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拉曼探头的发展及其生物医学应用
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摘要　在生物医学领域,拉曼光谱学越来越多地应用于目标样本或组织的在体原位无损探测.拉曼探头作为重要

的拉曼检测部件,正朝着多样化和功能化方向发展.拉曼信号本身极其微弱,且易被其他噪声信号干扰,因此拉曼

探头的设计生产要求极高.对现有拉曼探头的设计及构造进行了深入介绍,包括光纤选择、探头顶端设计、过滤

膜/片添加和探头后端优化等;综述了拉曼探头技术在生物医学领域的拓展和应用.其中,拉曼与其他光谱或成像

模式结合的探头应用,给生物医学及临床探测等领域带来了新的活力和广阔的应用前景.
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１　引　　言

拉曼光谱技术是基于拉曼散射效应,对与入射光

频率不同的散射光谱进行分析,将得到的分子振动、
转动信息用于研究分子组成结构的分析技术,在众多

科学领域都有很好的发展和应用.近２０年来,拉曼

光谱技术被用于生物医学方面的研究,尤其是在识别

体液、细胞和组织疾病状态等方面.病变过程中的组

织和细胞的分子组成和结构都会发生一定改变,拉曼

光谱对分子组成及结构的特异性检测能力及其相对

于近红外光谱不受水分影响的优势,使得其在生物医

学方面的应用越来越受关注.将拉曼光谱技术用于

早期预警各种癌症和慢性疾病的可行性被不断验证.
而拉曼探头是将拉曼光谱技术实际应用于临床的重要

媒介,能快速非侵入性检测组织样本,在疾病诊断治疗

及后续监护中发挥重要作用.同时,仪器、光学和生产

技术的不断发展也保障了各种拉曼应用设计的生产,
推动了拉曼光谱技术的普及应用.本文介绍了一般光
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纤拉曼探头的设计及原理,讨论其设计中各要素的选

择及关键因素,概述了各类拉曼探头设计的优缺点及

拉曼探头的发展现状;通过拉曼探头技术的生物医学

拓展联用分析,为拉曼探头的更深入发展和应用做好

技术积累并提供科学思路.

２　拉曼探头结构

拉曼探头由激发光纤和收集光纤构成,其中激

发光纤引导激光至目标区域,再通过收集光纤将拉

曼散射收集传输出来.拉曼探头基础结构简单,但
拉曼信号极其微弱,容易被各种杂散光如瑞利散射、
荧光和非样品拉曼信号等覆盖,需要选择合适的光

纤并优化拉曼探头及配件设计,主要包括光纤选择、
探头顶端设计、添加过滤膜/片和探头后端优化等.
拉曼系统的一般架构如图１所示,分为探头外接、探
头后端和探头前端.

图１ 拉曼探头系统架构示意图

Fig敭１ StructuraldiagramofRamanprobesystem

２．１　光纤选择

Komachi等[１]定义了评估光纤的４个标准:数
值孔径(NA)、拉曼背景(RB)、外径和成本.NA较

大的光纤的拉曼收集效率高,但附着在光纤端面的

干涉滤光片对具有倾斜入射角的光性能显著降低,
导致大量杂散光进入,实际应用中NA的选取需综

合考虑.NA对于光谱仪和光纤耦合效率也很重

要.RB不容忽视,光纤内产生的拉曼噪声如果与

样本信号波段重叠,将严重影响采集信号质量.外

径限制了探头最大直径.探头用于体内探测时往往

放置于内窥镜仪器通道内,使光纤选择受限.成本

对于研究技术的商业化至关重要.

Komachi等[１]描述了收集光纤特性的选择,并
最终选择相同光纤用于激发和收集.Shim等[２]提

出,低 OH 键二氧化硅光纤是拉曼探头的最佳选

择.May等[３]对不同直径光纤做了拉曼检测,光纤

的拉曼背景光谱非常相似,主要来自光纤纤芯,且拉

曼背景信号随着光纤的NA增加而增加,不随纤芯

直径的变化而变化,又因探头的整体直径受限,最后

确认２００μm芯径的光纤最佳.deLima等[４]测试

了不同的光纤组合,较低 NA(０．１２)的激发光纤和

较高NA(０．２２)的收集光纤的组合可以最小化光纤

探头的拉曼背景信号.光纤选择会随光纤生产工艺

的提升不断优化,如 Meksiarun等[５]和 Yamamoto

等[６]将中空光纤(低 NA)运用于探头,其激发区域

小,激发效率提高,且中空光纤几乎不产生拉曼背景

信号.光纤材料的发展也为探头设计提供了更多选

择,Okagbare等[７]提出,使用以聚全氟Ｇ丁烯基乙烯

基醚(Cytop)为纤芯的渐变折射率碳氟光纤,激光

会在光纤中激发 C—F键伸缩振动的拉 曼 信 号

(６９２cm－１ 波 数 处 较 强 峰;１４７４,１５３２,１６３２,

１６６７cm－１波数处较弱峰),实验证明,该方法能够

有效削弱光谱中二氧化硅谱带的干扰.

２．２　探头顶端设计

探头顶端设计关系到激光激发及拉曼散射收集

的光路,对激发和收集效果影响极大,顶端设计要求

减少激光发散,同时保证收集光纤尽量收集来自激

发区域的散射光.目前设计思路有两种,一种是增

加透镜,另一种是将光纤端面斜面切割.透镜相对

容易加工,Motz等[８]在透镜前添加了球透镜,而将

光纤端面斜切对于光纤的加工工艺要求极高.

Stevens等[９]进行了透镜顶端光路分析,如图２
所示,简单描述了探头顶端未处理、斜面处理和加球

透镜三种情况下的光路,可以明显看出,斜面处理和

增加球透镜有利于缩小激发区域,且激发与收集区

域重叠,收集效率提高.Wang等[１０]对探头顶端的

各种设计进行了详细实验比较,包括球透镜与不同

切面光纤(切面角度为０°,５°,１０°,１５°,２０°,２５°)在不
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图２ 光路示意图.(a)平面端面光纤探头;(b)斜面端面

光纤探头;(c)透镜耦合光纤探头[９]

Fig敭２Schematicofopticalpath敭 a Planeendfacefiber

probe  b beveledendfacefiberprobe  c lens

　　　　　coupledfiberprobe ９ 

同间隙(０,３００,６００μm)装配下的光子收集情况,以
及不同探头的实际拉曼检测样品深度.结果显示,
无间隙球透镜耦合２０°切面光纤能有效提高收集效

率和不同深度样本信号的区别度,依此开发了一种

斜面光纤结合球透镜的拉曼探头,用于临床内窥镜

检查期间的体内上皮组织拉曼测量,丰富了内窥镜

检查对上皮组织中早期癌变的体内诊断方法.Mo
等[１１]也持相同观点,前端设计可以增加拉曼检测的

样品深度选择性.

２．３　过滤膜/片

在拉曼检测中,拉曼探头会产生几种杂散信

号,包括光纤拉曼信号、瑞利散射和荧光等.前文

已经提到,低 OH键二氧化硅光纤是拉曼探头的

最佳选择,但仍需要在光纤远端添加带通滤光膜/
片抑制杂散信号,带通滤光膜/片的中心波长为激

光波长.瑞利散射与激光波长相同,且收集光纤

的拉曼信号由激光反射与瑞利散射激发,需要在

收集光纤前端加带阻滤光膜/片,且不能影响有效

拉曼光的通过.Dochow等[１２]和张宇菁等[１３]在收

集路径中加入光纤布拉格光栅(FBG)作为带阻滤

波器,有效减少了拉曼背景噪声.Komachi等[１]提

出了滤光膜/片的选择思路及加工等细节.由于

拉曼位移与激光频率无关,且不同物质产生荧光

的范围不同,可以选择能避开样本荧光带的激发

光,从而避免荧光干扰.

２．４　探头后端优化

探头的后端优化主要是优化收集光纤尾端与光

谱仪的耦合,直接影响拉曼信号传输效率.Huang
等[１４]把收集光纤展开成抛物线弧状再耦合到光谱

仪,取代标准的直线排列.入射在光栅上的斜射线

把狭缝的曲面图像投射到电荷耦合器件(CCD)上,

降低了信噪比(S/N)和系统的光谱分辨率.利用软

件和硬件将CCD像素合并可有限克服该影响,且抛

物线弧的使用可将S/N 提高到纯软件合并的２０
倍.抛物线顶端光纤(校准光纤)不通光,其在CCD
上是一个暗点,可确定光纤竖列在CCD上的成像位

置,测量图像曲率,最后拟合确定收集光纤尾端排列

的抛物线.

３　拉曼探头技术拓展及生物医学应用

３．１　中空光纤探头

拉曼探头最简单直接的应用是检查外露的皮

肤.对于体外的拉曼检测,中空光纤拉曼探头是最

好的选择,中空光纤弯曲性差,不适合在体内应用.
很多学者[５Ｇ６,１５Ｇ１６]将中空光纤用于拉曼探头,其中

Meksiarun等[５]采用８００μm直径熔融石英球透镜

对中空光纤拉曼探头(BHRP)进行了优化,如图３
(a)所示.

此探头主要用于证明拉曼光谱无创定量分析皮

下脂肪分子组成的能力.球透镜使探头可以获取深

层皮肤拉曼光谱.根据射线追踪,其工作距离在空

气中约为４００μm,在水中约为６００μm.图３(b)、
(c)、(d)分别为皮肤光谱、皮下脂肪组织光谱和内脏

脂肪组织光谱.Yamamoto等[６]也采用中空光纤搭

配球透镜的设计,并用于确定样本厚度.

３．２　二氧化硅光纤探头

体内拉曼检测要求拉曼探头本身能够弯曲,低

OH 键 二 氧 化 硅 光 纤 因 此 被 广 泛 采 用.Short
等[１７Ｇ２０],Komachi等[１],Shim等[２],Hattori等[２１]都

采用低OH键二氧化硅光纤,整体光纤布局采用收

集光纤围绕中心激发光纤排列的模式.Short等[１７]

将拉曼探头置于支气管镜的仪器通道,以探究其应

用于肺癌在体诊断的可行性.
该探头如图４所示,共由２７根收集光纤(直径

１００μm)包围中心激发光纤(直径２００μm)组成,
“∗”为用于校准收集光纤尾端按抛物线排列的

５０μm直径光纤位置.在近端,激发和收集光纤被

分离并耦合到包含准直透镜和滤光器的模块.滤波

器由带通滤波器(SemRockLL０１Ｇ７８５)和两个长通

滤波器(SemRockLP０２Ｇ７８５RU和SchottRG７１５)
组成.带通滤波器用于减弱激光器与滤波器模块之

间激光在单根２００μm光纤中产生的噪声、荧光和

拉曼散射.长通滤波器用于阻止７９０nm以下短波

到达光谱仪.LP０２Ｇ７８５RU在激光波长附近具有非

常尖锐的透射截止,但其可透射蓝光.系统会在拉
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图３ 中空光纤探头附加球透镜系统及其结果.(a)示意图和实物图;(b)皮肤的拉曼光谱;

(c)皮下脂肪组织的拉曼光谱;(d)内脏脂肪组织的拉曼光谱[５]

Fig敭３ Hollowopticalfiberprobesystemaddedwithballlensandresults敭 a Schematicandphysicalmap  b Raman

spectrumofskin  c Ramanspectrumofsubcutaneousadiposetissue  d Ramanspectrumofvisceraladiposetissue ５ 

图４ 光纤探头拉曼系统[１７]

Fig敭４ OpticalfiberRamanprobesystem １７ 

曼光谱检测期间进行自发荧光成像,能够使医生始

终看到宽阔的肺部区域.使用RG７１５可以阻止自

发荧光成像系统的蓝光引发二次激发.另一过滤阶

段作用在导管远端,以减少光纤中产生的背景信号.
滤光膜分别由短通和长通干涉涂层蒸发到激发和收

集光纤端面制成.两种涂层都具有在８２０nm左右

的透射截止的特性,有效减少了无用的光纤激发,但
有效拉曼光谱的拉曼位移都在５００cm－１以上.

为减少拉曼信号在光纤导出过程中的损耗,

McGregor等[１８]将收集光纤的尾端,在耦合光谱仪

处按抛物线排列,而非一般工程应用中常用的,如

SMA９０５接口直接耦合.文献[１８]中验证了该拉曼

探头对早期肺癌在体检测的可行性,并在文献[１９]
中将此探头拓展运用于其他种类癌症如肠癌、胃癌

等的在体诊断.文献[２０]中为准确定位拉曼检测区

域,在原系统添加了３根１００μm直径光纤,并耦合

到低功率引导激光器(５３２nm)中.
多收集光纤围绕中心激发光纤的排列方式应

用频繁,但为了能够在血管内进行拉曼检测,Day
等[２２]开发了一种小型双光纤探头,光学布局如图

５所示.其中短通IF１主要用于抑制激发光纤内

产生的拉曼背景信号,长通IF２用于反射激发光并

透过更长波段的光,IF３用于进一步抑制瑞利散

射.该探头已被用于研究切除的组织,初步结果

表明,临床操作时探头可在１~２s内获得光谱.

Almond等[２３]通过配备适当的自聚焦透镜,将其转

变为可接触探头.Day等[２４]提出了一种更简化的

设计思路,使用常规光纤,但缩短光学滤波器与探

头尖端间光纤长度,从而减弱来自光纤的非弹性

散射.这种配置在针孔外部,且具有足够空间放

置高质量市售光学过滤器的光纤探头,不需要在

探头尖端进行光学过滤.此设计降低了探头尖端

的复杂性和成本,为将来用作临床一次性元件提

供了可能.
发展光纤拉曼探头对于生物在体拉曼检测具有

重要的推动作用,如康竞等[２５]利用拉曼光谱诊断喉

癌,推动了光纤拉曼探头的临床应用.

３．３　多模态探头

可将其他光谱或成像技术结合到拉曼探头中进

行多模态生物医学研究,如Dochow等[２６]将拉曼光

谱(RS)和荧光寿命成像(FLIM)结合,设计了一种
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图５ 微型共焦拉曼探头的光学设计[２１]

Fig敭５ OpticaldesignofminiatureconfocalRamanprobe ２１ 

双模态光纤探头.这种多光谱探头能够有效激发和

收集用于FLIM的紫外/可见光波长的荧光寿命信

号,并在近红外中有效激发和收集拉曼光谱,用于实

时拉曼/FLIM.
由图６(a)、(b)可知,探头由２根用于FLIM 的

３００μm 芯径光纤(绿色)、１根用于拉曼散射激发

(红色)和７根拉曼散射收集(蓝色)３００μm芯径光

纤组成.７根收集光纤前有一个环形长通过滤器,
激发光纤前有一个小型带通滤波器.整体FLIM/

Raman设置如图６(c)所示,包括FLIM设置和三通

道波长选择模块(上部)以及拉曼探头外接模块(下
部),三 通 道 波 长 选 择 模 块 包 括 了 光 电 倍 增 管

(PMT).探头本身安装在三维移动平台上,该平台

可将探头定位于单个点,并在样品区域进行受控运

动,通过移动平台x 轴和y 轴进行光栅扫描,最终

组成图像.探头实验使用市售的牛肉和羊肉样品证

明,FLIM和拉曼光谱图像之间具有良好的相关性

和空间重叠.大鼠脑的体内测量也取得了类似结

果.FLIM引导下拉曼光谱的采集也证明了开颅手

术后FLIM引导的拉曼光谱采集能力,进而证明拉

曼多 模 态 探 头 可 以 更 加 快 速 地 检 测 不 同 的

组织类型.
表面增强拉曼散射(SERS)被确立为一种重要

的分析技术,除了常用的拉曼探头,表面增强拉曼探

头也被不断开发.目前,表面增强拉曼探头的设计

有两种:一种是将光纤用于传输激发光和/或用于收

集从外部SERS活性基板产生的拉曼散射光,该设

计中SERS活性基底独立于探针硬件本身制造;另
一种是将金属SERS活性纳米结构直接附着在光纤

远端[２７].Zhu等[２８]使用多模光纤耦合器构建前向

SERS系统,如图７所示.该系统采用７８５nm激光

通过１０倍物镜后被介电激光镜偏转９０°,带通滤波

器(BP)用于消除激发光纤的拉曼散射,节距为１/４
(即０．２５pixel)的自聚焦透镜(GRIN)用于准直输出

光束,使光束聚焦在银纳米活性光纤(AgNRＧAFO)
探针 的 未 涂 覆 端.在 AgNRＧAFO 探 针 后 放 置

７８５nm的光圈系数为f/１．８i的全息超级陷波过滤

器(NF)用以避免激发收集光纤的拉曼信号.另一

个１０倍物镜将SERS信号聚焦到收集光纤并耦合

到光谱仪.

图６ FLIM/Raman设计.(a)FLIM/Raman探头侧面结构示意图;(b)FLIM/Raman探头侧面截面示意图;

(c)FLIM/Raman探头后端连接模块示意图[２６]

Fig敭６ FLIM Ramandesign敭 a StructuraldiagramofFLIM Ramanprobeside  b crossＧsectionaldiagram

ofFLIM Ramanprobeside  c schematicofFLIM RamanprobebackＧendconnectionmodule ２６ 

１１０００５Ｇ５



激 光 与 光 电 子 学 进 展

图７ 前向表面增强拉曼探头系统[２８]

Fig敭７ ForwardsurfaceＧenhancedRamanprobesystem ２８ 

　　除了将FLIM技术与拉曼技术结合、表面增强

拉曼探头开发外,Zhao等[２９]将拉曼光谱技术与低

相干干涉测量(LCI)结合,设计探头用于区分微生

物病原体和提高对耳部感染(OM)的诊断能力.

Camp等[３０]将拉曼光谱技术与核磁共振技术结合,
并应用于化学分析.拉曼探头的组合式发展或多模

态的发展给生物医学甚至其他学科领域的发展带来

了无限活力和远景.

４　结束语

拉曼光谱技术已被证明具有巨大的用于众多临

床分析诊断的潜力,拉曼探头为拉曼光谱技术实际

应用的核心工具.本文综述了现有拉曼探头的设计

及其构造,包括探头材料的选择、探头顶端设计、探
头过滤模块和外接耦合设计.探头结合内窥镜成为

大部分设计的选择,并已经尝试将其他成像模式如

荧光成像等直接耦合到单点拉曼光谱系统.同时也

阐述了表面增强拉曼探头的设计.生物医学及临床

在体拉曼检测需要探头能够实时观察组织,且光谱

信噪比及数据的可重复性是影响探头实际使用的最

重要因素.人体拉曼检测通道或者内窥镜仪器通道

对探头直径的限制均影响拉曼探头检测效果.可视

成像与拉曼检测在某些应用中仍无法兼顾,且拉曼

探头的光过滤模块被有限空间限制,其实际采集光

谱有限,信噪比也需要有更好的提升.因此,拉曼探

头未来仍需要设计创新及提升,将拉曼和荧光等多

种光谱成像方式集成到单个探头是未来发展趋势,
需研发更丰富更优化的拉曼探头来满足各种应用需

求.未来拉曼光谱在在体诊断、手术靶向和治疗监

测等生物医学领域甚至其他学科拥有非常好的应用

前景.
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