景消除后的拉曼光谱

Fig敭７ Fluorescencebackgroundeliminationofmalignant

gastricmucosatissuesbywavelettransform敭 a Original
Ramanspectrum  b waveletdenoisedRamanspectrum 

 c reconstructedRamanspectrumanditsfirstderivativecurve 

 d Ramanspectrumafterbackgroundelimination

小波变换法不需要改变拉曼光谱仪的硬件结

构,能高效去除荧光背景和噪声,提高了光谱数据的

信噪比.但要选择合适的小波基函数、分解尺度、阈
值等参数,才能得到理想的拉曼光谱.此方法已广

泛应用于实际科研项目中,并取得较好的预处理效

果,提高了仪器定性、定量分析的精度.

２．７　其他荧光背景消除方法

偏振调制法是基于拉曼光和荧光的偏振特性不

同而提出的.大多数荧光属于非偏振光,而拉曼光

是部分偏振光,采用偏振斩波器,将光分成两路,一
路进入单色仪作为输入信号,另一路作为参考信号,
利用锁相放大器进行检测,可以充分区分开荧光与

拉曼光.但并不是所有的荧光都是非偏振光,因此

应用范围受到一定限制.
非线性调制法是指当激发光的功率很大时会在

样品中产生一些非线性效应,如反转拉曼效应、反斯

０９０００５Ｇ７
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托克斯散射增强效应、受激拉曼散射效应、拉曼感生

克尔效应等.利用这些非线性效应可提高拉曼光谱

信噪比,使拉曼信号更容易被探测.此方法更适合

快速拉曼成像,但需要更贵更复杂的皮秒或飞秒脉

冲激光器[６６].激发光功率很大时,可能会破坏样品

结构.
门控法是基于拉曼光与荧光的寿命不同而提出

的.拉曼光寿命一般在皮秒量级,而荧光寿命一般

在纳秒量级.当用超快激光激发时,拉曼散射光的

发射在时间上紧随激发光而产生,而荧光的发射在

时间上滞后于拉曼散射光,因此接收器是先接收到

拉曼信号之后才接收到荧光信号.此方法应用广

泛,但随着超快激光、探测器的进一步发展,信噪比

具有很大的提高空间,而且需要先进的设备支持,成
本很高.

SERS法效应是指在激发光区域内,一些粗糙

的金属导体表面或溶液中,由于样品表面或近表面

电磁场的增强,使吸附分子的拉曼散射信号比普通

拉曼散射信号增强的现象.另外,研究表明,在

SERS活性基底表面附近,荧光常常被淬灭.陈李

清[６７]通过改变双金属核Ｇ壳结构纳米颗粒的核Ｇ壳半

径比,实现表面等离激元共振(SPR)吸收强度的改

变,从而使得荧光淬灭效率具有一定的可调控性.

SERS法因具有灵敏度高、原位检测、操作简便等优

点,广泛应用于样品的定量与定性检测中.但也存

在一些缺点,如失去了拉曼光谱非侵入和不接触分

析的优点等.
还有很多其他方法,如基于拉曼光与荧光在波

长性质上的不同而提出的波长调制拉曼光谱法

(WMRS)、差频拉曼光谱法(SSRS),基于计算机算

法处理的求导数法、傅里叶变换法、多项式拟合

法[６８],基于样品的拉曼光和样品装载容器的荧光不

共焦的特点而提出的双轴共焦拉曼检测法[６９]等,也
能实现荧光抑制.

３　结　　论

近些年来,拉曼光谱分析技术因具有速度快、精
度高、操作简便等优点而应用广泛,但荧光干扰问题

是限制拉曼光谱分析技术发展的一个主要障碍.本

文具体分析了荧光淬灭法、光漂白法、紫外/红外光

激发法、移频激发法以及小波变换法在不同领域的

应用,并对各种方法的优缺点进行总结,有利于科研

人员更加清楚地了解各种荧光抑制方法的应用.针

对不同领域的样品,采用更合适的抑制方法以达到

更佳的荧光抑制效果,得到高信噪比的拉曼光谱数

据,进行较准确的定性、定量分析.也可以试着结合

以上２种或多种方法来处理荧光干扰问题,可能会

达到更好的抑制效果.但是,由于技术和实验条件

等各方面的限制,有些样品的荧光抑制效果不理想,
下一步需要寻找新的抑制方法来解决此问题.
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