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摘要　红外显微成像技术将红外光谱技术和显微技术相结合，不仅可以提供测试样品的光谱信息而且能够提供测

试样品的空间分布信息。然而复杂样品的红外显微图像谱峰重叠严重，无法直接获得目标组分的分布信息。将因

子分析与光谱分离技术相结合提出了主成分分析－二阶导数光谱成像方法。通过兔子动脉红外显微图像中胆固

醇分布的成像实验，验证该方法的可行性和有效性。实验结果表明，该方法可以提高光谱分辨率，挖掘隐藏于重叠

谱峰中的有用信息，是一种有效的红外显微图像分析方法。
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１　引　　言

红外显微成像技术是一种将红外光谱技术和显

微技术相结合的快速、直接、绿色的微区分析技术，

能够在不破坏样品原始结构的前提下深入微观世

界，探测生物组织、高分子聚合物等样本的化学组

分，具有较高的空间分辨率和光谱分辨率，因而被广

０７１１００１１
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泛用于医学［１］、生物学［２］、食品安全［３］和地球科学［４］

等领域。

红外显微图像由成千上万的光谱组成，包含了

海量的成分、浓度、分布等信息。光谱中不同成分的

特征吸收峰重叠严重，很难找到一个专属于某种组

分的特征峰，那些含量较少的组分则无法通过特征

峰成像的方式来获得分布信息［５］。因此，如何从多

种组分吸收峰重叠的红外显微图像中获得特定组分

分布图像成为制约红外显微图像分析技术发展的主

要因素。

近年来，人们把主成分分析（ＰＣＡ）
［６～８］、偏最小

二乘法［９］和多元曲线分辨 交替最小二乘法［１０］等算

法应用于红外显微光谱图像的处理上。其中主成分

分析是一种常用的最优化方法，无需先验知识，可以

降低数据维数，简化数据，揭示复杂数据背后的简单

结构；可以用少量载荷光谱和得分图来描述原始红

外显微图像，同时获得样品的显微结构特征和化学

组分信息。主成分成像是基于光谱变化来提取主成

分，能在一定程度上滤除噪声，消除冗余信息，但不

能解决光谱的叠加问题。导数法［１１］光谱分离技术

虽然可以用于分离重叠的谱峰，但由于求导将进一

步放大噪声信号，要求原始红外显微图像的光谱有

较高的信噪比。

因此如何能在去除噪音和冗余信息的同时分离

重叠的谱峰，成为特定组分分布信息提取的关键。

２　主成分分析 二阶导数光谱法

针对因子分析和导数光谱法的不足，本文将因

子分析和光谱分离技术相结合提出了主成分分析－

二阶导数光谱法。该方法不仅具有主成分分析保留

有用信息、滤除噪音、去除冗余信息的优点，同时还

具备二阶导数光谱提高分辨率，挖掘隐藏于重叠吸

收峰中目标组分信息的能力，主要由主成分分析、二

阶导数处理和特征峰成像三部分构成。

２．１　主成分分析

红外显微图像中任意一个像素的光谱浓度值由

各个组分纯光谱浓度的加权和得到，每个像素的浓

度值因所含成分不同而各不相同，但构成整个光谱

图像组分的纯光谱都一样［１２］。主成分分析可以将

红外光谱数据分解为载荷光谱（ｌｏａｄｉｎｇ）以及得分

图（ｓｃｏｒｅ）。载荷光谱具有与纯光谱相近的特征峰

峰位和峰形，可以看作是抽象的纯光谱，对应的得分

图像可以用于代表与载荷光谱最相关物质的分布趋

势，可以看作抽象的浓度分布图。

对主成分分析得到的载荷光谱和得分图进行分

析，确定与样品组分相关的载荷光谱和得分图数量，

并利用这些载荷光谱和得分图重构样品红外显微

图像。

２．２　二阶导数光谱

导数光谱也叫微分光谱，是对原始光谱数据进

行微分处理而得到的吸光度对波长（或波数）的变化

率曲线。导数光谱既可以消除基线漂移或平缓背景

干扰的影响，也可以提供比原光谱更高的分辨率和

更清晰的光谱轮廓变化。尤其是二阶导数红外光谱

的半峰全宽只有原谱图半峰全宽的１／３左右，能够

容易地分辨强峰两侧的小肩峰，因而常用于复杂混

合物样本的鉴别［５，１３］。对于红外显微图像的每一个

光谱进行二阶导数，可以分辨光谱的重叠峰，发掘那

些被隐藏的有用信息。

２．３　特征峰成像

化合物中官能团（或化学键）的存在与红外光谱

图上的吸收峰的出现相对应，通过一些有代表性的

吸收峰可以确定目标组分是否存在。对目标组分特

征峰成像，可以获得目标组分的分布信息。

３　结果与讨论

３．１　实验数据

本文实验数据是由美国ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司生

产的傅里叶变换红外／近红外成像系统Ｓｐｏｔｌｉｇｈｔ

４００提供的兔子动脉血管中红外显微图像。数据处

理与仿真主要基于 Ｍａｔｌａｂ７．１１以及ＰＥ公司红外

显微图像处理软件平台。

图１（ａ）、（ｂ）分别为兔子动脉可见光图像和中红

外显微图像的总吸收图。成像面积约为３６００μｍ×

５２００μｍ，空间分辨率２５μｍ，共有２９９５２ｐｉｘｅｌ。光谱

分辨率４ｃｍ－１，波数范围４０００～７２０ｃｍ
－１，共有８２１

个波段。

图１ （ａ）可见光图；（ｂ）总吸收图

Ｆｉｇ．１ （ａ）Ｖｉｓｉｂｌｅｉｍａｇｅ；（ｂ）ｔｏｔａｌａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｉｍａｇｅ

０７１１００１２
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３．２　目标组分的分布信息提取

在动脉粥样硬化的发生与发展过程中，胆固醇

起着重要作用。对动脉中胆固醇分布的研究，可以

为动脉粥样硬化做出早期诊断，为客观准确地评价

动脉粥样硬化的程度提供依据，具有重要的临床意

义。因 此，本 文 分 别 采 用 传 统 特 征 峰 成 像、

ＣｈｅｍｉＭａｐ成像、主成分成像以及主成分分析－二

阶导数光谱法对动脉胆固醇的４个特征峰：２９２４、

２８６８、１４６４、１０５６ｃｍ－１进行成像。

胆固醇标样的红外光谱如图２所示，其中特征

峰２９５０～２８５０ｃｍ
－１区域为脂肪族甲基亚甲基的伸

缩振动，主存在于胆固醇、长链酰基和其他含链烷的

脂类中；１４６０ｃｍ－１处的吸收带为二甲脂Ｃ－Ｈ 弯

曲；１０５７ｃｍ－１为Ｃ－Ｏ的伸缩振动
［１４］。

１）特征峰成像

对动脉胆固醇特征峰直接进行成像，结果如图３

图２ 胆固醇标准红外光谱图

Ｆｉｇ．２ ＳｔａｎｄａｒｄＩＲｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ

所示。图３中在动脉壁上均无胆固醇斑块分布。

２）ＣｈｅｍｉＭａｐ成像

ＣｈｅｍｉＭａｐ成像
［１５］主要是通过选定目标组分

特征峰上的两个基点进行峰面积积分，提高图像强

度以获得目标组分的分布信息。本文使用ＰＥ公司

的Ｓｐｏｔｌｉｇｈｔ软件中ＣｈｅｍｉＭａｐｆｕｎｃｔｉｏｎ来实现。

图３ 胆固醇特征峰成像

Ｆｉｇ．３ Ｉｍａｇｉｎｇｉｎｔｅｎｓｉｔｙｍａｐｓｏｆｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ

　　如图４为ＣｈｅｍｉＭａｐ成像结果，图４均在动脉

壁有胆固醇斑块分布，其中图４（ｂ）、（ｃ）受背景影响

较小，胆固醇分布效果比图４（ａ）、（ｄ）的分布效果

好。

３）主成分成像

主成分成像是通过对主成分分析重构的红外光

谱进行特征峰成像来实现。图５为ＰＣＡ分解得到

的前八帧得分图。

图５（ｅ）、（ｆ）、（ｇ）均在动脉壁上有明显的斑块物

质存在。将图５（ｅ）、（ｆ）、（ｇ）对应的载荷光谱

ｆａｃｔｏｒ０５、ｆａｃｔｏｒ０６、ｆａｃｔｏｒ０７与胆固醇标准光谱进行比

较，如图６所示。图６中载荷光谱ｆａｃｔｏｒ０５、ｆａｃｔｏｒ０６、

ｆａｃｔｏｒ０７均含有２９２４、２８６８、１４６４、１０５６ｃｍ－１吸收峰，

与胆固醇特征峰相同，因而动脉壁上的斑块物质为胆

固醇。取与样品组分相关的前７个载荷光谱与得分

图重构红外显微图像。对重构红外显微图像的胆固

醇特征峰进行成像如图７所示。图７中均不能观察

到胆固醇在动脉壁上的分布。
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图４ ＣｈｅｍｉＭａｐ成像

Ｆｉｇ．４ ＣｈｅｍｉＭａｐｉｍａｇｉｎｇ

图５ ＰＣＡ得分图

Ｆｉｇ．５ ＳｃｏｒｅｓｏｆＰＣＡ

４）主成分分析 二阶导数光谱成像

对兔子动脉进行主成分分析 二阶导数光谱成

像分析，结果如图８所示。图８中均在动脉壁上有

胆固醇斑块分布，且胆固醇分布情况与ＣｈｅｍｉＭａｐ

成像、主成分分析得到的胆固醇得分图分布情况相

似。

３．３　结果分析

在兔子动脉胆固醇分布信息提取中，特征峰成像

和主成分成像不能获得胆固醇分布信息，ＣｈｅｍｉＭａｐ

成像和主成分分析－二阶导数光谱成像均能够得到

胆固醇分布信息。这是由于兔子动脉样品中的红外

显微图像的光谱吸收峰重叠严重，胆固醇的特征峰专

图６ 胆固醇标准光谱与载荷图的比较

Ｆｉｇ．６ ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｂｅｔｗｅｅｎｓｔａｎｄａｒｄＩＲ

ｓｐｅｃｔｒａｏｆｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌａｎｄｌｏａｄｉｎｇｓ

属性不强，容易被动脉分布信息覆盖，而特征峰成像

和主成分成像均不能分辨重叠谱峰。虽然主成分成

像可以通过重构红外显微图像消除噪音和冗余信息

的干扰，但仍然无法挖掘隐藏于重叠峰里的目标组分

的分布信息，因而特征峰成像和主成分成像均不能得

到胆固醇的分布信息。ＣｈｅｍｉＭａｐ成像并不能分离重

叠的吸收峰，它是通过调整基点的位置，在一定程度

上避免重叠峰上其他组分的干扰，突出目标组分，获

得目标组分的分布信息。主成分分析 二阶导数光谱

成像可以利用主成分分析保留与样品组分相关的信

息并去除噪声和冗余信息，同时利用二阶导数提高谱
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图７ 主成分成像

Ｆｉｇ．７ ＰＣＡｉｍａｇｉｎｇ

图８ 主成分分析 二阶导数光谱成像

Ｆｉｇ．８ ＰＣＡ２
ｎｄｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓｐｅｃｔｒａｌｉｍａｇｉｎｇ

图的表观分辨率，增强埋藏于重叠峰中目标组分分布

的信息表达。

虽然主 成 分 分 析 二 阶 导 数 光 谱 成 像 与

ＣｈｅｍｉＭａｐ成像均能获得目标组分的化学分布，但

ＣｈｅｍｉＭａｐ成像仅使用少量的光谱数据，无法获取

红外显微图像中大量有用信息，同时ＣｈｅｍｉＭａｐ成

像还受选择基点的影响，要多次实验才能获得较好

的实验结果。因此，主成分分析 二阶导数光谱法更

加全面、准确，更适于红外显微图像分析。

４　结　　论

将因子分析方法与光谱剥离技术相结合提出了

主成分分析 二阶导数光谱法。该方法虽不能完全

分离所有的重叠峰，但在一定程度上提高了光谱分

辨率，增强了埋藏于重叠峰里的信息表达，突出了目

标组分的分布信息。如何能够更好地分离出单一组

分的分布信息还有待进一步的研究。
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