
文章编号：!"#$%""$&（"!!"）!$%!$’&%!#

热作用下蛋白及全血光学特性变化的实验研究!

朱 骆清铭 曾绍群 阮 玉
（华中科技大学生物医学光子学教育部重点实验室，武汉($!!)(）

摘要： 利用自行研制的双积分球系统，对不同温度（$)*!+!*）加热后的蛋白及人全血的光学特性参数（对波

长为’$",+-.的光而言）进行了实验研究。结果表明：热作用下生物样品生理特性的改变可用光学特性参数的变

化来描述。不同的热剂量作用下，样品形态及结构的改变是不同的，相应的光学特性参数（吸收系数与散射系数）

变化也不同；相同热作用下，样品成分的不同，导致样品光学特性参数的改变也存在差别。光学检测技术可望为热

疗的实时无损监测提供一种新的手段。
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2 引 言

激光在医学中的应用之一就是对病变组织的热

凝固治疗，为了有效地指导临床，解决激光热疗中的

最佳“热剂量”问题，人们提出了各种理论模型［2!$］，

理 论 的 准 确 性 取 决 于 组 织 光 学 特 性 参 数 的 测

量［(，#］。生物组织的光学特性常用吸收系数!4、散

射系 数!; 及 各 向 异 性 因 子! 来 表 征，这 里!4
（..A2）和!;（..

A2）的倒数分别表示光子在介质

中被吸收或散射前所走过的平均距离，!为光子在

不同方向上的散射几率。当光通量的空间分布变化

不是很大时，或在远离边界及源的区域，散射各向异

性的细节并不重要，因而常将!; 和!简化成单一

的散射系数"!;B!;（2A!），即约化散射系数［’］。

热疗过程中，被治疗组织的光学特性参数会发

生变化，虽然有文献对某些组织在热作用下光学特

性参数的改变进行过研究，但不同文献给出的结论

却并不完全一致［)!&］。C9DD4-
［)］在对人前列腺及狗

肝脏凝固前后的光学特性参数（+#!-.，&+!-.，

2!’(-.）进行测量后，认为凝固会引起散射系数急

剧增加，而对吸收系数及各向异性因子的影响却很

小；E56>;5F［+］对人动脉的测量（(!!-.!2$!!-.）结

果表明，凝固会使约化散射系数与吸收系数显著增

加；G5@H>I5-D
［&］给出的狗心脏测量结果（’$$-.）与

E56>;5F的类似，但约化散射系数的增加源于散射系

数的增加及各向异性因子的减小。这些差异是由生

物组织的多样性决定的，为此人们把目标开始转向

对组织成分的研究，如热作用所引起的血液及蛋白

质光学特性参数的改变，但所研究的温度范围较小

（"# *!## *）［2!］，或 只 研 究 了 散 射 特 性 的 变

化［22］。热疗是一个温升的过程，仅研究小温度范围

内光学特性的变化或单一散射特性是不够的，还应

该了解凝固过程中光学特性的改变，这对进一步研

究生物组织的热损伤进程非常重要。

我们自行研制了一套用于组织光学特性参数测

量的 双 积 分 球 系 统，对 室 温（"$*）及 不 同 温 度

（$)*!+!*）作用下的蛋白及人全血的光学特性

参数（’$",+-.）进行了测量。文中简要介绍了该

系统的工作原理及获取光学特性参数的方法，在此

基础上，对所得实验结果进行了分析与讨论。

" 材料与方法

"=2 样品的制备

蛋白的主要成分是蛋白质，它常被用于研究组织

的热凝固过程［2!］；蛋白样品源于市售的新鲜鸡蛋。

新鲜血液（’!.6）是从一健康男子（"2岁）的静

脉中抽取的，为保证#:内不出现血凝，抽血前在注

射器中加入了#!J（2.D相当于2"#J）的肝素钠，

通过血常规检测，其血细胞压积为!,(2)。

液体 样 品 分 装 在 三 种 不 同 厚 度（#!!#.，

)#!#.及2!!!#.）的玻璃盒（#!..K#!..）中，

玻璃厚度为"!!#.。实验中，保持玻璃表面的洁净
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与干燥，以避免灰尘的散射和水的吸收。

!"! 实验系统

用于组织光学特性参数测量的双积分球实验系

统框图如图#所示。该系统由以下几个部分组成：

激光器、斩波器、积分球（三个）、锁定放大器、相关的

探测电路及转换电路、计算机数据采集系统。样品

置于两个积分球之间，测量样品对光的反射、漫透射

及准直透射光强；利用反向倍加法（$%&’()’*++,%-.
/0123,%-）算法可得到样品的散射系数、吸收系数及

各向异性因子［#!］。双积分球技术是目前公认的最

精确的一种测量技术［4，#5，#4］。

6,-"# 789’(,:’%;<3<99<(<;1)=0%),);,%-0>;?0,%;’-(<;,%-)9@’(’))A);’:

B’.C’激光（!DE::长的单模激光器，波长

F5!GH%:，输出功率#GF:I，光斑直径为#::）经

斩波器（C/.5型可变频率双参考光斩波器）后，通过

反射球的入光口直接照在样品上。来自反射球、透

射球及准直透射球上各探测器（J,K$C，J#!!5.E#
型）的信号通过开关电路后，依次送入锁定放大器

（JLH5E），最后被计算机采集。

用于 反 射 及 漫 透 射 测 量 的 积 分 球（内 径 为

!!E::）是完全对称的，其内表面具有较高的漫反

射特性，它由M<JN4 喷涂而成。样品口的直径为

!D::，入光口（反射球）及出光口（透射球）的直径

均为O::。为使来自样品的规则反射的光不至于从

入光口逃离出去，将样品口平面与垂直面设置成5P
的夹角，这样反射球上所探测到的反射光是漫反射

光与规则反射光之和，即总的反射光强。

由于光斑会聚成一个小点直接照在探测器上

时，会降低探测器的线性度。为此，在准直透射的探

测中，我们也采用了积分球（内径为OE::），入光口

直径为O::，这样可以使光经过漫反射后均匀地

照射在探测器的光敏面上。为避免漫透射信号对准

直探测的影响，准直探测球与透射球之间的距离设

置为HEE::。

在弱光信号检测中，斩波及锁定放大都能很好

地消除背景光的干扰。我们将斩波器的频率设置为

#EEEBQ，相 应 的 锁 定 放 大 器 的 积 分 时 间 设 置 为

5E:)。为获取反射、漫透射、准直透射信号，并实现

对光源本身的监测，本实验系统通过一个开关转换

电路，将各路信号分时送到锁定放大器上。为避免

相互之间的影响，将每路信号进行采集的时间间隔

设置为DEE:)，同时由于光源本身的波动非常缓

慢，所以这样的延迟对测量带来的影响是可以忽略

的。

!G5 光学特性参数的确定

在反射、漫透射及准直透射测量的基础上，利用

反向倍加法算法即可得到样品的光学特性参数［#!］：

反照率!、光学深度"及各向异性因子!，它们都是

无量纲的，与常用的带量纲的光学特性参数（吸收系

数#<、散射系数#) 及约化散射系数 "#)）之间有如

下关系

!R#)!（#)S#<），"R#（#)S#<），（#）

式中#为所测样品的厚度。进一步，我们可以得到

#)R!"!#， （!）

#<R（#T!）"!#， （5）

"#)R!"（#T!）!#" （4）

在有些情况下，准直透射光强非常弱，获取准直

透射率会非常困难，此时不可能得到样品的各向异

性因子，但通过反射及漫透射的测量可以得到样品

的吸收系数及约化散射系数；如果样品太厚或吸收

非常强，这时可能测不到任何的透射光强，那就只能

推得样品的反照率，不能进一步准确估计出其吸收

参数或散射参数了。

!G4 测量步骤

为了测量热作用下蛋白和人全血光学特性参数

的变 化，我 们 将 密 封 的 样 品 盒 分 放 在 不 同 温 度

（5OU、45U、DEU、DDU、DHU、FEU、FDU、

OEU、ODU、HEU）的水浴槽中加热#D:,%，取出后
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用冰水迅速冷却到室温。然后用镜头纸将样品盒的

玻璃表面擦干，放置在两积分球之间，即可开始测量。

对每一片样品变换位置，正反两面各测量两次，

每次的测量时间不得少于!"#。

$ 结果与分析

对$$盒蛋白样品及%&盒人全血样品进行了测

量。绝大多数情况下都能同时测得蛋白样品对光的

反射、漫透射及准直透射；因此能够得到它的吸收系

数、散射系数及各向异性因子；经过较高温度处理过

的蛋白样品，由于散射系数急剧增加，很难探测到准

直透射光强。光对全血样品的准直透射光强总是很

弱，难以探测，因此只能计算出其吸收系数及约化散

射系数；只有在!"’的温度下加热后的全血样品是

一个例外。

$() 不同温度下加热对蛋白光学特性参数的影响

图%给出了蛋白在加热后不同温度下的光学特

性参数（吸收系数、约化散射系数、散射系数及各向

异性因子）变化情况。

*+,-% ./0+123/45/640+6#572389:6;2#0<679;10+5;
5706:/6420946

在 室 温（%$ ’）及 较 低 温 度（$= ’、&$ ’、

>"’）加热)>:+;后，蛋白仍保持透明，对?6@A6激

光的吸收与散射都极其微弱，测得的吸收系数与散

射系数近似为零，各向异性因子为)。

在>>’的温度下加热)>:+;后，蛋白样品对

?6@A6激光开始表现出一定的吸收与散射，但仍然

很弱；此时从样品的外形看来，其流动性开始减弱，

透明程度也有所下降。当蛋白在>B’的温度下加

热后，对光的吸收略有增加，而约化散射系数的变化

量却非常显著，与>>’时的值相比，增加了)"倍以

上；其各向异性因子也开始减小。此时从样品的外

形看来，蛋白开始变混浊。

随着加热温度的升高，蛋白变得越来越混浊，对

光的散射特性随之增强；各向异性因子也逐渐减小；

蛋白的吸收系数继续增加。在>B’!="’的温度

范围内，以上各量的变化呈近似的线性关系。

当加热温度超过=>’时，准直透射光强减弱，

难以被探测，因此无法准确推算出各向异性因子的

变化情况。此时吸收系数基本不变；约化散射系数

的增加也不再明显。

$(% 不同温度下加热对人全血光学特性参数的影响

人全血在不同温度下加热)>:+;后，吸收系数

和约化散射系数与温度的关系如图$所示。

*+,-$ ./0+123/45/640+6#57C<5368355D2#0<679;10+5;
5706:/6420946

新鲜的血液是从人的静脉血管中抽取的，室温

下测得其吸收系数为"(&%::E)，约化散射系数为

"(B$::E)，这与文献中的数据是吻合的［)%］。

人全血样品在室温（%$’）及$=’下测得的光

学特性参数几乎相同。在较低温度（&$’、>"’、

>>’）加热)>:+;后，吸收系数与散射系数随着温

度的升高而增加。吸收系数随温度变化较慢，当水

浴的温度从室温（%$’）升至>>’时，吸收系数仅

增加了%>F，而约化散射系数增加了B%F。约化散

射系数最大的变化发生 在&$’，比 室 温 时 增 加

!$F。从样品的外形看，在这一温度范围内，样品的

流动性较大，外观上并无明显的变化。

当全血样品在!"’的温度下加热后，样品对

?6@A6激光的透明度明显增强，此时不仅测得了样

品对光的反射、漫透射，也测得了较大的准直透射光

强，因此能够得到三个光学特性参数，即吸收系数、

散射系数及各向异性因子。尽管其吸收系数仍有显
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著增加，约化散射系数却明显下降，与室温时的值相

比，前者增加了!""#，后者减小了$%#。从样品的

外形看来，其颜色比低温时深，但却显得非常透明，

此时的血液不再具有流动性，细胞与血浆混为一体。

继续在更高的温度（&$’）下加热后，血液变为

深红色，并开始凝固结块，在封闭的样品盒中血清与

固状物分离。此时所得到的吸收系数与其约化散射

系数剧增，相对于&(’的情形而言，吸收系数增加

了)倍以上；而约化散射系数增加了!(倍以上。相

对于室温而言，吸收系数增加了!(倍以上，约化散

射系数增加了$倍。

当全血样品在更高的温度下（%(’以上）加热

!$*+,后，已不能探测到任何透射光强，因此无法

准确计算样品的光学特性参数。血液样品的颜色变

得更深，固状物继续萎缩，这是由于血细胞膨胀破裂

后，水从细胞中析出的结果。萎缩的血细胞对光的

吸收更强，光在其中的穿透深度也就进一步减小。

" 讨 论

热作用会引起生物组织形态及结构的改变，从

而导致其光学特性参数的改变［-，%］。我们用双积分

球技术对蛋白及人全血样品在常温（-)’）及)%’
!.(’温度下加热!$*+,后光学特性参数的改变

进行了较全面的研究。

蛋 白 常 用 于 组 织 热 凝 固 过 程 的 研 究，

/0+102+,3
［!(］在完全不考虑其吸收特性变化的情况

下，对蛋白在"(’!&$’加热时散射特性的相对

变化作过初步探讨。在本研究中，我们对更大温度

范围内（-)’，)%’!.(’）加热后的蛋白变化情

况进行了研究，利用双积分球技术测得了所有光学

特性参数的变化，这些数据能更完整地描述蛋白的

热凝固过程。

实验结果表明：虽然蛋白的吸收系数相对于散

射系数而言很小，但随着加热温度的升高而增加；热

作用导致蛋白约化散射系数的增加，一方面源于散

射系数本身的增加，另一方面，源于各向异性因子的

减小；不同温度下加热，散射系数增加的趋势是不同

的，温度较低时散射系数的变化较为缓慢，但在某一

温度下（$.’）散射系数出现突变，当温度高达到一

定值时（%$’）又逐渐趋于恒定。这说明蛋白的热

凝固存在一定的阈值，而完全的凝固变形取决于温

度 及 作 用 时 间。 我 们 所 测 得 的 蛋 白 结 果 与

4+5302+,6
［7］测得的心肌组织光学特性参数（吸收系

数、散射系数及各向异性因子）的改变类似。

在-$’!$$’温度范围内，我们对全血的测

量结果与8+99:,［!!］的研究结果基本吻合。

我们在进一步研究更高温度（&(’及&$’）下

热对人全血光学特性的影响后，发现了散射特性的

“异常”变化，即&(’的温度下加热!$*+,后，其约

化散射系数比相邻较低温度（$$’）下或较高温度

（&$’）下的值要小得多。一方面，可能是因为血液

中包含多种蛋白质，它们的凝固阈值是不相同的，如

红细胞的膜蛋白就比血液中的其他成分的损伤阈值

高［!$］，所以当温度超过&$’时，散射系数的增加才

更为明显；另一方面，当血液被加热时，常规的两面

凹的红血细胞会变成两面凸的形状，形成了球形红

细胞［!!］，这种变化会使样品变得更均匀透明。

热作用会使血液中各种成分发生不同的变化，

从而导致了这种“褪色”———血液透明度增强的现

象，4;0;02［!$］在研究脉冲激光诱导全血热损伤的实

验中，也提及到这一点。由于8+99:,对人全血的研

究只涉及到了-$’!$$’这一温度范围，所以未

能观察到这一异常的现象。关于这一现象的病理学

解释还有待于进一步探讨。

血液及蛋白质是生物组织的主要成分，分别研

究它们在不同温度的热作用下光学特性参数的改

变，将有助于进一步理解热作用下生物组织光学特

性的变化，对研究生物组织的热损伤进程具有重要

指导意义。

本研究还表明，生物组织的光学特性参数与其

生理特性有一定的对应关系，热作用下生物组织生

理特性的变化，可通过组织光学特性参数的测量来

反映，因而可将光学检测技术应用于热疗的监测。

由于光学检测技术是无损的，建立生物组织特性与

生理特性间精确的对应关系，基于组织光学特性参

数变化的光学检测技术可望为热疗的实时无损监测

提供一种新的手段，在临床应用中具有重要的指导

意义和广阔的应用前景。

结论 双积分球技术能够同时获取生物样品的多个

光学特性参数，我们用自行研制的双积分球系统，对

不同温度（)%’!.(’）加热后的蛋白及人全血的

光学特性参数（&)-<.,*）进行了测量。热作用下

生物样品生理特性的改变可用光学特性参数的变化

来描述。不同的热作用，样品结构与形态的变化不

同，相应的光学特性（吸收特性与散射特性）也不同；

相同热作用下，样品成分的不同，导致样品光学特性

-%) 光 学 学 报 --卷



参数的改变也存在差别。

感谢美国俄勒冈激光医学研究中心!"#$#%&
’()*+#,教授在我们实验室讲学期间，对本工作所给

予的指导。
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