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人膀胱粘膜／粘膜下层组织病变致组织
漫反射光谱的变化
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摘要　研究了人正常膀胱和浅表性膀胱癌的粘膜／粘膜下层组织在３００～９００ｎｍ光谱范围的漫反射光谱特性及其

差异，实验采用带积分球附件的分光光度计获取组织的漫反射光谱。结果表明，在３００～９００ｎｍ，正常膀胱的粘

膜／粘膜下层对任一个波长的漫反射率都明显地较癌变的粘膜／粘膜下层对相应波长的要大。正常膀胱的粘膜／粘

膜下层的漫反射光谱的峰分别在３７０ｎｍ、５２０ｎｍ、５５０ｎｍ和６６０ｎｍ，其峰值分别为５２．４％、６０．７％、５６．１％和

７５．５％。而癌变的粘膜／粘膜下层的漫反射光谱的峰分别在３２０ｎｍ、５２０ｎｍ、５５０ｎｍ和６６０ｎｍ，其峰值分别为

４３．７％、３３．４％、３０．６％和７０．２％。正常膀胱的粘膜／粘膜下层的漫反射光谱在３７０ｎｍ处有一个峰，而癌变的粘

膜／粘膜下层的漫反射光谱在３７０ｎｍ处没有峰，３２０ｎｍ处有一个峰。而正常膀胱的粘膜／粘膜下层的漫反射光谱

在３２０ｎｍ处没有峰。膀胱的粘膜／粘膜下层病变导致组织的漫反射光谱在５２０ｎｍ、５５０ｎｍ和６６０ｎｍ处的峰的峰

值分别减小了４５．０％、４５．５％和７．０２％。说明膀胱的粘膜／粘膜下层病变导致组织的组分和结构尤其是组织中的

氧合血红蛋白和去氧血红蛋白的含量发生了明显的改变。

关键词　医用光学与生物技术；漫反射光谱；紫外可见分光光度计；积分球附件；膀胱的粘膜／粘膜下层组织；浅

表性膀胱癌的粘膜／粘膜下层组织
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１　引　　言

膀胱癌是泌尿系统最常见的恶性肿瘤，在尿路

上皮肿瘤中的发病率一直占首位，其中９０％以上为

移行细胞癌，首诊时约７０％～８０％为浅表性膀胱肿

瘤［１］。荧光光谱［２，３］、漫反射光谱［４，５］、拉曼光谱［６］

以及红外光谱［７］等都为肿瘤的光学诊断提供了强有

力的诊断手段。研究表明，癌症的８５％以上都起源

于人体的内表面的上皮内层组织，大多数这些上皮

内层组织的损伤如果能在早期得以确诊是容易治疗

的［８］。膀胱癌早期病变多发生在粘膜层，然后逐渐

向粘膜下层及更深层组织入侵［９］。研究表明，人膀

胱上皮内层、粘膜及粘膜下层组织的损伤常常是导

致膀胱病变的原因［１０］。生物组织的漫反射光谱是

组织自身固有的吸收与散射之间相互作用的结果，

主要取决于组织的光学性质。通过测量生物组织的

漫反射光谱来确定组织的光学特性是当前活体组织

光学特性无损测量中的研究热点［１１］。生物组织的

无损光学法测量就是通过测量组织表面的漫反射光

分布。当光束入射到组织时，在组织内不断地被散

射和吸收。从组织内部逸出表面的漫反射光谱携带

了组织内部的组份和结构等信息，测量组织表面的

漫反射率是组织光学特性非入侵法测量的一个非常

关键的问题［１２～１６］。生物组织可看作是一种光学混

浊介质，生理特性的改变或癌变等组织特性的变化

都导致生物组织的光学特性参量（吸收系数μａ、约

化散射系数 ′μｓ和折射率狀等）的改变。生物体的病

变导致组织的漫反射光谱的空间和时间的变化可以

通过组织光学模型转变为组织的吸收系数与约化散

射系数的比值μａ! ′μｓ的相应的变化
［１７，１８］。本文采

用光学法获取人正常膀胱和浅表膀胱癌的粘膜／粘

膜下层组织在３００～９００ｎｍ光谱范围的漫反射光

谱，利用组织光学模型获取人吸收系数与约化散射

系数的比值μａ! ′μｓ。对实验结果作了详细的分析

和定量比较，为激光应用于膀胱粘膜／粘膜下层组织

的诊断和治疗提供一点有益的参考数据。

２　实　　验

２．１　样品的制备

实验用组织样品来自９个手术切除的人新鲜离

体浅表性膀胱癌组织（术后经过病理检验为低级别乳

头状瘤）及其邻近的正常膀胱组织。组织样品立即用

生理盐水作简单冲洗掉表面的血液，并尽快将样品用

生理盐水保存致超低温（－７５℃）冰箱速冻冷藏。将

所有组织样品用冰冻切片机切割，生成９个面积为

２０ｍｍ×２５ｍｍ，厚度为（１２．５６±０．３６）ｍｍ自然厚

度（平均值）的浅表性膀胱癌组织样品以及９个面积

为２０ｍｍ×２５ｍｍ，厚度为（１０．２３±０．２９）ｍｍ自

然厚度（平均值）的正常膀胱组织样品。然后将组织

样品在自然状态及室温２０℃环境下分别进行光学

特性的测量。从手术切除到样品准备和测量全过程

在２３ｈ内完成。

２．２　方法

采用具有积分球附件的Ｌａｍｂｄａ３５紫外／可见

分光光度计（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ，ＵＳＡ，ｍｏｄｅｌ：Ｌａｍｂｄａ

３５），该附件中的积分球（Ｌａｂｓｐｈｅｒｅ，ＵＳＡ，ｍｏｄｅｌ：

ＲＳＡＰＥ２０）内部直径为５０ｍｍ。设置分光光度计

的狭缝宽度为２．０ｎｍ，扫描的波长范围设置在

３００～９００ｎｍ，设置测定方式为反射。在积分球的

４４９
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样品反射窗处放置角度为０°的样品支架，将组织样

品固定在样品支架上，使得入射光入射到膀胱的粘

膜／粘膜下层组织平面上的入射角为０°。所测量的

反射率（不包括镜面反射）为组织样品的漫反射率

（犚ｓ）。移去组织样品并在样品反射窗处放置硫酸

钡反射板做参比，所测量的反射率（不包括镜面反

射）为百分之百漫反射率（犚１００）。移开样品反射窗

处放置的硫酸钡反射板所测量的反射率为零漫反射

率（犚０）。在同样的实验条件下对膀胱的粘膜／粘膜

下层组织进行各项漫反射率的测量，每个组织样品的

测量都使用同一块硫酸钡标准板作犚１００的定标。将

１８个组织样品分别按照上述过程在３００～９００ｎｍ光

谱范围内重复测量十次作统计分析处理。由于硫酸

钡标准板的表面的非理想性以及微量的水分，标准

板在这个波长范围的反射率不能达到百分之百的反

射率。为此，采用商业用的、已知的高反射率标准板

（Ｌａｂｓｐｈｅｒｅ，ＵＳＡ，ｍｏｄｅｌ：ＳＲＳ９９０１０）作为标准，

用分光光度计对硫酸钡的反射率（ＲＢａＳＯ４）作测量来

校准硫酸钡标准板的实际反射特性［１９］。

实验测量的数据由电子计算机数字化后进行数

据处理。组织的漫反射率由下式进行计算［１９］：

犚ｄｓ＝ （犚ｓ－犚０）／［（犚１００／犚ＢａＳＯ４）－犚０］， （１）

从实验数据可计算出９个正常膀胱和９个浅表性膀

胱癌的粘膜／粘膜下层组织样品在３００～９００ｎｍ光

谱范围的漫反射率及其平均值。Ｊａｃｑｕｅｓ
［１７］使用倍

增法（Ａｄｄｉｎｇｄｏｕｂｌｉｎｇｍｅｔｈｏｄ）和蒙特卡罗（Ｍｏｎｔｅ

Ｃａｒｌｏｍｅｔｈｏｄ）法从半无限的各向异性介质（各向异

性介质可由 ＨｅｎｙｅｙＧｒｅｅｎｓｔｅｉｎ相函数描述）以及

介质的折射率获取了辐射传输方程的漫反射率的分

析解。利用这个分析解，把各向异性介质的漫反射

率的空间和时间的变化转换为吸收系数与其约化散

射系数的比值μａ／′μｓ 的相应的变化。因此，利用这

个分析解可把正常膀胱和浅表性膀胱癌的粘膜／粘

膜下层组织在３００～９００ｎｍ的漫反射光谱转变为

组织的μａ／′μｓ的变化情况。计算所用的组织的折射

率设为１．４
［２０］。

组织光学参量以均数和标准差（犡±犛犇）表示，

采用狋检验，狆＜０．０５为有显著性差异，利用统计软

件ＳＰＳＳ１０作统计处理。

３　结果与讨论

每个组织样品在同样实验条件下重复测量十次

来获取每个测量值，每次测量后便改变样品上被光辐

照的光斑位置进行下一次测量。对于特定的样品和

特定的光谱范围的测量结果具有很好的重复性。每

一组样品（例如，正常膀胱的粘膜／粘膜下层组织）所

有测量得到的组织光学特性参量用（犡±犛犇）表示。

３．１　漫反射光谱

在３００～９００ｎｍ，正常膀胱的粘膜／粘膜下层组

织对任一个波长的漫反射率都明显地较浅表性膀胱

癌的粘膜／粘膜下层组织对相应波长的漫反射率要

大，如图１所示。正常膀胱和浅表性膀胱癌的粘膜／

粘膜下层组织在３００～３２０ｎｍ的漫反射光谱都是随

着波长的增大而急剧地增大的。在３２０～４１５ｎｍ，正

常组织在３２０～３７０ｎｍ的漫反射光谱是随着波长

的增大而继续增大的，在３７０ｎｍ处有一个次峰，其

峰值为５２．４％。然后在３７０～４１５ｎｍ是随着波长

的增大而迅速减小的。而浅表性膀胱癌组织的漫反

射光谱在３００～４１５ｎｍ有一个次峰在３２０ｎｍ处，

峰值为４３．７％。在３２０～４１５ｎｍ随着波长的增大

而快速地减小的。可见，在３００～４１５ｎｍ处，最大

差异为正常膀胱的粘膜／粘膜下层组织的漫反射光

谱的峰在３７０ｎｍ处，而浅表性膀胱癌的粘膜／粘膜

下层组织的漫反射光谱的峰在３２０ｎｍ处。漫反射

光谱在４１５～５２０ｎｍ都是随着波长的增大而增大

的，而在５２０～５４０ｎｍ却都随着波长的增大而减小

的，在５２０ｎｍ 处都有一个次峰，其峰值分别为

６０．７％和３３．４％。在５４０～５７０ｎｍ，正常组织的漫

反射光谱在５４０～５５０ｎｍ是随着波长的增大而缓

慢增大的，而浅表性膀胱癌组织的漫反射光谱在

５４０～５５０ｎｍ是随着波长的增大而迅速增大的。两

者在 ５５０ｎｍ 处都有一个次峰，其峰值分别为

５６．１％和３０．６％，而在５５０～５７０ｎｍ处，都是随着

波长的增大而迅速减小的。在５７０～７９０ｎｍ，正常

组织的漫反射光谱在５７０～６００ｎｍ随着波长的增

大而迅速增大的，而在６００～６６０ｎｍ是随着波长的

增大而缓慢增大的。从６６０～７９０ｎｍ，随着波长的

增大而缓慢减小的。而浅表性膀胱癌的漫反射光谱

在５７０～６６０ｎｍ是随着波长的增大而迅速增大的，

从６６０～７９０ｎｍ，随着波长的增大而缓慢减小的。

在这个光谱范围内，两者在６６０ｎｍ处都有一个较

大的峰，峰值分别为７５．５％和７０．２％。在７９０～

９００ｎｍ，都是随着波长的增大而明显地增大的。可

见，在３００～９００ｎｍ，膀胱癌变导致其粘膜／粘膜下

层组织的漫反射光谱特性产生了明显的差异。这些

差异可由组织中的氧合血红蛋白和去氧血红蛋白的

含量的改变及其吸收特性来解释。组织样品表面的

漫反射光谱的变化主要取决于组织中血液成分的改

５４９
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变，尤其是癌变的与正常的粘膜／粘膜下层组织中所

含血液成分和血液量是有明显的差异的。癌变组织

中含有微血管及血液量都较正常组织的要多得多，

癌变组织一般都要消耗更多的氧。所以去氧血红蛋

白的含量也较正常组织要多得多。正常膀胱和浅表

性膀胱癌的粘膜／粘膜下层组织的漫反射光谱在

４１５ｎｍ处的吸收是由组织中的氧合血红蛋白和去

氧血红蛋白在４１５ｎｍ和４３０ｎｍ处的吸收所共同

引起的。正常膀胱和浅表性膀胱癌的粘膜／粘膜下

层组织的漫反射光谱在５５０ｎｍ 处也都有一个吸

收。浅表性膀胱癌的粘膜／粘膜下层组织在５５０ｎｍ

处的吸收明显地较正常膀胱的粘膜／粘膜下层组织在

５５０ｎｍ处的吸收要强，这是癌变组织中的去氧血红

蛋白在５５０ｎｍ处的吸收所致的结果。在５４０ｎｍ和

５７０ｎｍ处，氧合血红蛋白都有一个较小的吸收，其导

致浅表性膀胱癌的粘膜／粘膜下层组织的漫反射光谱

在５４０ｎｍ和５７０ｎｍ处各有一个明显的下降。而正

常膀胱的粘膜／粘膜下层组织的漫反射光谱在５４０ｎｍ

处的下降很小，而在５７０ｎｍ处有一个明显的下降，

这都是正常膀胱和浅表性膀胱癌的粘膜／粘膜下层

组织中的氧合血红蛋白的含量的差异所导致的。正

常膀胱和浅表性膀胱癌的粘膜／粘膜下层组织在

３００～９００ｎｍ的漫反射光谱特性的差异为采用漫反

射光谱鉴别诊断膀胱组织的病变提供了一些有益的

参考。

图１ 正常人的膀胱（ａ），浅表性性膀胱癌（ｂ）粘膜／粘膜下层组织在３００～９００ｎｍ光谱范围的漫反射光谱

Ｆｉｇ．１ Ｄｉｆｆｕｓｅｒｅｆｌｅｃｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｎｏｒｍａｌｈｕｍａｎｂｌａｄｄｅｒ（ａ），ｓｕｐｅｒｆｉｃｉａｌｈｕｍａｎｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒ（ｂ）ｍｕｃｏｓａ／ｓｕｂｍｕｃｏｓａ

ｔｉｓｓｕｅｓｉｎｓｐｅｃｔｒａｌｒａｎｇｅｆｒｏｍ３００ｎｍｔｏ９００ｎｍ

图２ 正常的人膀胱（ａ），浅表性膀胱癌（ｂ）粘膜／粘膜下层组织在３００～９００ｎｍ光谱范围的μａ／′μｓ随波长的变化情况

Ｆｉｇ．２ μａ／′μｓｏｆｎｏｒｍａｌｈｕｍａｎｂｌａｄｄｅｒ（ａ），ｓｕｐｅｒｆｉｃｉａｌｈｕｍａｎｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒ（ｂ）ｍｕｃｏｓａ／ｓｕｂｍｕｃｏｓａｔｉｓｓｕｅｓｖａｒｙｉｎｇ

ｗｉｔｈｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｉｎｓｐｅｃｔｒａｌｒａｎｇｅｆｒｏｍ３００ｎｍｔｏ９００ｎｍ

３．２　μ犪／′μ狊随波长的变化

采用倍增法和蒙特卡罗法获取的辐射传输方程

的漫反射率的分析解［１７］将正常膀胱和浅表性膀胱

癌的粘膜／粘膜下层组织在３００～９００ｎｍ的漫反射

光谱转换为吸收系数与约化散射系数的比值μａ／′μｓ

随波长的变化，如图２所示。在这个光谱范围内，正

常组织对任一个波长的μａ／′μｓ都明显地较浅表性膀

胱癌的组织对相应波长的μａ／′μｓ 要小，正常膀胱和

浅表性膀胱癌的粘膜／粘膜下层组织在 ３００～

３２０ｎｍ的μａ／′μｓ 都是随着波长的增大而急剧地减

小的。正常膀胱的粘膜／粘膜下层组织在３２０～

３７０ｎｍ的μａ／′μｓ是随着波长的增大而继续减小的；

在３７０～４１５ｎｍ却是随着波长的增大而迅速增大

的，在４１５ｎｍ处有一个较强的峰，其峰值为０．０４９；

在４１５～５２０ｎｍ，随着波长的增大而迅速减小的。

而浅表性膀胱癌的粘膜／粘膜下层组织在３２０～

６４９
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４１５ｎｍ的μａ／′μｓ 却是随着波长的增大而急剧增大

的，在４１５ｎｍ 处也有一个较强的峰，其峰值为

０．１２８；在４１５～５２０ｎｍ的μａ／′μｓ却是随着波长的增

大而急剧减小的。可见，在３００～５２０ｎｍ，两者在

４１５ｎｍ处都有一个峰，其峰值的差异为１６１％。正

常膀胱的粘膜／粘膜下层组织的μａ／′μｓ 的波谷

３７０ｎｍ处，其值为０．０２１，而浅表性膀胱癌的粘膜／

粘膜下层组织的μａ／′μｓ的波谷却在３２０ｎｍ处，其值

为０．０３５。正常膀胱的粘膜／粘膜下层组织的μａ／′μｓ

在５２０～５７０ｎｍ 是随着波长的增大而增大的，在

５７０～６６０ｎｍ 随着波长的增大而迅速减小的，在

５７０ｎｍ处有一个次峰，其值为０．０２４。而浅表性膀

胱癌的粘膜／粘膜下层组织在５２０～５４０ｎｍ的μａ／′μｓ

是随着波长的增大而迅速增大的，在５４０～５５０ｎｍ

却 是 随 着 波 长 的 增 大 而 迅 速 减 小 的，在

５５０～５７０ｎｍ是随着波长的增大而迅速增大的，在

５７０～６６０ｎｍ却是随着波长的增大而迅速减小的。

在５４０ｎｍ和５７０ｎｍ处分别有一个次峰，其峰值分

别为０．１０８和０．１０５。可见，在５２０～６６０ｎｍ，正常

膀胱的粘膜／粘膜下层组织的μａ／′μｓ在５７０ｎｍ处有

一个次峰。在５４０ｎｍ和５７０ｎｍ处分别有一个次

峰。两者在５７０ｎｍ 处的次峰的峰值的差异为

３３８％。浅表性膀胱癌的粘膜／粘膜下层组织的

μａ／′μｓ在５５０ｎｍ处有一个波谷，其值为０．０７４。在

６６０～７９０ｎｍ，两者都是随着波长的增大而明显地

增大的，而在７９０～９００ｎｍ都是随着波长的增大而

明显地减小的。７９０ｎｍ处都有一个次峰，其峰值分

别为０．０１２和０．０２２，峰值的差异为８３．３％。这主要

是受组织中的氧合血红蛋白和去氧血红蛋白的吸收

情况影响。正常膀胱和浅表性膀胱癌的粘膜／粘膜

下层组织的μａ／′μｓ在４１５ｎｍ处都有一个较强的峰，

它们是由组织中的氧合血红蛋白和去氧血红蛋白在

４１５ｎｍ和４３０ｎｍ处的吸收所共同引起的。浅表性

膀胱癌的粘膜／粘膜下层组织的μａ／′μｓ在５４０ｎｍ和

５７０ｎｍ处都有一个较强的次峰，这主要是由氧合血

红蛋白在５４０ｎｍ 和５７０ｎｍ 处的吸收所引起的。

而正常膀胱的粘膜／粘膜下层组织只在５７０ｎｍ处

有一个次峰是由氧合血红蛋白在５７０ｎｍ处的吸收

所引起的。可见，正常膀胱和浅表性膀胱癌的粘膜／

粘膜下层组织的μａ／′μｓ的光谱特性主要与组织中的

氧合血红蛋白和去氧血红蛋白的吸收相关，因此，正

常膀胱和浅表性膀胱癌的粘膜／粘膜下层组织在

３００～９００ｎｍ的μａ／′μｓ的光谱特性的差异也可为鉴

别诊断膀胱组织的病变提供了一些有利的参考。

４　结　　论

在３００～９００ｎｍ，正常膀胱的粘膜／粘膜下层组

织对任一个波长的漫反射率都明显地较浅表性膀胱

癌的粘膜／粘膜下层组织对相应波长的漫反射率要

大，正常膀胱的粘膜／粘膜下层组织的漫反射光谱的

峰分别在３７０ｎｍ、５２０ｎｍ、５５０ｎｍ和６６０ｎｍ，其峰

值分别为５２．４％、６０．７％、５６．１％和７５．５％，而浅表

性膀胱癌的粘膜／粘膜下层组织的漫反射光谱的峰

分别在３２０ｎｍ、５２０ｎｍ、５５０ｎｍ和６６０ｎｍ，其峰值

分别为４３．７％、３３．４％、３０．６％和７０．２％，正常膀胱

的粘膜／粘膜下层组织的漫反射光谱在３７０ｎｍ处

有一个峰，而癌变的浅表性膀胱癌的粘膜／粘膜下层

组织的漫反射光谱在３７０ｎｍ处没有峰，浅表性膀

胱癌的粘膜／粘膜下层组织的漫反射光谱在３２０ｎｍ

处有一个峰，而正常膀胱的粘膜／粘膜下层组织的漫

反射光谱在３２０ｎｍ处没有峰，人膀胱的粘膜／粘膜

下层组织病变导致组织的漫反射光谱在５２０ｎｍ、

５５０ｎｍ 和 ６６０ｎｍ 处的峰的峰值分别减小了

４５．０％、４５．５％和７．０２％。可见，人膀胱的粘膜／粘

膜下层组织的癌变导致组织的组份等尤其是组织中

的氧合血红蛋白和去氧血红蛋白的含量发生了明显

的改变。这结论为激光应用于浅表性膀胱癌的临床

诊断和治疗及其作用机理的探讨提供一点有益的参

考，同时也为以组织的漫反射光谱鉴别诊断浅表性

膀胱组织的病变提供一点有益的参考。
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