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非相干拉曼显微技术及其生物医学应用（特邀）
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摘要  拉曼技术具有非侵入、分子指纹、不受水干扰、制样简单、光谱分辨率高等优点，在很多领域都是一种广受欢迎的

研究工具。尤其在生物医学领域，拉曼技术不仅可以本征地捕捉正常生理或病理所携带的不同化学信息，而且该技术适

用于检测各种常见的生物和临床样品（包括细胞、组织、体液和微生物等），目前很多课题组的研究结果都表明拉曼技术

在生物医学领域具有巨大的应用前景。本文首先介绍自发拉曼散射和表面增强拉曼散射的基本工作机理，接着介绍分

析处理拉曼数据（光谱和图像）的步骤和算法，然后简单总结了近年来非相干拉曼显微技术在生物医学上的研究成果，最

后指出拉曼技术目前面临的挑战并展望了其未来可能的发展方向。

关键词  自发拉曼；表面增强拉曼；数据分析；生物医学应用

中图分类号  O436   文献标志码  A DOI： 10.3788/LOP240661

Noncoherent Raman Spectroscopy and Its Biomedical Application (Invited)
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Abstract Raman spectroscopy has the advantages of being noninvasive, fingerprint free, water background free, simple 
sampling preparation, and high spectral resolution; therefore, it has become a popular analytical technique in many 
research fields.  In particular, the Raman spectroscopy can intrinsically capture biochemical information related to normal 
physiology or abnormal pathology in biomedicine.  Additionally, various biological and clinical samples, such as cells, 
tissues, body fluids, and microbiology can be easily studied using the Raman spectroscopy without complex sample 
preparation.  Thus far, the Raman spectroscopy has shown its high potential for biomedical applications.  This review 
mainly includes an introduction to the basic mechanisms of spontaneous Raman and surface-enhanced Raman scatterings, 
followed by a description of the analysis procedures and algorithms for obtaining Raman data (spectral and imaging).  
Further, a brief summary of the applications of noncoherent Raman microscopy in biomedicine in recent years is presented, 
and its current challenges and future directions are discussed.
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1　引 言

拉曼光谱（RS）是一种发生在分子层面的非弹性

散射现象，可以本征地探测到分子的振动指纹信息。

该现象于 1928 年首次在实验中被印度科学家 Raman
等［1］观察到，被命名为“拉曼散射效应”，Raman 也因此

获得 1930 年的诺贝尔物理学奖。此后拉曼技术经过

了一个相对缓慢的发展时期，直到 20 世纪 60 年代激光

器的出现极大地推动了拉曼技术的发展。之后随着高

灵敏探测器、共聚焦显微镜、光纤、计算机等领域相关

技术瓶颈的突破，以及非侵入、分子指纹特征、不受水

干扰、制样简单、易与其他光学技术结合、光谱分辨率

高等特点，拉曼技术逐步成为一种广受欢迎的分析工

具，在诸多研究领域发挥着重要的作用。其中，在生物

医学领域，拉曼技术无需复杂耗时的制样就可以直接

检测各种复杂的生物样品，如细胞、组织、体液、微生物

等，共聚焦拉曼显微镜的问世更是能够帮助获得亚微

米量级细胞器的化学成分分布图像，因此近年来利用
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拉曼技术来解答生物医学问题引起越来越多科学家和

临床医生的关注和研究。

拉曼技术可以分为非相干和相干两大类，前者包

括自发拉曼、表面增强拉曼散射（SERS）和针尖增强拉

曼光谱（TERS），后者主要包括相干反斯托克斯拉曼散

射（CARS）和受激拉曼散射（SRS）。自发拉曼是一种

较为微弱的现象，借助重金属基底实现信号增强的

SERS 技术能达到单分子的检测灵敏度，二者均容易得

到待测样品的全光谱信息并对生物样品的化学成分进

行分析，缺点是成像速度不够快；另一方面，基于非线性

原理的 CARS 和 SRS 更适用于对生物样品的脂质和蛋

白进行快速显微成像，但会丢失其他维度的信息。从

实验系统的角度考量，相干拉曼技术和 TERS 对于实

验设备的要求较高，例如相干拉曼技术不仅需要有高

质量双光束输出的脉冲激光器，而且要搭建较为复杂

的光路来保证不同非线性现象的发生，TERS过于依赖

针尖探头，这些限制也导致了目前在生物医学领域最

主流的拉曼技术仍是自发拉曼和 SERS。

自发拉曼和 SERS 在生物医学领域的应用研究

已有一定的历史，取得的成果在相关外文综述中有详

细记载。 1979 年以来，拉曼显微镜在生物医学中的

研究结果表明其在临床上的巨大应用前景，Antonio
等［2］着重阐述了 2011 年—2013 年间拉曼显微镜在医

学应用的相关研究进展。同年，Opilik 等［3］总结了拉

曼显微镜与相关成像技术的理论及其在石墨烯和生

物细胞学的最新研究工作。为帮助初学者更好地入

门拉曼显微成像的研究领域，Zapata 等［4］以乙酰氨基

酚类药物为例详述了拉曼显微技术的实验条件优化

和数据结果分析的过程。Siraj 等［5］则详述了拉曼光

谱技术与多元回归分析方法的结合在病原体检测方

面的工作，重点介绍了其在模式识别和临床样品分类

中的最新研究与应用前景。此外，中文综述也有关于

拉曼技术在生物医学上的研究工作总结。刘风翔

等［6］介绍了拉曼光谱技术在基于不同临床样本对不

同类型肿瘤早期诊断的应用研究，包括肿瘤组织实

体、组织病理切片、患者血清，以及肿瘤单细胞等样本

和乳腺肿瘤、消化系统肿瘤、皮肤肿瘤，以及脑胶质瘤

等肿瘤。针对体液这一类研究对象，曾琦等［7］详述了拉

曼光谱技术在流体样本上的应用，并简单描述了拉曼

光谱的数据处理。核酸作为生命最基本的遗传物质，

如何对它实现灵敏度高的特异性检测是临床医学研究

的一个重点和难点，对此，田晖艳等［8］综述了非标记和

标记 SERS 技术在核酸检测中的应用。目前的大部分

综述对自发拉曼和 SERS的原理、拉曼光谱数据的处理

与分析，以及其在生物医学中的应用等都有所涉及，但

相关的中文综述不够全面，缺乏从这两种技术的工作

原理到完整的数据处理流程和算法再到各种生物样品

（包括细胞、组织、体液、微生物等）应用的综述工作，这

对于刚入门拉曼生物医学研究领域的科研人员和学生

而言是个亟须填补的空白。

综上考虑，本文对非相干拉曼显微技术（自发拉曼

和 SERS）及其生物医学研究的工作进行系统介绍。

首先阐明技术的工作原理，包括自发拉曼散射的工作

机理、共聚焦拉曼显微镜的工作系统、SERS 的增强机

制及常见的 SERS 基底制备方法；接着系统地分析了

拉曼数据的完整分析流程和常用的具体算法，其中的

重点是如何利用机器学习或深度学习的算法进行特征

提取和模型建立；然后从各种生物样品的角度出发，全

面地介绍了这两种拉曼技术在生物医学领域取得的研

究进展；最后，指出了拉曼技术目前面临的挑战和其未

来潜在的发展方向。

2　基本机理

2. 1　自发拉曼散射

当光照射到物质时，可能会发生吸收、反射、透射、

散射等不同的作用过程。其中，自发拉曼散射可以通

过 诱 导 分 子 极 化 μ ( t ) 来 解 释 ，μ ( t ) 是 入 射 光 场

E in ( t )= E 0 cos (ω 0 t )和具有可变极化率 α ( x)分子的

相互作用结果。α ( x)取决于其分子坐标，通常在平衡

位置附近扩展为泰勒级数：

α ( x)= α0 +
|

|

|
||
|( ∂α

∂x )
x= 0

x ( t )+ … 。 （1）

谐振频率下的原子核振荡运动近似于简谐振荡

x ( t )= x0 cos (ωR t )，因此

μ ( t )= α ( x) E in ( t ) =α0 E 0 cos (ω 0 t )+
1
2

|
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||
|( ∂α

∂x )
x= 0
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1
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|
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x= 0

x 0 E 0 cos (ω 0 + ωR) t， （2）

式中：ω 0 为入射光频率；ωR 为分子共振频率。由式（2）
可知，诱导极化起着散射辐射源的作用，会产生 3 种不

同辐射频率的散射：散射光频率相较于入射光频率 ω 0

没有发生变化的弹性瑞利散射，这一过程中没有发生

能量交换；散射光频率大于入射光频率时称为反斯托

克斯（anti-Stokes）散射 ω 0 + ωR，散射光频率小于入射

光时称为斯托克斯（Stokes）散射 ω 0 - ωR。反斯托克

斯散射和斯托克斯散射被称为拉曼散射，该现象产生

时必须满足 ( ∂α
∂x )

0

≠ 0。从能级角度看，处于基态振动

能级的分子由于吸收了外来光子的能量会跃迁到较高

能量的虚能级，之后在较短的时间内（皮秒量级）从虚

能级跃辐射迁回到低能级，同时产生上述的 3 种情况：

瑞利散射 ω 0、反斯托克斯散射 ω 0 + ωR、斯托克斯散射

ω 0 - ωR，如图 1（a）所示。根据 Boltzmann 分布定律，

常温条件下处于基态的粒子数要远大于处于激发态的

粒子数，因此一般情况下产生斯托克斯信号的概率比

反斯托克斯的大得多［9］，即斯托克斯信号的强度比反

斯托克斯的大，如图 1（b）所示，其中，斯托克斯信号的

强度可以表示为，

IStokes = CNI0 (ω 0 - ωR )4α2， （3）
式中：C为一个常数；N为待测分子的数量或浓度；I0 为

入射光强度；α是分子极化率。

2. 2　共聚焦拉曼显微镜

拉曼光谱技术作为一种常用的光谱检测方法，其工

作系统主要由激光器、样品台、光谱仪等部分组成。值

得一提的是，为了消除瑞利光和其他背景信号的影响，

往往需要在激发光路和收集光路上分别放置对应的滤

光片来选出特定的斯托克斯信号，如图 2（a）所示。

随着技术的不断发展和创新，拉曼光谱和共聚焦

显微成像技术结合的共聚焦拉曼显微镜出现了，其不

仅可以有效地避免杂散光的干扰，而且具有接近衍射

极限的高空间分辨率，特别适用于研究生物样品。如

图 2（b）所示，在共聚焦拉曼显微镜系统中，激光器发

出的光扩束后经过光阑小孔、带通滤波片，以及二向色

镜被高数值孔径的物镜聚焦在样品上，样品发出的拉

曼散射信号被同一物镜收集，随后再次通过二向色镜

和长通滤波片后被传输到光谱仪的入口狭缝处。在共

聚焦成像系统中，激发光路的光阑小孔和收集光路的

光谱仪入口狭缝的共聚焦保证了只有位于焦平面上的

样品信号才能被有效采集，其他非共焦位置产生的散

射信号会被阻挡掉，因此最终获得的图像具有更加清

晰丰富的细节、更高的空间分辨率、更大的信息量。并

且为了能对样品实现全方位的观测和三维重建，通常

需要在扫描过程中沿着载物台的水平或垂直方向移动

激光束或样品。其中，XY平面上的扫描可以获得样

品的二维平面信息，Z轴方向上的扫描则可以提供样

品不同深度的三维结构形貌特征 10。

2. 3　表面增强拉曼散射

2. 3. 1　SERS 的增强机理

自发拉曼是一种比较微弱的现象，每 108个光子中

约有一个光子会发生拉曼散射［11］。为了更好地利用拉

曼技术，往往需要对拉曼信号进行增强。目前较为灵

图 1　（a）瑞利散射和拉曼散射过程的能级结构示意图；（b）瑞利散射和拉曼散射光谱示意图

Fig.  1　(a) Schematic diagram of energy level structures for Rayleigh scattering and Raman scattering processes; (b) schematic diagram 
of Rayleigh scattering and Raman scattering spectra

图 2　（a）手持式拉曼光谱检测系统示意图；（b）共聚焦拉曼显微系统示意图

Fig.  2　(a) Schematic diagram of a handheld Raman spectroscopy detection system; (b) schematic diagram of confocal Raman 
microscopy system
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反斯托克斯的大得多［9］，即斯托克斯信号的强度比反

斯托克斯的大，如图 1（b）所示，其中，斯托克斯信号的

强度可以表示为，

IStokes = CNI0 (ω 0 - ωR )4α2， （3）
式中：C为一个常数；N为待测分子的数量或浓度；I0 为

入射光强度；α是分子极化率。

2. 2　共聚焦拉曼显微镜

拉曼光谱技术作为一种常用的光谱检测方法，其工

作系统主要由激光器、样品台、光谱仪等部分组成。值

得一提的是，为了消除瑞利光和其他背景信号的影响，

往往需要在激发光路和收集光路上分别放置对应的滤

光片来选出特定的斯托克斯信号，如图 2（a）所示。

随着技术的不断发展和创新，拉曼光谱和共聚焦

显微成像技术结合的共聚焦拉曼显微镜出现了，其不

仅可以有效地避免杂散光的干扰，而且具有接近衍射

极限的高空间分辨率，特别适用于研究生物样品。如

图 2（b）所示，在共聚焦拉曼显微镜系统中，激光器发

出的光扩束后经过光阑小孔、带通滤波片，以及二向色

镜被高数值孔径的物镜聚焦在样品上，样品发出的拉

曼散射信号被同一物镜收集，随后再次通过二向色镜

和长通滤波片后被传输到光谱仪的入口狭缝处。在共

聚焦成像系统中，激发光路的光阑小孔和收集光路的

光谱仪入口狭缝的共聚焦保证了只有位于焦平面上的

样品信号才能被有效采集，其他非共焦位置产生的散

射信号会被阻挡掉，因此最终获得的图像具有更加清

晰丰富的细节、更高的空间分辨率、更大的信息量。并

且为了能对样品实现全方位的观测和三维重建，通常

需要在扫描过程中沿着载物台的水平或垂直方向移动

激光束或样品。其中，XY平面上的扫描可以获得样

品的二维平面信息，Z轴方向上的扫描则可以提供样

品不同深度的三维结构形貌特征 10。

2. 3　表面增强拉曼散射

2. 3. 1　SERS 的增强机理

自发拉曼是一种比较微弱的现象，每 108个光子中

约有一个光子会发生拉曼散射［11］。为了更好地利用拉

曼技术，往往需要对拉曼信号进行增强。目前较为灵

图 1　（a）瑞利散射和拉曼散射过程的能级结构示意图；（b）瑞利散射和拉曼散射光谱示意图

Fig.  1　(a) Schematic diagram of energy level structures for Rayleigh scattering and Raman scattering processes; (b) schematic diagram 
of Rayleigh scattering and Raman scattering spectra

图 2　（a）手持式拉曼光谱检测系统示意图；（b）共聚焦拉曼显微系统示意图

Fig.  2　(a) Schematic diagram of a handheld Raman spectroscopy detection system; (b) schematic diagram of confocal Raman 
microscopy system
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敏的拉曼增强技术是 SERS，其借助重金属纳米颗粒

可以将拉曼信号至少提高 106倍［12］，甚至达到单分子的

检测水平。SERS 的增强机制主要包括电场增强和化

学增强，具体的增强原理如下。

2. 3. 1. 1　电场增强

SERS 的电场增强能力依赖于金属纳米颗粒的等

离激元特性［13］。如图 3 所示，当光照射到金属纳米颗

粒表面时，金属表面的大量自由电子会产生集体振荡，

当自由电子的固有振动频率与入射光频率相同时，会

产生局限在金属颗粒表面一定范围内的局域等离子体

共振（LSPR）现象，使得金属纳米颗粒表面的局部电

磁场强度提高约 105~106 倍，这是 SERS 电场增强的

关键。

SERS 的电场增强机理可分为两步，如图 4 所示，

被入射光 ω 0 照射的金属纳米颗粒作为信号接收源，将

入射光远场接收变为近场，形成局部的电场增强

E loc (ω 0 )= G 1E 0，其中，G 1 是近场电场的增强因子，E 0

是入射光 ω 0 的电场强度。增强来自分子的诱导偶极

矩和金属纳米颗粒的偶极矩之间的相互激发，此时金

属纳米颗粒作为辐射发射源，将来自分子的拉曼近场

信号 ωR 转移到容易被探测到的远场，产生被放大的拉

曼信号 E loc (ωR )= G 2E 0，其中，G 2 是远场电场的增强

因子。则 SERS 的整体电场增强同时取决于激发场和

发射场的增强因子，当入射激光的波长接近斯托克斯

拉曼信号，即 G 1 = G 2 时，SERS 的增强因子 G与局域

电场增强的四次方成正比［14］：

G= G 1ω 0G 2ωR =
[ ]E loc( )ω 0

2[ ]E loc( )ωR
2

[ ]E 0 ( )ω 0
2[ ]E 0 ( )ωR

2 ≈

[ ]E loc( )ωR
4

[ ]E 0 ( )ω 0
4 。 （4）

2. 3. 1. 2　化学增强

此外，有研究者提出了基于化学增强的机理来解

释 SERS 的增强效果［15］，如图 5 所示，主要分为 3 种化

学增强的情况，这 3 种机制并非独立存在［16］：

1） 基态化学增强：待测分子和金属纳米颗粒之间

的基态化学相互作用导致的增强，这一种机制认为增

强主要取决于待测分子和金属纳米颗粒的结构和

性质。

2） 激发共振增强：激发光与待测分子的电子跃迁

能量相匹配时才发生的共振增强，拉曼信号的增强与

激发光和待测分子有关，与金属纳米颗粒无关。

3） 电荷转移增强：待测分子与金属纳米颗粒接触

后会形成新的电荷转移激发态，激发光能量与新的电

荷转移激发跃迁能相匹配时，会发生由电荷转移导致

的类共振增强，极化率增大，从而导致拉曼散射截面的

增加，拉曼信号被增强。这一化学增强机制是由于入

射光与金属纳米颗粒及待测分子复合体系间的电荷转

移引起的共振增强，也是最被认可的化学增强机制［17］。

化学增强的增强能力较弱，一般只能把信号提高

102~103倍［18］。

2. 3. 2　SERS 基底

在被证明具有 SERS 效应的金属中，Au、Ag、Cu
是目前广泛用于制备 SERS 基底的金属材料，它们不

仅在可见光区域有很强的共振效应，而且可以较为容

易地找到其对应的激发光源，能满足大多数情况的拉

曼检测。这 3 种材料各有优缺点：Ag 对信号的增强能

力最强，Cu 最弱；在含氧环境中 Au 稳定性最好，其次

是 Ag；但 Au、Ag、Cu 的成本依次减小。SERS 研究的

难点和热点之一，是如何制备出稳定性好和重现性高

的基底，这与基底材料、形貌尺寸、排列方式、制备方法

等因素都密切相关。其中，常见的 SERS 基底制备方

法主要有以下 4 种：

图 3　局域表面等离子体共振［13］

Fig.  3　Localized surface plasmon resonance[13]

图  4　SERS 的电场增强机制［13］

Fig.  4　Electric field enhancement mechanism of SERS[13]

1） 电化学法：将金属基底作为电极，通过改变电

极的电位，使金属电极在氧化还原的循环过程中表面

粗糙化。在氧化过程中，施加氧化电压使金属被氧化

为金属盐；在还原过程中，施加还原电压，被还原的金

属又重新沉积在金属表面，从而获得具有一定粗糙度

的金属，但是由于其表面的形貌不可控，电化学法逐渐

被后续的其他方法替代［19］。

2） 真空蒸镀金属薄膜法：先在目标基底上镀一层

厚度均匀的金属薄膜，随后再进行退火处理，金属薄膜

的厚度以及退火温度等都会影响金属纳米颗粒的粒

径，因此可以获得分布均匀的不同粒径金属纳米颗

粒［20］。需要注意的是，该方法在实验过程中对设备的

控制精度、真空环境等有较高要求［21］。

3） 纳米结构压印法：先在衬底上附上一层聚合物

涂层，随后将带有纳米图案的模板与聚合物涂层接触，

再进行精确压印定型。在一定时间、温度、光照等条件

处理后进行脱模，将模板与聚合物涂层分离，去除多余

的聚合物，再利用刻蚀或者薄膜沉积技术将图案转移

到衬底上。该技术目前具有成本低、效率高、通量高的

优点，且分辨精度已小于 5 nm［22］。

4） 金属溶胶法：将可溶性金属盐通过化学还原法

还原成金属胶体，通过改变不同种类反应物的用量制备

出具有不同结构形貌金属纳米颗粒［23］。金属溶胶法可

以提高 SERS基底的增强效率和均匀性，是最易制备也

是用得最广泛的一类基底，其所需设备简单、操作简便、

金属颗粒形貌和粒径容易控制。目前，金属溶胶法制备

的最受欢迎纳米结构包括棒状、星状以及三角形等具有

更多“热点”的各向异性纳米结构［24］，如图 6所示。

图  5　SERS 的化学增强机制，修改自参考文献［16］。（a）待测分子与金属纳米颗粒的非共振增强，与激发无关；（b）激光能量与待测

分子内的电子跃迁形成的共振增强；（c）光诱导的电荷转移的类共振增强

Fig.  5　Chemical enhancement mechanism of SERS, modified from reference [16].  (a) The non resonant enhancement between the 
tested molecule and metal nanoparticles is independent of excitation; (b) resonance enhancement formed by laser energy and 

electronic transitions within the tested molecule; (c) class resonance enhancement of photo induced charge transfer

图  6　不同几何结构的贵金属纳米颗粒。（a）球形［25］；（b）棒状［26］；（c）三角片［27］；（d）星形［28］；（e）笼［29］；（f）核-壳笼［30］

Fig.  6　Precious metal nanoparticles with different geometric structures.  (a) Spherical[25]; (b) rod-shaped[26]; (c) triangular[27]; (d) star-
shaped[28]; (e) cage[29]; (f) core-shell cage[30]
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1） 电化学法：将金属基底作为电极，通过改变电

极的电位，使金属电极在氧化还原的循环过程中表面

粗糙化。在氧化过程中，施加氧化电压使金属被氧化

为金属盐；在还原过程中，施加还原电压，被还原的金

属又重新沉积在金属表面，从而获得具有一定粗糙度

的金属，但是由于其表面的形貌不可控，电化学法逐渐

被后续的其他方法替代［19］。

2） 真空蒸镀金属薄膜法：先在目标基底上镀一层

厚度均匀的金属薄膜，随后再进行退火处理，金属薄膜

的厚度以及退火温度等都会影响金属纳米颗粒的粒

径，因此可以获得分布均匀的不同粒径金属纳米颗

粒［20］。需要注意的是，该方法在实验过程中对设备的

控制精度、真空环境等有较高要求［21］。

3） 纳米结构压印法：先在衬底上附上一层聚合物

涂层，随后将带有纳米图案的模板与聚合物涂层接触，

再进行精确压印定型。在一定时间、温度、光照等条件

处理后进行脱模，将模板与聚合物涂层分离，去除多余

的聚合物，再利用刻蚀或者薄膜沉积技术将图案转移

到衬底上。该技术目前具有成本低、效率高、通量高的

优点，且分辨精度已小于 5 nm［22］。

4） 金属溶胶法：将可溶性金属盐通过化学还原法

还原成金属胶体，通过改变不同种类反应物的用量制备

出具有不同结构形貌金属纳米颗粒［23］。金属溶胶法可

以提高 SERS基底的增强效率和均匀性，是最易制备也

是用得最广泛的一类基底，其所需设备简单、操作简便、

金属颗粒形貌和粒径容易控制。目前，金属溶胶法制备

的最受欢迎纳米结构包括棒状、星状以及三角形等具有

更多“热点”的各向异性纳米结构［24］，如图 6所示。

图  5　SERS 的化学增强机制，修改自参考文献［16］。（a）待测分子与金属纳米颗粒的非共振增强，与激发无关；（b）激光能量与待测

分子内的电子跃迁形成的共振增强；（c）光诱导的电荷转移的类共振增强

Fig.  5　Chemical enhancement mechanism of SERS, modified from reference [16].  (a) The non resonant enhancement between the 
tested molecule and metal nanoparticles is independent of excitation; (b) resonance enhancement formed by laser energy and 

electronic transitions within the tested molecule; (c) class resonance enhancement of photo induced charge transfer

图  6　不同几何结构的贵金属纳米颗粒。（a）球形［25］；（b）棒状［26］；（c）三角片［27］；（d）星形［28］；（e）笼［29］；（f）核-壳笼［30］

Fig.  6　Precious metal nanoparticles with different geometric structures.  (a) Spherical[25]; (b) rod-shaped[26]; (c) triangular[27]; (d) star-
shaped[28]; (e) cage[29]; (f) core-shell cage[30]
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3　数据处理与分析

从海量繁杂的光谱数据里面提取出有用的信息，

是拉曼技术应用的关键环节。数据处理主要分为预处

理和后处理两部分，预处理主要是对采集到的原始光

谱进行优化校准和提高信噪比，后处理包括对预处理

过的数据进行特征提取和进一步的数据分析，如图 7
所示。

3. 1　光谱的预处理

上文提到，拉曼散射是一种较为微弱的现象，实验

中得到的拉曼光谱容易受到其他因素如宇宙射线、仪

器噪声、荧光背景、基线漂移等的干扰［31］，影响光谱的

质量，降低数据的准确性。因此，不仅需要对原始数据

进行预处理，尽可能剔除干扰信号的影响，还需要通过

后处理提取出数据特征，为后续的进一步数据分析提

供依据。

3. 1. 1　质量控制

数据预处理一般要先对数据集进行质量控制，确

定光谱质量并去除主要的测量误差，选出满足训练要

求的数据集。一方面，来自严重的燃烧效应、器件伪影

或污染等的异常光谱数据在此处会被剔除。另一方

面，对于噪声明显高于平均值且拉曼信号几乎不可见

的光谱，也会作为异常值去除。实际应用中可以通过

同一种方法同时检测出不同类型的异常值，最简单的

方法是基于一个预定义的标记进行阈值化，如马氏距

离、Q 残差等［32］。

马氏距离是一种度量多维数据之间相似度的方

法，通过数据的协方差矩阵，可以消除各个维度之间的

相关性和尺度差异的影响。在数据处理过程中可以用

来检测数据的异常值，即那些与正常数据分布相差较

大的数据点。

Q 残差是一种度量数据在主成分分析（PCA）中的

残差平方和的方法，它反映了数据在主成分子空间

（PCS）之外的变异。Q 残差可以用来检测数据的非线

性变化，即那些与主成分模型不符合的数据点。

3. 1. 2　尖峰校正

尖峰是指在拉曼光谱中突然出现的高强度峰，通

常是由于激光在电荷耦合器件（CCD）等仪器中随机

产生的宇宙射线引起的［33］，在拉曼光谱中表现出随机

分布、高强度、狭窄的特征。由于宇宙射线引起的高强

度尖峰会干扰正常的拉曼光谱，影响拉曼峰的识别和

定量分析［34］，因此在选出符合质量要求的数据集之后，

需要对光谱数据进行尖峰校正。尖峰校正的第一步也

是关键的一步是进行尖峰检测，尖峰检测的最佳方法

是通过多次检测波数轴和测量数据中急剧变化的拉曼

信号来找到尖峰。找到尖峰信号后，有多种方法可以

进行尖峰剔除，如中值滤波法［35］、插值法［36］、小波变

换［37］等，它们主要利用相邻点的平均值或插值来替代

图 7　拉曼光谱数据处理的一般流程

Fig.  7　General process of Raman spectroscopy data processing

尖峰点，或者用该尖峰相同波数处的连续测量值来代

替这个尖峰，从而消除尖峰的影响。

3. 1. 3　波数校正

波数校正的目的是尽可能减小外界环境对不同仪

器或不同条件下测量结果的影响，便于光谱数据的比

较和分析。波数校正可分为相对波数校准和绝对波数

校准，它们都是利用长时间内拉曼峰稳定的标准样品

（例如硅片等）作为参考，测试时通过调整硅片二阶拉

曼峰的波数位置，使其与标准波数位置（约 521 cm−1）

一致，来保证检测系统波数的校准。其中：相对波数校

准是将标准样品的参考波数设置为零，对其他点的波

数相对于这个参考点进行标定，主要是用于比较不同

实验条件下不同样品之间的光谱；绝对波数校准使用

已知波数的标准样品来确定每一个点的绝对波数值，

主要用于精确的定量分析［38］。波数校正应该在尖峰去

除之后进行，否则尖峰变宽，这将会使得它们更难

去除。

3. 1. 4　强度校准

强度校准的目的在于确保光谱强度的准确性和可

比性，因为在实际测量中，不同仪器、不同测量条件，以

及不同样品都可能导致光谱强度变化，所以需要进行

强度校准以消除这些差异，通常是通过测量标准光源

确定光谱仪在不同波长处的响应，建立校准曲线或校

准系数来对样品完成强度校准［39］。强度校准并不能完

全达到消除光谱强度变化的目的。一方面，有些仪器

相关的光谱变化可能在校准之后依然残留，另一方面，

光谱变化还可能受到其他因素的影响，如样品的重复

性和稳定性等。这些因素导致的光谱变化也无法通过

强度校准来消除。

强度校准一般不需要经常进行，然而，如果出现以

下情况，则要考虑进行强度校准：1）要进行峰值对比；

2）强度响应曲线不光滑，在测量的拉曼光谱中引入了

假带或改变了拉曼光谱的形状；3）需要进行不同仪器

的光谱数据分析。

3. 1. 5　基线校正

基线通常是由于荧光或其他散射现象的背景引起

的光谱线型变化，往往会掩盖或扭曲光谱的真实分布，

影响对信号峰的识别和分析，因此需要利用底物信息

去除背景信号的影响，复原与待测样品有关的光谱原

始分布，突出待测样品的特征信息。可用于基线校正

的方法有很多，主要是通过对光谱数据进行拟合或变

换，消除基线的偏移或形变，具体算法包括多项式拟合

法［40］、小波变换法［41］、扩展反向信号校正［42］和正交信号

校正［43］等，这些方法具有使用方便、无需调节仪器等优

点，并且在大部分情况下效果良好。然而，当荧光信号

过强，无法通过数学方法消除时，就需要优化检测仪器

后再进行光谱的采集。优化的方法包括时间门控拉曼

光谱［44］、调制拉曼光谱［45］，以及位移激发拉曼差分光

谱［46］等。

3. 1. 6　平滑化

平滑化是指对光谱数据进行平滑处理，增强信号

的连续性和平滑性，提高信噪比。Savitzky-Golay（S-

G）法是常用的平滑化方法［47］，通过对光谱数据进行加

权平均或滤波处理，去除高频噪声，保留低频信号，但

S-G 法在光谱测量中会引起光谱数据的畸变，导致原

本光谱中的重要信息被“平滑化”，所以在使用 S-G 法

时需要仔细选择参数，使得光谱测量中的噪声不被放

大，原始信号不会失真。

平滑化可以去除光谱中混杂的背景噪声，但同时

也会弱化光谱本身的数据特征，与原始测量数据相比，

因为没有考虑到相关噪声，大多数多变量技术在平滑

后的效果可能更差，所以平滑化不是光谱数据处理中

的必要步骤。平滑化通常和基线校准同步进行，完成

平滑化后也可以对光谱进行截断处理，即将光谱中不

需要的波数范围去除，可以减少后续数据处理的工

作量［48］。

3. 1. 7　归一化

归一化的目的是消除由于样品数量、形状、表面粗

糙度等因素引起的光谱强度的波动变化，这是一种粗

略的特征提取方法。归一化的主要实现方法是对光谱

数据进行缩放或变换，突出待测样品的拉曼信号特征。

常用的归一化方法包括最大‒最小归一化、0‒1 归一

化、矢量归一化、标准峰归一化等。归一化一般在基线

校正之后进行，作为数据预处理的最后一个步骤。

需要注意的是，预处理的各个步骤是相互影响的，

整个预处理过程是作为一个整体进行的，没有标准化

的预处理流程。不同的目的应采用不同的处理顺序，

往往需要根据后一步骤的反馈来调整前一步的预处理

步骤和算法选择。

3. 2　数据后处理

数据后处理是为了从预处理过的光谱数据中提取

有用的信息，建立分类或回归模型，为进一步的定性或

定量分析提供依据。光谱数据后处理通常包括特征提

取和模型建立，其中，特征提取又包括特征构建和特征

选择，而模型建立则是根据所提取的数据特征将原始

数据通过建模的方法达到分析目的。数据后处理的具

体实现可以借鉴机器学习或深度学习的相关算法，因

为这两类算法在处理复杂、非线性、高维数据方面表现

出色，能够从大量数据中学习特征，提高光谱数据的分

析和解释能力。

3. 2. 1　特征提取

特征提取往往需要对光谱数据进行变换或运算，

将原始光谱数据转换成新的低维空间坐标表示的新光

谱数据，得到具有物理或化学意义的特征向量，提取出

有用信息，去除冗余的信息，提高信噪比，可视化光谱

数据，为后续的数据处理提供更简单有效的输入。特

征提取首先要构建合适的特征，并通过特征的选取实

现对光谱的降维和变换。常用的特征提取方法有主成
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尖峰点，或者用该尖峰相同波数处的连续测量值来代

替这个尖峰，从而消除尖峰的影响。

3. 1. 3　波数校正

波数校正的目的是尽可能减小外界环境对不同仪

器或不同条件下测量结果的影响，便于光谱数据的比

较和分析。波数校正可分为相对波数校准和绝对波数

校准，它们都是利用长时间内拉曼峰稳定的标准样品

（例如硅片等）作为参考，测试时通过调整硅片二阶拉

曼峰的波数位置，使其与标准波数位置（约 521 cm−1）

一致，来保证检测系统波数的校准。其中：相对波数校

准是将标准样品的参考波数设置为零，对其他点的波

数相对于这个参考点进行标定，主要是用于比较不同

实验条件下不同样品之间的光谱；绝对波数校准使用

已知波数的标准样品来确定每一个点的绝对波数值，

主要用于精确的定量分析［38］。波数校正应该在尖峰去

除之后进行，否则尖峰变宽，这将会使得它们更难

去除。

3. 1. 4　强度校准

强度校准的目的在于确保光谱强度的准确性和可

比性，因为在实际测量中，不同仪器、不同测量条件，以

及不同样品都可能导致光谱强度变化，所以需要进行

强度校准以消除这些差异，通常是通过测量标准光源

确定光谱仪在不同波长处的响应，建立校准曲线或校

准系数来对样品完成强度校准［39］。强度校准并不能完

全达到消除光谱强度变化的目的。一方面，有些仪器

相关的光谱变化可能在校准之后依然残留，另一方面，

光谱变化还可能受到其他因素的影响，如样品的重复

性和稳定性等。这些因素导致的光谱变化也无法通过

强度校准来消除。

强度校准一般不需要经常进行，然而，如果出现以

下情况，则要考虑进行强度校准：1）要进行峰值对比；

2）强度响应曲线不光滑，在测量的拉曼光谱中引入了

假带或改变了拉曼光谱的形状；3）需要进行不同仪器

的光谱数据分析。

3. 1. 5　基线校正

基线通常是由于荧光或其他散射现象的背景引起

的光谱线型变化，往往会掩盖或扭曲光谱的真实分布，

影响对信号峰的识别和分析，因此需要利用底物信息

去除背景信号的影响，复原与待测样品有关的光谱原

始分布，突出待测样品的特征信息。可用于基线校正

的方法有很多，主要是通过对光谱数据进行拟合或变

换，消除基线的偏移或形变，具体算法包括多项式拟合

法［40］、小波变换法［41］、扩展反向信号校正［42］和正交信号

校正［43］等，这些方法具有使用方便、无需调节仪器等优

点，并且在大部分情况下效果良好。然而，当荧光信号

过强，无法通过数学方法消除时，就需要优化检测仪器

后再进行光谱的采集。优化的方法包括时间门控拉曼

光谱［44］、调制拉曼光谱［45］，以及位移激发拉曼差分光

谱［46］等。

3. 1. 6　平滑化

平滑化是指对光谱数据进行平滑处理，增强信号

的连续性和平滑性，提高信噪比。Savitzky-Golay（S-

G）法是常用的平滑化方法［47］，通过对光谱数据进行加

权平均或滤波处理，去除高频噪声，保留低频信号，但

S-G 法在光谱测量中会引起光谱数据的畸变，导致原

本光谱中的重要信息被“平滑化”，所以在使用 S-G 法

时需要仔细选择参数，使得光谱测量中的噪声不被放

大，原始信号不会失真。

平滑化可以去除光谱中混杂的背景噪声，但同时

也会弱化光谱本身的数据特征，与原始测量数据相比，

因为没有考虑到相关噪声，大多数多变量技术在平滑

后的效果可能更差，所以平滑化不是光谱数据处理中

的必要步骤。平滑化通常和基线校准同步进行，完成

平滑化后也可以对光谱进行截断处理，即将光谱中不

需要的波数范围去除，可以减少后续数据处理的工

作量［48］。

3. 1. 7　归一化

归一化的目的是消除由于样品数量、形状、表面粗

糙度等因素引起的光谱强度的波动变化，这是一种粗

略的特征提取方法。归一化的主要实现方法是对光谱

数据进行缩放或变换，突出待测样品的拉曼信号特征。

常用的归一化方法包括最大‒最小归一化、0‒1 归一

化、矢量归一化、标准峰归一化等。归一化一般在基线

校正之后进行，作为数据预处理的最后一个步骤。

需要注意的是，预处理的各个步骤是相互影响的，

整个预处理过程是作为一个整体进行的，没有标准化

的预处理流程。不同的目的应采用不同的处理顺序，

往往需要根据后一步骤的反馈来调整前一步的预处理

步骤和算法选择。

3. 2　数据后处理

数据后处理是为了从预处理过的光谱数据中提取

有用的信息，建立分类或回归模型，为进一步的定性或

定量分析提供依据。光谱数据后处理通常包括特征提

取和模型建立，其中，特征提取又包括特征构建和特征

选择，而模型建立则是根据所提取的数据特征将原始

数据通过建模的方法达到分析目的。数据后处理的具

体实现可以借鉴机器学习或深度学习的相关算法，因

为这两类算法在处理复杂、非线性、高维数据方面表现

出色，能够从大量数据中学习特征，提高光谱数据的分

析和解释能力。

3. 2. 1　特征提取

特征提取往往需要对光谱数据进行变换或运算，

将原始光谱数据转换成新的低维空间坐标表示的新光

谱数据，得到具有物理或化学意义的特征向量，提取出

有用信息，去除冗余的信息，提高信噪比，可视化光谱

数据，为后续的数据处理提供更简单有效的输入。特

征提取首先要构建合适的特征，并通过特征的选取实

现对光谱的降维和变换。常用的特征提取方法有主成
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分分析（PCA）、偏最小二乘法（PLS）、线性判别分析

（LDA）等［49］。

PCA 是一种无监督方法，用方差来衡量数据的差

异性，并将差异性较大的高维数据投影到低维空间中

进行表示。PCA 可以用来探索光谱数据的结构，发现

数据的潜在模式，识别数据的异常点，简化数据的复杂

性，为后续的分析提供基础［50］。

PLS 是一种有监督的多元回归方法［51］，用于处理

多个自变量与一个或多个因变量之间的关系，主要用

在存在高度共线性和维度高于样本数量的数据集以及

需要处理多个因变量的情况中。PLS 通过最大协方差

来构建多个相关因子，然后利用这些因子进行回归分

析。与 PCA 类似，PLS 也是一种线性降维的方法，其

不仅考虑了自变量的方差，还考虑了与因变量之间的

相关性［49］。通过最大化自变量和因变量之间的协方

差，PLS 提取出最具预测能力的维度来建立回归模型。

与传统的多元回归方法相比，PLS 能够在降低维度的

同时保留最多的信息。

LDA 属于有监督算法，可以将高维的光谱数据转

化为低维的判别向量，最大化数据类间方差的同时最

小化数据的类内方差，主要用于在高维数据中找到最

具判别能力的低维表示。LDA 可以有效地提高分类

的准确性，并帮助解决维度灾难的问题。值得注意的

是，区别于 PCA，LDA 是一种有监督学习方法，因此需

要借助类别信息来进行降维，但如果采集到的光谱数

量不够，则可能会出现过拟合现象。

3. 2. 2　模型的建立和评价

模型的建立需要对光谱数据进行划分，以此获得

用于建立模型的训练集和用于模型测试评价的验证

集，随后通过选择合适的机器学习或深度学习算法进

行多次迭代，得到最优的模型完成后续的数据处理。

为了提高统计模型的鲁棒性，在模型建立的时候往往

要进行评价和优化，常见的评价优化方法包括交叉验

证（CV）［52］、学习曲线法［53］等。

交叉验证对原始数据进行不同的训练集和验证集

分离，并进行多次迭代，最终选出最优的参数完成建

模，避免模型的过拟合或欠拟合，得到稳定性和可重复

性都高的统计模型。交叉验证评价的优点是能够充分

利用数据，避免数据划分的偶然性，提高模型的泛化能

力，缺点是计算量较大。

学习曲线法通过观察不同训练集大小对模型性能

的影响，来判断模型是否存在欠拟合或过拟合的问题。

学习曲线法可以绘制出训练集和验证集的误差随着训

练集大小变化而变化的曲线，从而分析模型的偏差和

方差。学习曲线法的一般步骤如下：1）将数据集划分

为训练集和验证集；2）从训练集中选取不同大小的子

集，对模型进行训练，并计算训练误差和验证误差；

3）绘制训练误差和验证误差随着训练集大小变化而变

化的曲线，分析曲线的趋势和收敛情况；4）根据曲线的

形状，判断模型是否存在欠拟合或过拟合的问题，以及

是否需要增加或减少训练数据。

3. 2. 3　机器学习

机器学习通过让计算机从数据中学习规律或模

式，从而实现分类、回归、聚类、降维等目的，具体流程

如图 8 所示［54］。根据是否需要数据的标签，机器学习

可以分为监督学习、无监督学习和半监督学习等 3 种

类型［11］。有监督算法与无监督算法的主要区别在于是

否需要人工对训练集样本的标签进行干预；半监督学

习则利用少量的标签数据和大量的无标签数据进行学

习。适用于拉曼光谱的机器学习算法包括支持向量机

法（SVM）、K近邻算法（KNN）等［55-57］。

SVM 是一种用于分类和回归的算法［58］，其基本思

想是将光谱数据（X）和类别标签（Y）之间的非线性关

系转化为高维特征空间中的线性关系，通过寻找最优

图 8　机器学习的工作流程［54］

Fig.  8　Workflow of machine learning[54]

的超平面来进行分类，该超平面可以将不同类别的样

本点尽可能地分开，并保持与最近距离训练样本的最

大间隔。SVM 可以用来进行光谱数据的定性分析，识

别样品的类型、来源、状态等。

KNN 是一种概念简单的分类方法，可以有效地

处理低维问题，但需要进行仔细的有限元分析来减

少分类前的变量数。KNN 模型中，唯一的可调节参

数 K用于确定类别归属时考虑的最邻近点数量，模

型的效果在很大程度上取决于 K值的选择［59］。KNN
分类根据数据的相似性进行划分，不依赖于任何预

先建立的模型，适用于对数据的分布情况不清楚或

无法获取的情况。

机器学习算法通常需要手动提取光谱数据中峰的

位置、强度、形状等特征，需要一定的专业知识，其模型

相对简单，计算资源需求相对较低，模型更容易理解和

解释，更适用于数据特征明显、维度较低的情况。

3. 2. 4　深度学习

深度学习属于复杂的机器学习算法，是近年来一

个崭新的研究方向，其在图像识别和语音方面的效果

远超传统的机器学习算法，解决了很多复杂的模式识

别难题，其中，最常被研究的算法当属神经网络。神经

网络可以用很少或没有特征的输入来表达目标空间的

复杂映射关系，这里介绍 3 种常用的神经网络模型，如

图 9 所示［60］。

多层感知器（MLP），是深度学习中最简单的一种

架构，一组输入映射一组输出，可以看作是一个由多个

节点层组成的每一层都全连接到下一层的有向图，属

于前向结构的人工神经网络。除了输入节点，其他每

个节点都是一个带有非线性激活函数的神经元。

MLP 可以用于从光谱数据中提取特征，建立样品的分

类或回归模型，预测样品的类别或属性。其优点是能

够逼近任意复杂的函数，适用于高维和非线性的数据，

缺点则是需要大量的训练数据，容易出现过拟合和局

部最优的问题，且模型的可解释性较差。

卷积神经网络（CNN）是深度学习中最常见的算

法，如图 9（b）所示，其主要组成部分包括输入层、卷积

层、池化层、全连接层和输出层［61］。CNN 只需训练小

规模的核，然后通过稀疏连接和权值共享的方式来处

理多维数据，可以有效降低参数的规模，提高训练速

度。CNN 具有自动特征提取、局部连接、参数共享、空

间不变性、多任务学习等优点，特别适用于处理图像数

据，其缺点为对计算资源需求高、数据需求量大、过拟

图 9　3 种常见的神经网络模型。（a）多层感知器、卷积神经网络和深度张量神经网络［60］；（b）卷积神经网络的组成［61］

Fig.  9　Three common neural network models.  (a) Multilayer perceptrons, convolutional neural networks, and deep tensor neural 
networks[60]; (b) composition of convolutional neural network[61]
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的超平面来进行分类，该超平面可以将不同类别的样

本点尽可能地分开，并保持与最近距离训练样本的最

大间隔。SVM 可以用来进行光谱数据的定性分析，识

别样品的类型、来源、状态等。

KNN 是一种概念简单的分类方法，可以有效地

处理低维问题，但需要进行仔细的有限元分析来减

少分类前的变量数。KNN 模型中，唯一的可调节参

数 K用于确定类别归属时考虑的最邻近点数量，模

型的效果在很大程度上取决于 K值的选择［59］。KNN
分类根据数据的相似性进行划分，不依赖于任何预

先建立的模型，适用于对数据的分布情况不清楚或

无法获取的情况。

机器学习算法通常需要手动提取光谱数据中峰的

位置、强度、形状等特征，需要一定的专业知识，其模型

相对简单，计算资源需求相对较低，模型更容易理解和

解释，更适用于数据特征明显、维度较低的情况。

3. 2. 4　深度学习

深度学习属于复杂的机器学习算法，是近年来一

个崭新的研究方向，其在图像识别和语音方面的效果

远超传统的机器学习算法，解决了很多复杂的模式识

别难题，其中，最常被研究的算法当属神经网络。神经

网络可以用很少或没有特征的输入来表达目标空间的

复杂映射关系，这里介绍 3 种常用的神经网络模型，如

图 9 所示［60］。

多层感知器（MLP），是深度学习中最简单的一种

架构，一组输入映射一组输出，可以看作是一个由多个

节点层组成的每一层都全连接到下一层的有向图，属

于前向结构的人工神经网络。除了输入节点，其他每

个节点都是一个带有非线性激活函数的神经元。

MLP 可以用于从光谱数据中提取特征，建立样品的分

类或回归模型，预测样品的类别或属性。其优点是能

够逼近任意复杂的函数，适用于高维和非线性的数据，

缺点则是需要大量的训练数据，容易出现过拟合和局

部最优的问题，且模型的可解释性较差。

卷积神经网络（CNN）是深度学习中最常见的算

法，如图 9（b）所示，其主要组成部分包括输入层、卷积

层、池化层、全连接层和输出层［61］。CNN 只需训练小

规模的核，然后通过稀疏连接和权值共享的方式来处

理多维数据，可以有效降低参数的规模，提高训练速

度。CNN 具有自动特征提取、局部连接、参数共享、空

间不变性、多任务学习等优点，特别适用于处理图像数

据，其缺点为对计算资源需求高、数据需求量大、过拟

图 9　3 种常见的神经网络模型。（a）多层感知器、卷积神经网络和深度张量神经网络［60］；（b）卷积神经网络的组成［61］

Fig.  9　Three common neural network models.  (a) Multilayer perceptrons, convolutional neural networks, and deep tensor neural 
networks[60]; (b) composition of convolutional neural network[61]
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合风险高、模型解释性差等、调参复杂等。尽管存在以

上缺点，CNN 因在多种任务中表现出的卓越性能，已

经成为深度学习领域的重要算法。

深度张量神经网络（DTNN）是一种基于张量网络

的深度学习模型，能有效处理高维和非线性的数据，将

一个高阶张量分解为多个低阶张量的缩并，从而降低

数据的复杂度和冗余度，提取数据的特征。DTNN 的

优点是能够适应不同类型和来源的数据，且具有较好

的精度和效率；缺点与 MLP 类似，需要大量的训练数

据，容易出现过拟合和局部最优的问题，且模型的可解

释性较差。

相较于机器学习，深度学习模型更为复杂，并能够

自主学习数据特征，无需手动提取。在处理复杂、高

维，且存在非线性关系的数据时，深度学习会更为有

效，对计算资源的需求也相对较高。

深度学习是实现人工智能（AI）的一种强大方法，

通过模拟神经网络的结构和学习方式，实现对大规模

复杂数据的高效处理和学习。利用人工智能算法处理

拉曼光谱数据时，使用卷积神经网络或其他特征提取

模型作为前处理步骤，将从拉曼光谱数据中提取的特

征输入到 Transformer 或循环神经网络（RNN）中进行

进一步的建模。未来，可以尝试将多个网络结构集成

在一起，获得更好的性能。

拉曼光谱数据可以看作是一系列波长上的强度

值，每个波长都可以作为序列中的一个位置，因此

RNN 和 Transformer 等序列模型也非常适合处理拉曼

光谱数据，因为它们能够捕捉序列中的长距离依赖

关系。

RNN 是一类专门用于处理序列数据的神经网络

架构。相比于传统的神经网络，RNN 引入了循环连

接，允许信息在网络中传递并保持状态。RNN 的主要

特征是在网络的隐藏层之间添加了循环连接，使得网

络在处理序列数据时能够保留先前时间步的信息。但

RNN 在处理长序列时容易遇到梯度消失问题，即在反

向传播过程中，梯度逐渐减小，导致难以学习到远距离

依赖关系。

Transformer 引入了自注意力机制，允许模型在

处理序列数据时同时关注输入序列中的所有位置，

提高了模型的并行性［62］。Transformer 中的每个注意

力机制被分为多个头，允许模型学习多个不同的注

意力权重，从而允许模型根据输入序列中不同位置

的重要性动态地分配注意力权重，而在 RNN 的循环

连接中，权重是共享的，即在每个时间使用相同的

权重。

4　非相干拉曼显微技术的生物医学
应用
正常生理或病理情况下生物分子携带不一样的化

学信息，这些信息的差异性可以被拉曼光谱本征地捕

获，此外，拉曼技术适用于不同的生物样品，例如细胞、

组织、体液和微生物等。近年来的研究表明，非相干拉

曼显微技术在生物医学上表现出巨大的应用前景。

4. 1　细胞层面的应用

研究不同细胞状态下的拉曼显微光谱有助于加

深我们对许多生理或病理过程的认识。根据检测方

式的不同，细胞的拉曼检测可分为静态和动态两种。

静态检测主要研究细胞的识别和分类，动态检测的重

点则是监测细胞诸如分裂、分化等的变化过程。自发

拉曼和 SERS 显微技术在细胞层面的一些应用如

图 10 所示。

4. 1. 1　静态过程

细胞的主要组成成分包括蛋白质、核酸、脂质、磷

脂和碳水化合物等，这些生物大分子的官能团产生的

分子振动决定了细胞的拉曼指纹特征。该光谱特征

可用于细胞的具体分类，为疾病的早期临床诊断提供

可能。例如，免标记的自发拉曼显微光谱和 PCA 算

法的结合，可以鉴别不同类型的白血病细胞［67］。除了

可以进行光谱分析，拉曼技术结合显微成像技术还能

对细胞进行可视化研究，如 Volkov 等［65］使用密度泛

函理论和 Koopmans 定理模拟了血红蛋白的光学吸收

和圆二色性行为，该研究结果表明，通过对单个红细

胞不同拉曼显微图像的分析，可以探究正常生理浓度

下不同种类血红蛋白在红细胞上的分布。此外，拉曼

显微技术还实现了对细胞核和细胞质等亚细胞器和

生物大分子的可视化分析，提高了肿瘤的确诊率，得

到更高的敏感性、特异性和稳定性［63］。Roman 等［68］

利用拉曼显微技术研究了前列腺癌细胞中脂滴的化

学成分分布以及辐射对脂滴的影响，发现辐射后 24 h
由于脂解活性和脂肪氧化的增加会引起脂滴的减少，

辐射后 48 h 脂滴的显著增加可能是由于内质网的应

激反应或凋亡，揭示了脂代谢可能是放射治疗的潜在

靶点，同时也展示了拉曼显微技术用于分析生物大分

子的潜力。

4. 1. 2　动态过程

对细胞发育状态的认识有助于实现对疾病的早期

诊断，其中，细胞生命周期的每个阶段有不同的化学特

征，可以通过拉曼显微镜对其进行监测。例如，肝癌的

自然病程大约只有两年，但其确诊和临床症状大多在

最后半年才出现，如何实现肝癌早筛一直困扰着医生

和患者，Wu 等［69］尝试使用拉曼显微技术来实时监测

间充质基质细胞（MSCs）在肝脏分化过程中的成熟

度，发现经过肝脏分化 7 天和 21 天的 MSCs 与原代肝

细胞更接近，而未分化的 MSCs 则与其差异较大。通

过分析高光谱（2800~3000 cm−1）拉曼信号，可以实时

定量评估 MSCs 在肝脏分化过程中的成熟度，有望帮

助肝癌早筛。将拉曼光谱与机器学习结合分析细胞的

动态过程，往往能获得更高的效率和准确率，Geng
等［70］结合拉曼光谱和机器学习算法追踪了人类神经干

细胞的分化状态，发现核酸、苯丙氨酸、脂质和蛋白质

等多个特征峰存在显著差异。为了得到更好的拉曼信

号进行生物检测，Wang 等［71］利用 SERS 技术捕获了牙

髓干细胞在细胞分化过程中的分子特征，发现碱性磷

酸酶和牙本质唾液磷蛋白在细胞分化的前期阶段明显

表达，细胞核内色氨酸的含量在整个分化过程中达到

最高水平，说明色氨酸在细胞分化过程中起着重要作

用。拉曼显微光谱技术还被证明可以用来追踪细胞内

的代谢过程和纳米颗粒的运输情况，Pieczara 等［66］就利

用改性葡萄糖实现了拉曼技术对单个活体内皮细胞新

陈代谢变化的追踪。除此之外，拉曼显微技术与其他

技术结合，能更好地追踪动态过程，例如微流控和

SERS 技术的结合可以实现对乳腺癌中药物诱导的上

皮间质转化过程的追踪［64， 72］，而对细胞内双重纳米探

针（荧光和 SERS）的量化有望解答纳米材料在细胞内

的定位和运输过程问题［73］。

4. 2　组织层面的应用

在组织层面上，拉曼技术主要推动了对癌变和正

常组织的定性和定量分析的发展，表现出作为化学组

织病理学技术的潜力，有望成为目前组织病理学金标

准 H&E 染色的有力补充。该技术在组织中的应用大

体可分为离体检测和在体检测两方面，如图 11 所示。

4. 2. 1　离体检测

目前癌症诊断的金标准是 H&E 染色病理分析，

但该方法的样本制备过程繁琐、耗时长，不太符合实际

临床上制样简单、耗时短的要求。拉曼技术无需对样

本进行复杂处理，测试和数据分析时间短，因此是癌症

诊断的有力工具。乳腺癌是女性最常见的癌症之一，

早期研究表明拉曼光谱技术可以区分乳腺恶性肿瘤和

健康的乳腺组织［76］。最近，Shang 等［77］使用拉曼显微

技术和二维卷积神经网络（2D-CNN）进行了乳腺癌的

结构分析和种类判别，揭示了胶原纤维的定向变化与

乳腺癌变过程之间的关系，对乳腺癌组织和正常组织

图 10　非相干拉曼显微光谱技术在细胞层面上的应用。（a）正常结肠组织（上）和癌病变结肠组织（下）的 H&E 染色图，蛋白、脂质分

布图，及其自发拉曼光谱和经典最小二乘拟合［63］；（b）上皮-间质转化的 SERS 免疫检测原理图［64］；（c）自发拉曼显微光谱在细

胞水平上绘制的血液生化图谱［65］；（d）利用自发拉曼探针追踪内皮细胞代谢变化的图谱［66］

Fig.  10　The application of incoherent Raman microscopy spectroscopy technology at the cellular level.  (a) H&E staining maps, 
protein and lipid distribution maps, as well as spontaneous Raman spectra and classical least squares fitting of normal colon 
tissue (upper) and cancerous colon tissue (lower) [63]; (b) SERS immunoassay principle diagram for epithelial mesenchymal 
transition[64]; (c) a blood biochemical map drawn at the cellular level using spontaneous Raman microscopy spectroscopy[65]; 

(d) mapping metabolic changes in endothelial cells using spontaneous Raman probes[66]
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细胞的分化状态，发现核酸、苯丙氨酸、脂质和蛋白质

等多个特征峰存在显著差异。为了得到更好的拉曼信

号进行生物检测，Wang 等［71］利用 SERS 技术捕获了牙

髓干细胞在细胞分化过程中的分子特征，发现碱性磷

酸酶和牙本质唾液磷蛋白在细胞分化的前期阶段明显

表达，细胞核内色氨酸的含量在整个分化过程中达到

最高水平，说明色氨酸在细胞分化过程中起着重要作

用。拉曼显微光谱技术还被证明可以用来追踪细胞内

的代谢过程和纳米颗粒的运输情况，Pieczara 等［66］就利

用改性葡萄糖实现了拉曼技术对单个活体内皮细胞新

陈代谢变化的追踪。除此之外，拉曼显微技术与其他

技术结合，能更好地追踪动态过程，例如微流控和

SERS 技术的结合可以实现对乳腺癌中药物诱导的上

皮间质转化过程的追踪［64， 72］，而对细胞内双重纳米探

针（荧光和 SERS）的量化有望解答纳米材料在细胞内

的定位和运输过程问题［73］。

4. 2　组织层面的应用

在组织层面上，拉曼技术主要推动了对癌变和正

常组织的定性和定量分析的发展，表现出作为化学组

织病理学技术的潜力，有望成为目前组织病理学金标

准 H&E 染色的有力补充。该技术在组织中的应用大

体可分为离体检测和在体检测两方面，如图 11 所示。

4. 2. 1　离体检测

目前癌症诊断的金标准是 H&E 染色病理分析，

但该方法的样本制备过程繁琐、耗时长，不太符合实际

临床上制样简单、耗时短的要求。拉曼技术无需对样

本进行复杂处理，测试和数据分析时间短，因此是癌症

诊断的有力工具。乳腺癌是女性最常见的癌症之一，

早期研究表明拉曼光谱技术可以区分乳腺恶性肿瘤和

健康的乳腺组织［76］。最近，Shang 等［77］使用拉曼显微

技术和二维卷积神经网络（2D-CNN）进行了乳腺癌的

结构分析和种类判别，揭示了胶原纤维的定向变化与

乳腺癌变过程之间的关系，对乳腺癌组织和正常组织

图 10　非相干拉曼显微光谱技术在细胞层面上的应用。（a）正常结肠组织（上）和癌病变结肠组织（下）的 H&E 染色图，蛋白、脂质分

布图，及其自发拉曼光谱和经典最小二乘拟合［63］；（b）上皮-间质转化的 SERS 免疫检测原理图［64］；（c）自发拉曼显微光谱在细

胞水平上绘制的血液生化图谱［65］；（d）利用自发拉曼探针追踪内皮细胞代谢变化的图谱［66］

Fig.  10　The application of incoherent Raman microscopy spectroscopy technology at the cellular level.  (a) H&E staining maps, 
protein and lipid distribution maps, as well as spontaneous Raman spectra and classical least squares fitting of normal colon 
tissue (upper) and cancerous colon tissue (lower) [63]; (b) SERS immunoassay principle diagram for epithelial mesenchymal 
transition[64]; (c) a blood biochemical map drawn at the cellular level using spontaneous Raman microscopy spectroscopy[65]; 

(d) mapping metabolic changes in endothelial cells using spontaneous Raman probes[66]
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的平均鉴别准确率高达 96. 01%。乳腺微钙化常在乳

腺 X 线检查中发现，被认为是乳腺癌的可疑体征，需要

进行乳房活检，但只有少数患者被诊断出癌症。为了

减少不必要的活检并快速表征乳腺微钙化，Vanna
等［78］研究了乳腺微钙化的生化组成与组织病理特征之

间的相关性，首次描述了微钙化中的无机成分，并将其

与病理状态进行了关联，该研究有望通过乳腺微钙化

提高乳腺癌的诊断率。肺癌则是引起男性发病率和死

亡率最高的癌症，早在 2003 年就可以利用 1445 cm−1

和 1655 cm−1处的拉曼特征峰来区分正常支气管组织、

鳞状细胞癌和腺癌［79］，将其与判别分析算法结合，能以

更高的敏感性和特异性对肺肿瘤进行分类［80］。近期，

单点拉曼光谱技术与机器学习算法结合，不仅可以在

不到 1 s 的时间内捕捉到与肺癌相关的生物分子的变

化，而且能达到 94% 的灵敏性和 80% 的特异性［81］。前

列腺癌作为另一种常见于男性的癌症，约占男性所有

新发癌症病例的 1/4，拉曼光谱技术在前列腺疾病中

的首次应用由 Crow 等［82］提出。前列腺组织的光谱表

型（DNA 和 RNA 的拉曼光谱信息）会随时间发生变

化，利用拉曼显微光谱技术检测前列腺癌已经可以达

到较高的准确率，最近还有研究者提出结合染色的数

字组织病理学和未染色的拉曼化学多模态图像来自动

识别前列腺癌［83-85］。

4. 2. 2　在体检测

拉曼技术最大的优点之一就是具有非侵入性和

高特异性，这种无创的检测技术能帮助一些处于特

殊时期的人群减少被感染风险。例如，拉曼显微光

谱技术对女性孕期宫颈的体内检测和对分娩和产后

修复生化标志物的鉴定，有望实现无创性早产风险

评估，减少早产引起的发病率和死亡率［86］。近些年， 
SERS 探针在术中指导展现出了巨大潜力，对此开发

出许多不同的探针，其中，基于金材料的纳米探针是

应用较多的 SERS 探针。Wen 等［74］设计了一种“三合

一”的纳米探针（包括一个金纳米星核、一个拉曼分

子层和一个二氧化硅外层），融合光声成像、SERS 检

测，以及光热肿瘤消融的优势来消除残留的微肿瘤。

这种“三合一”纳米探针的有效吸收，不仅因为肿瘤

的高渗透长滞留效应（EPR 效应），还归因于 PEG 修

饰和探针的表面负电荷。他们还通过 CCK-8 评价该

探针对 4T1-luc 细胞的体外细胞毒性，在不同浓度探

针、无激光照射作用下，4T1-luc 细胞的细胞活力保持

约 100%，表明细胞毒性可以忽略不计。此外，Gao
等［87］开发了一种新型的血脑屏障渗透性金纳米探

针，可以通过酸环境触发的 MRI/SERRS 信号来引导

胶质母细胞瘤的术前定义和肿瘤切除手术。研究中

利 用 low-density lipoprotein-receptor-related protein 1

图 11　拉曼显微光谱技术在组织层面的应用。（a）乳腺癌小鼠模型肿瘤组织的 SERS 光谱、SERS 成像和光声成像的图像［74］；（b）冠

状动脉内皮细胞组织的单重和多重 SERS 成像检测［75］

Fig.  11　Application of Raman microscopy spectroscopy technology at the tissue level.  (a) SERS spectrum, SERS imaging, and 
photoacoustic imaging images of tumor tissue in breast cancer mouse model[74]; (b) single and multiple SERS imaging detection 

of coronary artery endothelial cell tissue[75]

（LRP1）的双向血脑屏障穿越能力，增强了肿瘤对金

纳米探针的摄取，同时快速消除对正常脑组织的非

特异性传递。文中还提到，该探针在正常脑组织中

摄取最小、排泄率快、全身毒性较低。目前常见的

SERS 探针主要由金、银等重金属制成，无法在组织

中自行清除，不利于体内应用，因此具备光降解能力

的 CuS SERS 探针被开发出来用于术中残留肿瘤的

检测、消融和自清除［88］。研究人员通过合成 CuS 纳

米颗粒，将其修饰在肿瘤细胞上，利用其 SERS 效应

进行肿瘤检测。由于肿瘤的 EPR 效应，CuS SERS 探

针具有良好的靶向能力，具有 3. 6% 的 ID/g（每克组

织注射剂量的百分比）。作者通过在 PC3 肿瘤模型

中的系统递送，评估了它们的生物分布和消除。在

注射后 30 天，仅在心、肝、脾、肺和肾中保留 0. 6%、

0. 4%、0. 9%、0. 5%、0. 3% 的 ID/g。这一结果证实

了 CuS SERS 探针的生物安全性。同时，CuS SERS
探针还具有光热效应，通过激光照射时产生的热能

杀死肿瘤细胞，达到肿瘤消融的目的，具有良好的治

疗效果。

4. 3　体液方面的应用

体液活检作为一种新兴的无损检测技术，具有最

小侵入性和可重复采样的优势，方便实时监测疾病的

状态、评估预后及治疗效果。近年来，基于体液样品的

拉曼技术因其快速、便宜、高灵敏度、高特异性等优点，

表现出巨大的生物临床应用潜力，其中的一些应用研

究如图 12 所示。

4. 3. 1　血液检测

血液参与人体循环，含有许多反映生理和病理变

化的信息，具有采样便捷、感染风险小、单次检测样品

量少等优势，是目前临床应用最多的检测样本。糖尿

病的检测与血液密切相关，血糖容易受饮食摄入的影

响，糖尿病患者必须每天定期监测血糖水平，这对患者

来说极为不便。拉曼光谱特征峰值早已被证明与血清

中 葡 萄 糖 、尿 素 、蛋 白 质 等 的 浓 度 有 良 好 的 相 关

性［91-92］。基于此，Barman 等［93-94］首次利用滴涂沉积拉

曼（DCDR）技术来定量分析糖化血红蛋白和糖化血清

蛋白，实现了远低于最低生理浓度的检测灵敏度。为

了得到更好的信号，最近越来越多的课题组开始研究

SERS 技术在糖尿病诊断中的应用。例如，以巯基苯

硼酸（4-mPBA）作为探针分子的多尺度银 SERS 基

底［95］，基于银包覆的无序硅纳米线 SERS 传感平台［96］，

金纳米颗粒和二氧化硅纳米颗粒构建的 SERS 基底［97］

等均有助于糖化血清蛋白的高灵敏度和高特异性检

测。此外，基于血液的拉曼显微技术在癌症早期诊断

与术后评估方面也具有很大潜力。白血病是一种造血

干细胞恶性克隆性疾病，495、725、1002、1070、1616、
1653 cm−1 处的 SERS 峰可以帮助区分急性髓系白血

病的亚型［98］。拉曼光谱技术还可以借助对血液来源生

物样品的检测，实现对非血液病的诊断，Shin 等［89， 99］利

用深度学习分析外泌体的拉曼显微光谱，实现了对肺

癌的早期诊断，并且在近期研究中该课题组将 SERS
与人工智能结合，通过分析血浆中外泌体的 SERS 光

谱，利用人工智能算法确定癌症以及其组织来源，并使

用 520 个未用于训练的测试样本展示了该系统的诊断

性能，最终的预测模型敏感性为 90. 2%，特异性为

94. 4%。在术后评估方面，SERS 技术近期被用来评

图 12　拉曼显微光谱技术在体液活检方面的应用。（a）SERS 技术与人工智能结合利用血浆中的外泌体检测多种癌症的示意图［89］；

（b）唾液蛋白-银纳米颗粒混合物的制备工艺示意图，及该混合物与不含银的唾液蛋白、银纳米颗粒的 SERS 谱比较［90］

Fig.  12　The application of Raman microspectral technology in body fluid biopsy.  (a) Schematic diagram of SERS technology combined 
with artificial intelligence using exosomes in plasma to detect various cancers[89]; (b) schematic diagram of the preparation 
process of saliva protein silver nanoparticles mixture, and comparison of SERS spectra of the mixture with saliva protein and 

silver nanoparticles without silver[90]
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（LRP1）的双向血脑屏障穿越能力，增强了肿瘤对金

纳米探针的摄取，同时快速消除对正常脑组织的非

特异性传递。文中还提到，该探针在正常脑组织中

摄取最小、排泄率快、全身毒性较低。目前常见的

SERS 探针主要由金、银等重金属制成，无法在组织

中自行清除，不利于体内应用，因此具备光降解能力

的 CuS SERS 探针被开发出来用于术中残留肿瘤的

检测、消融和自清除［88］。研究人员通过合成 CuS 纳

米颗粒，将其修饰在肿瘤细胞上，利用其 SERS 效应

进行肿瘤检测。由于肿瘤的 EPR 效应，CuS SERS 探

针具有良好的靶向能力，具有 3. 6% 的 ID/g（每克组

织注射剂量的百分比）。作者通过在 PC3 肿瘤模型

中的系统递送，评估了它们的生物分布和消除。在

注射后 30 天，仅在心、肝、脾、肺和肾中保留 0. 6%、

0. 4%、0. 9%、0. 5%、0. 3% 的 ID/g。这一结果证实

了 CuS SERS 探针的生物安全性。同时，CuS SERS
探针还具有光热效应，通过激光照射时产生的热能

杀死肿瘤细胞，达到肿瘤消融的目的，具有良好的治

疗效果。

4. 3　体液方面的应用

体液活检作为一种新兴的无损检测技术，具有最

小侵入性和可重复采样的优势，方便实时监测疾病的

状态、评估预后及治疗效果。近年来，基于体液样品的

拉曼技术因其快速、便宜、高灵敏度、高特异性等优点，

表现出巨大的生物临床应用潜力，其中的一些应用研

究如图 12 所示。

4. 3. 1　血液检测

血液参与人体循环，含有许多反映生理和病理变

化的信息，具有采样便捷、感染风险小、单次检测样品

量少等优势，是目前临床应用最多的检测样本。糖尿

病的检测与血液密切相关，血糖容易受饮食摄入的影

响，糖尿病患者必须每天定期监测血糖水平，这对患者

来说极为不便。拉曼光谱特征峰值早已被证明与血清

中 葡 萄 糖 、尿 素 、蛋 白 质 等 的 浓 度 有 良 好 的 相 关

性［91-92］。基于此，Barman 等［93-94］首次利用滴涂沉积拉

曼（DCDR）技术来定量分析糖化血红蛋白和糖化血清

蛋白，实现了远低于最低生理浓度的检测灵敏度。为

了得到更好的信号，最近越来越多的课题组开始研究

SERS 技术在糖尿病诊断中的应用。例如，以巯基苯

硼酸（4-mPBA）作为探针分子的多尺度银 SERS 基

底［95］，基于银包覆的无序硅纳米线 SERS 传感平台［96］，

金纳米颗粒和二氧化硅纳米颗粒构建的 SERS 基底［97］

等均有助于糖化血清蛋白的高灵敏度和高特异性检

测。此外，基于血液的拉曼显微技术在癌症早期诊断

与术后评估方面也具有很大潜力。白血病是一种造血

干细胞恶性克隆性疾病，495、725、1002、1070、1616、
1653 cm−1 处的 SERS 峰可以帮助区分急性髓系白血

病的亚型［98］。拉曼光谱技术还可以借助对血液来源生

物样品的检测，实现对非血液病的诊断，Shin 等［89， 99］利

用深度学习分析外泌体的拉曼显微光谱，实现了对肺

癌的早期诊断，并且在近期研究中该课题组将 SERS
与人工智能结合，通过分析血浆中外泌体的 SERS 光

谱，利用人工智能算法确定癌症以及其组织来源，并使

用 520 个未用于训练的测试样本展示了该系统的诊断

性能，最终的预测模型敏感性为 90. 2%，特异性为

94. 4%。在术后评估方面，SERS 技术近期被用来评

图 12　拉曼显微光谱技术在体液活检方面的应用。（a）SERS 技术与人工智能结合利用血浆中的外泌体检测多种癌症的示意图［89］；

（b）唾液蛋白-银纳米颗粒混合物的制备工艺示意图，及该混合物与不含银的唾液蛋白、银纳米颗粒的 SERS 谱比较［90］

Fig.  12　The application of Raman microspectral technology in body fluid biopsy.  (a) Schematic diagram of SERS technology combined 
with artificial intelligence using exosomes in plasma to detect various cancers[89]; (b) schematic diagram of the preparation 
process of saliva protein silver nanoparticles mixture, and comparison of SERS spectra of the mixture with saliva protein and 

silver nanoparticles without silver[90]
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价手术对乳腺癌的治疗效果，通过多元诊断算法可

以实现对术前和术后的乳腺癌患者，以及术前乳腺

癌患者和健康志愿者的区分，准确率分别为 95% 和

100%［100］。

4. 3. 2　尿液检测

尿液是完全非侵入性的理想活检样本，携带了大

量能够反映疾病特异性的代谢物或潜在生物标志物。

基于尿液样本的拉曼光谱技术可以开展对泌尿生殖系

统癌症的研究，Cui等［101］将 SERS 技术和 PCA-LDA 算

法结合，利用尿液诊断膀胱癌和前列腺癌，能有效地区

分健康志愿者、膀胱癌患者，以及前列腺癌患者，分类

准确率为 91. 9%。结肠直肠癌则是胃肠道中常见的

恶性肿瘤，早期症状不明显，将 SERS 技术和 PCA-

SVM 算法结合，对尿液进行分析，大大提高了对结直

肠癌在不同阶段的识别能力，整体准确率达到了

93. 65%［102］，有助于癌症的早期发现和及时诊断。基

于尿液的拉曼光谱技术还可以用来评估肾的功能状

态，将其与生物信息学分析方法结合，可以快速诊断无

症状高尿酸血症患者的早期肾损伤［103］。Huang 等［104］

使用 SERS 技术来评估肾移植术后的肾功能，发现

光谱中尿液的尿蛋白、尿素和血液中的如血清肌酐、

尿素氮之间存在强相关性。此外，借助于尿液的拉

曼光谱还可以进行冠心病［105］、糖尿病［106］等的诊断，最

近拉曼光谱技术还被用来检测 COVID-19 患者尿液的

分子组成变化［107］，研究发现 COVID-19 患者的尿液与

疾病的严重程度有关，基于尿液的 COVID-19 确诊率

为 93. 5%。

4. 3. 3　唾液检测

唾液属于另一种非侵入性的生物临床样本，其中

富含的生物化学成分反映出与生理或病理状态有关的

情况，唾液检测具有无创无痛、快速便捷、可重复等优

点。近年来发展了基于唾液样本的拉曼光谱技术，通

过定量检测唾液中生物标志物水平，有望为疾病筛查

提供更可靠的标准。Feng 等［90， 108］讨论了一种结合膜

蛋白纯化和 SERS 技术的唾液分析方法，用于非侵入

性鼻咽癌检测，诊断准确率达到 90. 2%，该课题组还

利用唾液蛋白的 SERS 光谱对良/恶性乳腺肿瘤进行

了区分，证明了基于唾液蛋白的 SERS 技术具有作为

一种无标记、非侵入性和便捷的乳腺癌检测和筛查工

具的潜力。唾液是最适合进行口腔癌早期检测的液体

样本，Connolly 等［109］于同期利用唾液 SERS 光谱和多

元分析实现了对口腔鳞状细胞癌高达 89% 的灵敏性

检测，这项研究表明，基于唾液和口腔细胞的 SERS 技

术结合 PCA-LDA 或 PCA-LR 诊断算法具有潜在的临

床应用前景，可用于非侵入性口腔癌的检测。此外，唾

液样本的拉曼光谱技术还可用于儿童哮喘生物标志物

的 早 期 检 测［110］、溃 疡 性 结 肠 炎 和 克 罗 恩 病 的 区

分［111］等。

4. 4　微生物方面的应用

近年来，拉曼技术在微生物研究中的优势日益凸

显，许多课题组基于细菌和病毒这两类样品对微生物

进行了定性分类、定量检测等方面的研究。图 13 是非

相干拉曼显微光谱技术在微生物方面的一些具体应用

研究。

4. 4. 1　细菌

就生物医学应用而言，快速鉴别临床常见细菌样

本是十分重要的。将拉曼光谱技术与机器学习结合，

不仅可以快速准确地识别临床样本是否被细菌感

染［114］，还可以用来辨别病原菌种类［112］。Das 等［115］利用

SERS 纳米线芯片和机器学习技术对野生型和抗生素

耐药细菌进行物种和菌株级别的分类，结果表明

SERS 芯片的检测灵敏度比尿路感染等临床细菌感染

的临床阈值低非常多。近期一种基于拉曼光谱转换模

型的机器学习技术被开发出来，能准确快速地识别出

最小处理的细菌表型［116］，而在病原体预测准确性方

面，CNN 算法表现最好，准确率达到 99. 86%［117］。近

年来，有许多研究人员利用拉曼光谱技术进行抗生素

敏感性的检测，并得到了较好的结果。利用拉曼辅助

抗生素敏感性测试，不仅具有很高的准确性和可靠

性，而且测试时间大大缩短，从传统方法的 72 h 缩短

到 3 h［118］。当单细胞拉曼光谱被用来与重水标记结合

时，能更快速地进行临床应用的抗生素敏感性测试，整

个测试时间从接收样本到 S/R 读数仅需 2. 5 h［119］。

4. 4. 2　病毒

目前用于病毒检测的手段主要包括核酸检测和免

疫学检测，前者价格昂贵，后者需要症状出现后数天至

数周的时间才可能发展出可检测的抗体水平，因此便

宜、快速、敏感的病毒检测对疾病的防控具有重要意

义。乙肝病毒是有最完全特征的和复杂的肝炎病毒，

Tong 等［120］使用拉曼光谱技术结合自适应迭代加权惩

罚最小二乘法（airPLS）、主成分分析（PCA）、粒子群优

化（PSO），以及支持向量机（SVM）等方法，建立了一

个乙型肝炎病毒感染血清模型，结果显示该模型具有

很好的灵敏度和特异性。通过化学计量学方法分析拉

曼光谱，结合 PLSR 模型和 PCA-SVM 模型，不仅能实

现对乙型肝炎病毒感染的诊断，并且能预测未知样本

中的乙型肝炎病毒感染［121］。由于新冠疫情的影响，许

多研究者将目光聚焦到呼吸道病毒的研究上，利用

SERS 结合机器学习的方法能检测多种呼吸道病毒，

并成功区分阳性和阴性样本［122， 113］。另一部分研究者

则聚焦于 SARS-CoV-2 病毒的检测，例如：Rumaling
等［123］研究了拉曼光谱技术对 SARS-CoV-2 快速检测

的可能性，确定了与阳性样本相关的拉曼峰；Akdeniz
等［124］利用 SERS 技术对 SARS-CoV-2 病毒颗粒中的

刺突蛋白进行了表征和区分；Samodelova 等［125］则基于

DNA 修饰的 SERS 传感器来检测 SARS-CoV-2 病毒。
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5　拉曼光谱技术面临的挑战与发展

综上所述，得益于高特异性、不受水干扰、制样简

单、易定量等优点，自发拉曼和 SERS 技术在生物医学

领域具有广泛的应用前景。与此同时，这两种技术仍

然面临的挑战也决定了其未来的发展方向。

生物样品的拉曼散射截面较小，最终导致拉曼显

微成像的速度相对缓慢，因此如何提高成像速度这一

重要挑战，将成为拉曼显微技术未来的主要发展方向

之一。近年来不同课题组也报道了相关的研究成果，

主要通过拉曼宽场显微技术提高显微成像的速度。

Heitzmann 课题组［126］首次通过结合光片显微技术把传

统自发拉曼显微镜的成像速度提高了 5 倍，实现了

17 min 内对单张斑马鱼组织切片的拉曼成像。此后，

Dunn 等［127］报道了通过 Airy 光片显微与拉曼技术的结

合完成了对单个微生物细胞三维代谢活动的实时可视

化追踪。此外，Yang 等［128］借助计算机视觉位置跟踪

系统结合光度立体增强和混合化学现实，研究了光纤

拉曼成像系统在近表面组织的实时成像。光片显微和

拉曼技术的结合，不仅能提高其成像速度，而且可以得

图 13　非相干拉曼显微技术在微生物方面的应用。（a）用 CNN 算法从拉曼光谱中识别细菌的示意图［112］；（b）SERS 技术结合机器学

习算法对唾液中病毒进行分类的示意图［113］

Fig.  13　Application of incoherent Raman microscopy in microbiology.  (a) Schematic diagram of identifying bacteria from Raman 
spectra using CNN algorithm[112]; (b) schematic diagram of SERS technology combined with machine learning algorithms for 

classifying viruses in saliva[113]
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到更大深度内的样品信息，有助于采集到更全面的三

维信息。

另一方面，生物体系一般使用可见或红外光源来

获得拉曼信号，其拉曼图像同样面临分辨率受限于衍

射极限的问题，因此如何把拉曼图像看得更清晰或者

从更精细的区域得到信号是拉曼技术亟待解决的另一

个难题。受荧光超分辨技术的启发，近年来，拉曼超分

辨成像逐渐引起人们的关注，相关领域的研究处于初

期阶段，该技术在生物体系中的应用逐渐受到重视。

利用单分子 SERS 强度和光谱的时空波动特性［129-131］，

结合单分子定位的 STORM 算法，可以精准捕捉和描

绘纳米尺度单分子 SERS 的质心位置［130-132］。由于单分

子 SERS 信号只出现在局域电场超强的热点区域，因

此单分子 SERS 超分辨成像的一个重要应用是对

SERS 热点的研究［132-133］。当利用该技术研究生物样品

时，可以分辨出直径约 20 nm 心肌细胞中的原纤维结

构［134］，还揭示了大概 50 nm 厚的细胞壁特征［135］，并追

踪了结肠癌细胞膜上 αvβ3整合素与蛋白肽链的相互作

用［136］。结构光照明自发拉曼超分辨技术也被报道将

一维方向上的空间分辨率提高了 1. 4 倍，可清晰分辨

出小鼠脑组织内胼胝体中富含脂质的髓鞘结构［137］。

利用结构光照明 SERS，分别在一维和二维方向达到

97 nm 与 120 nm 的 分 辨 率［138］，还 完 成 对 3T3 细 胞

109 nm 的三色成像［139］。

拉曼光谱作为一种无标记技术，对具体特定的生

物目标物（例如某种蛋白）缺乏特异性，而这往往是解

密生物医学问题的关键，因此，近十多年来逐步发展并

壮大了拉曼探针领域的研究和应用。在生物拉曼静默

区（1800~2700 cm−1）引入具有高拉曼散射截面的探

针，不仅能规避掉生物样品的内源性荧光背景，还能对

感兴趣的目标蛋白或结构进行特异性检测。常见的拉

曼探针包括同位素和生物正交化学小分子。其中，炔

烃（C≡C）作为生物正交化学领域中广受欢迎的小分

子探针（例如二炔单体仅由两个原子组成），在 1800~
2700 cm−1 区域的拉曼散射截面几乎高于免标记拉曼

成像中的所有内源化学键，不仅具有很窄的拉曼光谱

线宽（15 cm−1），而且拥有很好的生物兼容性和光稳定

性，已被逐渐广泛地应用到生物拉曼成像领域［140-141］。

针对拉曼多复用成像，目前有两类在生物拉曼静默区

域（1800~2700 cm−1）表现出强烈拉曼特征峰的探针

调色盘脱颖而出。第一类是基于三键偶联近红外荧光

染料的 MARS 调色盘［142］；第二类是通过调控炔烃

（C≡C）的共轭长度、掺杂 12C/13C 同位素和改变苯基封

端等方式制备的共轭多炔化合物 Carbow 调色盘［143］，

实现了仅 10 nm 范围的 20 复用通道选择。

拉曼显微成像技术的发展与光谱仪的性能息息相

关，近几年许多课题组致力于光谱仪的研究。窄缝是

光谱仪以降低吞吐量为代价提高光谱分辨率的关键部

分，光谱仪的光谱分辨率和吞吐量之间的矛盾是一个

需要解决的关键问题，这个问题限制了传统光谱仪对

弱信号的检测，有研究者指出将数字投影狭缝（DPS）
方法应用于光纤光谱仪和拉曼光谱仪中，可以在不改

变物理狭缝或不需要仪器光学参数的情况下，提高光

谱仪的光谱分辨率和吞吐量［144］。在众多光谱检测技

术中，空间外差拉曼光谱是一种特别适用于拉曼测量

的技术，但传统空间外差拉曼光谱仪的光谱范围受到

其光谱分辨率和探测器元件数量的限制。具有阶梯镜

结构的空间外差光谱仪和单镜的空间外差光谱仪被开

发出来，实现了广泛的光谱覆盖和高光谱分辨率，获得

了满足拉曼检测要求的宽光谱范围，并且仪器光学系

统的调整更加方便［144-146］。光学光谱仪的小型化一直

是一个活跃的研究领域，因为对便携式表征工具的需

求一直很高。近期，Kim 等［147］将智能手机与拉曼光谱

仪结合，研究人员利用集成在 CCD 或 CMOS 图像传

感器上的光子晶体、超表面、量子点和硅纳米线取代传

统光栅，该微型光谱仪获得的光谱条形码实现了药物

分类。此外，与智能手机光谱仪中的人工智能功能集

成，用户可以在不同的地点和情况下分析光谱，这将

提高该光谱仪在包括药物分类在内的许多学科中的

可移植性和可用性。拉曼光谱虽然是现代化学实验

中的主要分析工具，但商业拉曼光谱仪的造价仍非常

昂贵，所以还有许多研究者致力于打造成本低效益高

的光谱仪，例如带有鲍威尔透镜的紧凑型线检测光谱

仪［148］，利用光学拾卡器和脉冲功率制造的拉曼光谱

仪［149］等。

把拉曼技术真正用起来的关键之一是如何从海量

的光谱数据里面进行特征提取和模型建立，因此对拉

曼数据的处理分析是另一个很重要的研究内容。近年

来基于机器学习和深度学习的大数据分析算法在很多

领域都取得了重大突破，其和拉曼数据（光谱和图像）

的结合也取得了一些进展。对拉曼数据的处理分析，

一方面可以识别细胞中生物分子的复杂模式，譬如基

于拉曼显微光谱和生物分子成分算法相结合的拉曼组

学技术可以对活细胞内的单个细胞器进行生物分子分

析，对其在亚微米空间进行定性和定量分析，有助于揭

示不同正常生理和病理状态下细胞代谢的特征［150-151］；

另一方面，拉曼组学还可以与其他组学技术配合使用，

不同组学技术的融合有可能提供以前无法获得的多维

信息，进而发现更多疾病相关的新型生物标志物，助力

精准医学的发展，大步推进生物学和医学的研究［152］。

综上所述，非相干拉曼显微技术（自发拉曼和

SERS）虽已被广泛应用在生物医学研究领域，但这两

种技术还有较大发展和改进的空间，如何获得更快、更

深、更精准、更复用、更多维、特异性更强的拉曼显微图

像或显微光谱已经成为其未来发展的方向，以上挑战

的突破将极大地推进拉曼显微技术在生物医学上的应

用和临床转化。
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