
书书书

第３３卷　第２期 光　学　学　报 Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．２

２０１３年２月 犃犆犜犃犗犘犜犐犆犃犛犐犖犐犆犃 犉犲犫狉狌犪狉狔，２０１３

消除拉曼光谱荧光背景的新方法及其应用

高国明１　李　雪２
，３
　覃宗定２

，３
　魏坤莲４　黄汉明１　刘军贤２　姚辉璐３

１ 广西师范大学计算机科学与信息工程学院，广西 桂林５４１００４

２ 广西师范大学物理科学与信息工程学院，广西 桂林５４１００４

３ 广西科学院生物物理实验室，广西 南宁５３０００３

４ 玉林市第一中等职业技术学校，广西 玉林

烄

烆

烌

烎５３７０００

摘要　拉曼光谱信号，尤其是生物活体的拉曼信号，由于受到荧光背景噪声的影响，光谱复杂，在很大程度上影响

了分析效果。依据荧光背景特点提出了一种基于信号极小极大值自适应缩放的消除荧光背景方法，从峰强与质量

分数关系、单光谱与混合光谱关系两个方面验证可行性，并与传统基于多项式拟合基线校正的荧光背景消除方法

进行对比，结果表明该方法优于传统方法。为了显示血液在活体小鼠耳朵组织中的二维和三维分布，选用血红蛋

白的特征峰１５４９ｃｍ－１来做拉曼成像，与以往数据处理的方法所得到的图像进行对比，结果表明此方法能够获得较

好的拉曼光谱数据，特别是对一些较弱的拉曼特征峰，成像结果更好。
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１　引　　言

拉曼光谱以其非侵入、无损伤和无电离辐射的

特点成为一种热门的物质分析与研究手段。然而基

于光散射原理的拉曼光谱信号仅仅为原始激发光信

号强度的１０－８左右
［１］，微弱的信号严重影响了拉曼

光谱的分析应用能力。例如：在拉曼光谱的平滑过

程中，一些峰值小信号弱的特征峰，经过基线校正或

光谱平滑处理后便无法识别；再如散粒噪声对于信

号较强的峰的污染严重，一般的噪声消除方法无法

根除。因此，必须增强拉曼信号，才能使拉曼光谱分

析应用的范围更加广泛。拉曼光谱增强方法主要包

括表面增强散射（ＳＥＲＳ）
［２，３］和拉曼光谱后期数据处

理。ＳＥＲＳ需要寻找表面粗糙化的活性基底材料或

者合适粒径的纳米颗粒来增强拉曼信号，然而这些

材料仅限一些过渡金属，且多数材料不适用于生物

体，因此拉曼光谱数据的后期数据处理就显得特别

重要。

拉曼信号和其他的信号一样，常常会受到各种

噪声的干扰，如高斯噪声、散粒噪声和荧光背景噪声

等，如何有效的消除这些噪声一直是拉曼光谱应用

研究的一个热点。目前，拉曼光谱降噪研究主要集

中在利用小波消除能量均匀分布的白噪声方面，对

消除能量分布不均的噪声如散粒噪声和荧光背景的

研究相对较少［４，５］。

本文建立了一种新的基于极小极大值自适应缩

放的消除荧光背景方法，并从峰强与质量分数关系、

单光谱与混合光谱关系两个方面进行可行性验证，

与传统荧光背景消除方法（多项式拟合基线校正）进

行对比，结果表明该方法明显优于传统方法。此外，

还利用此方法对从活体小鼠耳朵组织区域收集到的

拉曼扫描光谱数据进行处理，对比以往数据处理方

法得出的成像结果表明：此方法能够获得较好的拉

曼光谱数据，尤其是对一些较弱的拉曼峰，成像结果

优化明显。

２　实验设备与信号收集

２．１　实验材料与设备

本实验动物为３～５周龄的无特定病原（ＳＰＦ）级

ＫＭ雄性小鼠，重量在１５～２５ｇ之间，购于广西医科

大学动物实验中心。实验鼠用质量分数为４％的水

合氯醛［０．１ｍＬ／（１０ｇ）］腹腔注射将小鼠麻醉，并用

脱毛膏将小鼠耳朵进行脱毛处理。本实验所采用的

拉曼成像系统实验装置与参考文献［６］大致相同，激

发光波长为７８０ｎｍ，激光功率约为１５ｍＷ。

２．２　信号扫描与收集

将小鼠麻醉后固定于载物台，耳朵紧贴载玻片

上，选定合适的血管区域，设定光斑在犡 轴、犢 轴上

的步长均为２μｍ，并手动调节激光聚焦深度（即犣

轴的步长），犣轴的扫描步长为５μｍ，每个光谱的积

分时间为１０ｓ，使用 Ｗｉｎｓｐａｃ３２软件自动收集光谱

信号并保存为ｔｘｔ格式。

３　数据处理与成像方法

３．１　荧光背景消除方法

消除荧光背景的主要目的是寻找拉曼波谱特征

峰，而这些特征峰常常处在一些较大的荧光背景上，

同时相邻特征峰常常会相互干扰，甚至叠加在一起。

为了消除荧光背景噪声和相邻峰间的影响，提出一

种基于信号极小极大值自适应缩放的荧光背景消除

方法，通过极小值与极大值位置确定信号峰的划分

范围，归零后通过自适应信号缩放来减少相邻峰的

影响。信号处理方法步骤如下：

１）对光谱进行平滑，并使用小波阈值去噪方法

消除高频白噪声；

２）对处理后的信号抽取极小点位置；

３）取相邻两个极小值点，找到这两点之间极大

值位置，由极大值位置将该段信号分为左右两片；

４）左边片段统一减去左边片段的极小值，右边

片段统一减去右边片段的极小值，经过处理后多数情

况下会出现左右两个片段不连续，此时需要将较高的

片段进行缩放，即乘以一个比例系数犳，犳表示为

犳＝
犳ｍａｘ－犪

犳ｍａｘ－犫
，　犪＞犫

式中犳ｍａｘ为左右两个片段总的最大值，而犪、犫分别

为分段后左右两边各自的最大值；

５）信号经过前面方法处理后，仍存在一些持续

范围过大的峰。为减小峰的持续范围，进行如下操

作：左边信号片段为犡，其中犡＝｛狓１，狓２，…，狓狀｝，狀

为左边信号片段长度，令狓犻＝狓犻
犻（ ）狀

犻

，同样，右边信

号片段为犢，其中犢＝｛狔１，狔２，…，狔犿｝，犿 为右边信

号段长度，令 狔犻＝狔犻
犻（ ）犿

犻

。以上程序代码 用

Ｍａｔｌａｂ软件实现。

经过荧光背景消除方法处理后的拉曼光谱，对

于任何一个特征峰，峰的范围都分为两部分：左边的

严格单调上升阶段，范围是［０，犳ｍａｘ］，右边的严格单

０２３０００２２
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调下降阶段，范围是［犳ｍａｘ，０］。那么在左右两边都

存在且唯一存在一个点，这个点的高度为犳ｍａｘ／２，那

么这两点间的距离就是所求的峰的半峰全宽。

算法步骤５）可以有效的减小相邻特征峰之间

的影响，但是仍然不能彻底正确的分开相邻特征峰

或者重叠在一起的特征峰。根除相邻特征峰影响必

须对拉曼特征峰进行分解，无法通过简单的荧光背

景消除达到此效果。

图１是对随机抽取的一个信号光谱应用上述方

法处理后的结果。光谱ａ为原始拉曼信号，ｂ为经

过多项式拟合基线校正后的光谱，ｃ为经过本文方

法处理后的结果。通过对比可以看出，传统的多项

式拟合基线校正的方法无法将特征峰明显的表示出

来，很多弱的特征峰被湮灭在强的特征峰中，而本方

法可以有效的提取和增强较弱的特征峰。

３．２　方法验证

表１给出了几种主要特征峰的峰值归属表
［７～９］。

图１ 活体小鼠耳朵组织中血液的拉曼光谱。（ａ）原始光

谱；（ｂ）经过多项式拟合基线校正后的光谱；（ｃ）本

　　　　　文提出的方法校正后的光谱

Ｆｉｇ．１ Ｒａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｂｌｏｏｄｉｎｍｉｃｅｅａｒｉｎｖｉｖｏ．（ａ）

Ｏｒｉｇｉｎａｌｓｐｅｃｔｒｕｍ；（ｂ）ｆｉｔｔｅｄｂｙｐｏｌｙｎｏｍｉａｌａｎｄ

ｐｒｏｃｅｓｓｅｄｕｓｉｎｇｂａｓｅｌｉｎｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ；（ｃ）ｒｅｃｔｉｆｉｅｄ

　　　　ｗｉｔｈｔｈｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｍｅｔｈｏｄ

表１ 拉曼光谱特征峰归属

Ｔａｂｌｅ１ ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｐｅａｋａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｓｆｏｒｔｈｅＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒａ

Ｐｅａｋｐｏｓｉｔｉｏｎｓ／ｃｍ
－１ Ｍａｊｏｒａｓｓｉｇｎｍｅｎｔ

７２１ Ａｄｅｎｉｎｅ（Ｃ－Ｃ，ｒｉｎｇｍｏｄｅ）

７５４ Ｖｉｂｒａｔｉｏｎａｌｂｒｅａｔｈｉｎｇｍｏｄｅｏｆｐｏｒｐｈｙｒｉｎ

８５３ ＲｉｎｇｂｒｅａｔｈｉｎｇｍｏｄｅｏｆｔｙｒｏｓｉｎｅａｎｄＣ－Ｃｓｔｒｅｔｃｈｏｆｐｒｏｌｉｎｅｒｉｎｇ

１００１ Ｓｙｍｍｅｔｒｉｃｒｉｎｇｂｒｅａｔｈｉｎｇｍｏｄｅｏｆｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ

１０７８ Ｃ－ＣｏｒＣ－Ｏｓｔｒｅｔｃｈ（ｌｉｐｉｄ），Ｃ－ＣｏｒＰＯ２ｓｔｒｅｔｃｈ（ｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｓ）

１１２５ ＣＯｓｔｒｅｔｃｈｉｎｇ

１１７０ Ｃ－Ｈｉｎｐｌａｎｅｂｅｎｄｉｎｇｍｏｄｅｏｆｔｙｒｏｓｉｎｅ

１２６４ ＝Ｃ－Ｈｉｎｐｌａｎｅｂｅｎｄｉｎｇ（ｌｉｐｉｄ）

１３００ ＣＨ２ｗａｇｇｉｎｇ（ｌｉｐｉｄ）

１３４０ ＣＨｂｅｎｄｉｎｇｏｆｔｈｅａｌｉｐｈａｔｉｃｃｈａｉｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓ

１４４６ ＣＨ２ｂｅｎｄｉｎｇｍｏｄｅｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓ

１５４９ ＶｉｂｒａｔｉｏｎａｌｂｒｅａｔｈｉｎｇｍｏｄｅｏｆＰｏｒｐｈｙｒｉｎ

１６６０ ＡｍｉｄｅＩ［ν（Ｃ＝Ｏ）］

　　对于任何的光谱荧光背景去除方法，去除后的光

谱必须满足两个条件：１）对于单一的某种物质，其拉

曼光谱特征峰的峰强与该物质的质量分数呈线性关

系；２）对于多种物质的混合体，如果混合物中各种物

质间不发生反应，那么混合物中各物质将保持不变，

即混合物中包含的各种化学键质量分数是混合物中

各种物质的对应的化学键质量分数之和，在光谱上表

现为混合物拉曼光谱的特征峰强度是混合物中各种

物质特征峰强度之和。所以，分别从上面所述的两个

方面来验证荧光背景校正方法的可行性：峰强与质量

分数关系验证和单光谱与混合光谱的关系验证。

３．２．１　质量分数与峰强关系验证

选取质量分数为５％～３５％，梯度为５％的７个

葡萄糖溶液样品，每个样品收集５个拉曼光谱，然后

取平均值，光谱收集时间均为１０ｓ，并通过本文方法

进行基线校正，给出了不同质量分数的葡萄糖特征峰

１１２５ｃｍ－１的光谱曲线及峰面积数据柱状图（图２），从

图中看到，葡萄糖溶液质量分数与特征峰峰面积呈线

性关系。

表２是经过本文荧光背景方法处理后不同质量

分数葡萄糖溶液各个特征峰的峰面积数据、峰强（峰

面积）、葡萄糖质量分数的线性相关系数、质量分数

误差均值数和特征峰的增长系数。其中增长率是指

质量分数每增加一个单位（１％）时峰面积的增加量。

从表２中可以看到，经本文方法处理后质量分数与

峰强的线性相关系数除８５０ｃｍ－１特征峰相关系数

０２３０００２３
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为０．９６９５外，其余系数都大于０．９９２５，呈现很强的

相关性。从质量分数误差均值可以看到，误差大部

分都在１％以内，由此验证了本文荧光背景消除方

法对质量分数与峰强的关系影响很小，且具有很高

的准确性。

表３为经过多项式拟合基线校正处理后不同质

量分数的葡萄糖溶液各个特征峰的峰面积数据、葡

萄糖质量分数、峰强（峰面积）的线性相关系数、质量

分数误差均值数和特征峰的增长系数。由表２、３中

相对应的线性相关系数可以看到，本文处理方法得

图２ ５％～３５％葡萄糖拉曼光谱与峰面积柱状图

Ｆｉｇ．２ Ｒａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｆｒｏｍ５％～３５％ｇｌｕｃｏｓｅｓｏｌｕｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｈｉｓｔｏｇｒａｍｏｆｐｅａｋｓａｒｅａ

表２ 不同质量分数葡萄糖溶液的拉曼光谱特征峰峰面积的相关系数表

Ｔａｂｌｅ２ ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｐｅａｋｓａｒｅａｏｆｇｌｕｃｏｓｅｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒａａｎｄｔｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｃａｌｃｕｌａｔｅｄ

Ｗａｖｅｎｕｍｂｅｒ／ｃｍ－１
Ｓｏｌｕｔｉｏｎｃｏｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

５％ １０％ １５％ ２０％ ２５％ ３０％ ３５％

Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

Ｃｏｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｅｒｒｏｒ

ａｖｅｒａｇｅ／％

Ｇｒｏｗｔｈ
ｒａｔｅ

６５６ １７１ １９１ ２１２ ２３４ ２５６ ２７７ ２９９ ０．９９９９ ０．１１４ ４．２７

７１７ ２５３ ２７６ ３２２ ３４５ ３７０ ４０３ ４３２ ０．９９７２ ０．５４０ ５．９８

８５０ ０ ４７ ９３７ １４７３ ２９２１ ３２００ ３２８５ ０．９６９５ ２．１５０ １２９．６３

９０９ ２５０ ８２０ １２１７ １７７７ ２４７６ ２７８１ ３３５２ ０．９９７７ ０．５３５ １０３．４７

１０６２ １５１ ４７５ １９８２ ２８１７ ３６１０ ４２５９ ５４９８ ０．９９３１ ０．９９３ １８０．２７

１１２５ ７２９ １９２３ ２９９１ ４２７４ ５６５３ ７２９７ ８８２３ ０．９９７２ ０．７００ ２９６．２３

１２６７ ３４ ２３０ ３４８ ５５３ ７３９ ９６０ １２４０ ０．９９４４ １．０１３ ３９．０６

１３６２ １６７７ ２１９４ ２５５３ ３０７５ ３３６４ ４１３９ ４７３４ ０．９９３４ ０．９２０ ９９．０８

１４６０ ８９４ １１６３ １３１６ １６６２ ２０１７ ２２４１ ２６６４ ０．９９４４ ０．９７１ ５８．３３

１６００ ３４２ ４１１ ４８４ ５４６ ６８６ ７７２ ８９３ ０．９９２５ ０．９５８ １８．４０

表３ 经多项式拟合基线校正后的不同质量分数葡萄糖拉曼光谱的各个特征峰峰面积与相关系数

Ｔａｂｌｅ３ Ｐｅａｋｓａｒｅａｏｆｇｌｕｃｏｓｅｓｏｌｕｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｃａｌｃｕｌａｔｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅｐｏｌｙｎｏｍｉａｌｆｉｔｔｉｎｇ

ｂａｓｅｌｉｎｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ

Ｗａｖｅｎｕｍｂｅｒ／ｃｍ－１
Ｓｏｌｕｔｉｏｎｃｏｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

５％ １０％ １５％ ２０％ ２５％ ３０％ ３５％

Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

Ｃｏｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｅｒｒｏｒ

ａｖｅｒａｇｅ／％

Ｇｒｏｗｔｈ
ｒａｔｅ

６５６ ９４６０ １００００ １７０３８ １９１３７ ２９８８９ ３３０３８ ４４０６９ ０．７５７３ １．７７９ １１６

７１７ ４４６７９ ４３１３１ ５５１２１ ６７８１２ １００２４２ ９８９４２ １３８８０６ ０．９５３０ ２．５８８ ３１３７

８５０ ７１８８０ ８３３２８ １１３２７１ １６２９４３ ２６０６１４ ２５０１１４ ３５１６８２ ０．９６７６ ２．２４９ ９４３１

９０９ ３０１８１ ５２９９１ ９０６５５ １４８４１９ ２５５００９ ２５７１５７ ３９７５５８ ０．９７０５ ２．１４３ １１９６３

１０６２ １５４６４４ １７１１５６ １９１６３４ ２３２６７５ ３２９６３２ ２９６８１０ ４２５５１２ ０．９４３４ ２．９４５ ８５８５

１１２５ １６６０００ ２５５８５３ ３４１０９１ ４６８５６８ ７３７７７２ ７０９９９０１０６２６１４ ０．９６９６ ２．２２０ ２８５３４

１２６７ ８４６８ １５１０５ １７６３４ ３３６４９ ６７５０２ ７１１２０ １２３４２２ ０．９４０２ ３．０４０ ３６２０

１３６２ １０１４８３ １６３８８４ ２１００６０ ２８８４４８ ４６９０２８ ４５８１７９ ６９４２９３ ０．９６６６ ２．３６３ １８７５７

１４６０ ３３０８３ ４１７３８ ４４６９１ ５５０９０ ８４７６６ ８１４１３ １２３６９９ ０．９４１９ ３．０５０ ２７９５

１６００ ９８７６３ １００９８１ ９３５４８ ８９２２４ １１３３８０ ９２５７９ １１０３４３ ０．３１８９ ７．９３４ ２７０

０２３０００２４
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到的线性相关系数要明显大于传统的多项式拟合基

线校正处理方法，而且传统的方法中１６００ｃｍ－１特征

峰峰面积出现很大偏差。将表２、３质量分数误差均

值数据对比可以看到：本文处理方法得到的质量分数

误差要明显低于传统的多项式拟合基线校正方法，且

表３中的１６００ｃｍ－１特征峰拟合后质量分数误差均值

达到了７．９３４％，误差很大。因此，从物质拉曼特征峰

峰强与物质质量分数关系可以看出，本文方法要优于

基于多项式拟合基线校正的荧光背景消除方法，优化

的原因在于：１）多项式拟合基线校正方法无法正确

判断一些弱的特征峰始末位置，而本文通过极小极

大值确定了峰的始末范围；２）多项式拟合基线校正

不能降低周围特征峰对所求特征峰的影响，仅仅只

是减去一个拟合背景曲线；３）多项式拟合基线校正

在不能从原理说明的情况下直接去除背景，降低了

特征峰的高度，而本文算法可以保持原始的固有峰

高。

３．２．２　混合物各个成份峰强的关系验证

对于多种物质混合的拉曼光谱，由于不同的物

质可能含有相同的化学键，导致这些物质的拉曼光

谱中都含有某个（某些）拉曼特征峰，那么这个（这

些）特征峰的峰强将叠加，这些共有的特征峰峰强应

该是单独物质拉曼特征峰峰强之和。因此，经过荧

光背景消除后的拉曼光谱，必须适合上述约定条件。

小鼠耳朵组织从外到内分为表皮、真皮、皮下组

织、软骨层四层结构，血管位于真皮和软骨层之间，

在做活体小鼠耳朵拉曼扫描成像实验时，激光聚焦

在小鼠的静脉或动脉血管里正在流动的血液时，收

集到的信号难免会受到周围脂肪组织的干扰，因此

可以通过使用小鼠体外血液光谱与１０％脂肪乳光

谱按一定的比例系数合成的方法来模拟小鼠耳朵血

液所处的实验环境。

为了体现提出的消除荧光背景方法可以适用于

活体小鼠数据的处理与分析，分别收集了小鼠体外

血液、１０％脂肪乳两种物质的拉曼光谱，并收集活体

小鼠血液的拉曼光谱做参考。

图３（ａ）为原始光谱，其中包括小鼠体外血液光

谱、１０％脂肪乳光谱、组合光谱和活体小鼠体内血液

光谱。图３（ｂ）为多项式拟合基线校正方法处理后

的光谱，图３（ｃ）为本文方法消除后光谱。图３中组

合光谱是由小鼠体外血液光谱和１０％脂肪乳光谱

通过最小二乘拟合方法得到的与小鼠体内血液光谱

最近似的光谱。其组合方法为：组合光谱＝体外血

液光谱×０．７１５５＋脂肪乳光谱×０．７５７１。

图３ 原始光谱、多项式拟合基线校正后的光谱和本文方法处理后的光谱

Ｆｉｇ．３ Ｏｒｉｇｉｎａｌｓｐｅｃｔｒｕｍ，ｓｐｅｃｔｒｕｍｐｒｏｃｅｓｓｅｄｗｉｔｈｂａｓｅｌｉｎｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｏｌｙｎｏｍｉａｌｆｉｔｔｉｎｇ，ｓｐｅｃｔｒｕｍｐｒｏｃｅｓｓｅｄ

ｗｉｔｈｔｈｅｍｅｔｈｏｄｐｒｅｓｅｎｔｅｄｉｎｔｈｉｓｐａｐｅｒ
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　　表４中第２、３、４列分别列出了经本文荧光背景

消除方法校正后的体外血液光谱、脂肪乳光谱和组

合光谱的峰强（峰面积）数据，第５列是将第２、３列

的峰面积数据按照组合光谱的比例进行数据组合，

即：模拟峰面积数据＝体外血液特征峰峰面积×

０．７１５５＋脂肪乳特征峰峰面积×０．７５７１。第６、７列

为合成光谱峰面积数据与模拟峰面积数据的偏差与

偏差率。从偏差率可以看出，除１１２５ｃｍ－１特征峰

外其他特征峰的偏差率很小，基本可以验证方法的

可靠性。１１２５ｃｍ－１特征峰却偏差较大，出现此种情

况可能是由于脂肪乳中也含有１１２５ｃｍ－１特征峰或

血液中血糖因新陈代谢逐渐被消耗所致。

为体现本文方法要优于传统的荧光背景消除方

法，对上述相同的数据进行多项式拟合基线校正并

平滑，然后求其特征峰峰强（峰面积），数据如表５所

示，通过表５中偏差率与表４中偏差率对比可以看

到，本文的荧光背景消除方法处理后的光谱峰强偏

差率要明显低于多项式拟合基线校正处理后的峰强

偏差率，即该方法优于传统荧光背景消除方法。

表４ 经本文荧光背景消除方法校正后的各个光谱的特征峰峰面积

Ｔａｂｌｅ４ Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｐｅａｋｓａｒｅａｏｆｔｈｅｖａｒｉｏｕｓｓｐｅｃｔｒａｃｏｒｒｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅｍｅｔｈｏｄｐｒｅｓｅｎｔｅｄｉｎｔｈｉｓｐａｐｅｒｔｏ

ｅｌｉｍｉｎａｔｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ

Ｗａｖｅｎｕｍｂｅｒ／ｃｍ－１ 犐狀狏犻狋狉狅ｂｌｏｏｄ Ｉｎｔｒａｌｉｐｉｄ１０％
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
ｓｐｅｃｔｒｕｍ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
ｉｎｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ

Ｅｒｒｏｒ Ｅｒｒｏｒｒａｔｅ

７２１ ０ ２２２３．１ １８４３．７ １６８３．１ １６０．６ ０．０８７１

７５４ ４６１９．４ ０ ３１１３．７ ３３０５．２ １９１．５ ０．０６１４

８５３ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１００１ ５５３４．５ ２０９７．０ ４８６７．２ ５５４７．６ ６８０．４ ０．１３９８

１０７８ ３５４．７ ０ ２５６．３ ２５３．８ ２．６ ０．０１００

１１２５ １７９２．１ １３３４．８ １３７８．７ ２２９２．８ ９１４．１ ０．６６３０

１１７０ ６５５．７ ０ ４３５．３ ４６９．１ ３３．８ ０．０７００

１２６４ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１３００ ０ １６５７．５ １７３４．８ １２５４．９ ４７９．９ ０．２７６０

１４４６ ３４４６．７ ５８７８．２ ５９８９．１ ６９１６．５ ９２７．４ ０．１５４０

１５４９ ７２４８．１ ０ ５１０２．４ ５１８６．０ ８３．６ ０．０１６０

１６６０ ２０９８．１ ２４３５．５ ３６８７．２ １５０１．２ ５９１．０ ０．１０２３

表５ 经多项式拟合基线校正后的各个光谱的特征峰峰面积

Ｔａｂｌｅ５ Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｐｅａｋｓａｒｅａｏｆｔｈｅｖａｒｉｏｕｓｓｐｅｃｔｒａｃｏｒｒｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅｐｏｌｙｎｏｍｉａｌｆｉｔｔｉｎｇｂａｓｅｌｉｎｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ

Ｗａｖｅｎｕｍｂｅｒ／ｃｍ－１ 犐狀狏犻狋狉狅ｂｌｏｏｄ Ｉｎｔｒａｌｉｐｉｄ１０％
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
ｓｐｅｃｔｒｕｍ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
ｉｎｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ

Ｅｒｒｏｒ Ｅｒｒｏｒｒａｔｅ

７２１ ２７８．１ ２４３８０ ８７６．４ １８６５７ １７７８１ ２０．２９００

７５４ ２４７８４ ８５．６ １７５９４ １７７９７ ２０３．５ ０．０１２０

８５３ ６３．１ ２５２．５ ３０４．４ ２３６．４ ６８．０ ０．２２３０

１００１ ７３１５７ ４３８２７ ５６９０３ ８５５２６ ２８６２２ ０．５０３０

１０７８ ８６１２．９ ２．５ １７８１ ６１６４．４ ４３８２．７ ２．４５９０

１１２５ ２５２２６ １８５．８ １１０５６ １８１９０ ７１３３．０ ０．６４５０

１１７０ ５０００．１ １０３９．８ １９１９．８ ４３６４．８ ２４４４．９ １．２７３０

１２６４ １０３４．９ １０１．７ １１５．８ ８１７．５ ７０１．７ ６．０６１０

１３００ １５６０．２ １４５６２ １７４６４ １２１４１．２ ５３２２．８ ０．３０４８

１４４６ ４５２２５ ２３０１２ ８０４９３ ２０６５８６ １２６０９３ １．５６６５

１５４９ １５４６１２ ２８４．８ １１４３９９ １１０８４１ ３５５８．３ ０．０３１１

１６６０ ３５０７５ ３６６３８ ６３２２９ ５２８３５ １０３９５ ０．１６４４

３．３　成像方法及步骤

近些年光学成像技术在国内外发展迅速，尤其

是生物活体的成像研究越来越受到人们的广泛关

注［１０，１１］。然而基于拉曼光谱的生物活体组织成像

报导较少，本文给出了拉曼光谱活体组织成像的一

般步骤并将本文荧光背景消除方法应用在拉曼光谱

活体成像，对成像效果进行改进。

通过对活体小鼠体内血液光谱数据的模拟验证
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结果可知，本文的荧光背景消除方法可适用于小鼠

活体光谱的数据处理。图４给出了拉曼光谱成像的

方法步骤：

１）对小鼠耳朵组织进行逐点拉曼扫描，并通过

手动调节激光聚焦深度实现对鼠耳的逐层扫描；

２）用 Ｗｉｎｓｐｅｃ３２软件（光谱仪自带）收集每个

点的光谱数据；

３）使用本文方法进行荧光背景消除；

４）提取特征峰进行峰面积计算，经归一化后缩

放为０～２５５数据矩阵；

５）画出二维灰度图像；

６）将二维峰面积数据矩阵按照采集顺序排列

成三维矩阵；

７）使用 Ｍａｔｌａｂ２０１０ｂ中ｓｌｉｃｅ函数进行三维绘

制。

４　实验结果与分析

４．１　二维成像结果对比

拉曼光谱中１５４９ｃｍ－１特征峰属于卟啉呼吸振

动模式，是血红蛋白的标志特征峰，血红蛋白大量存

在老鼠体内的血液中，选用１５４９ｃｍ－１特征峰来做

血红蛋白分子结构物质的二维灰度图像分布，以此

判断出血管在组织中的大致位置。根据两次实验的

数据，分别经本文荧光背景消除和多项式拟合基线

校正两种方法处理，两次实验中狓轴，狔轴的扫描步

图４ 活体拉曼成像步骤

Ｆｉｇ．４ ＳｔｅｐｓｏｆＲａｍａｎｉｍａｇｉｎｇｉｎｖｉｖｏ

长均为２μｍ，总的扫描点数为２０×１８，扫描范围为

４０μｍ×３６μｍ 每个光谱的积分时间为 １０ｓ。

图５（ａ），（ｄ）是两次活体实验中小鼠耳朵扫描区域

的光学显微镜下的图像，深红色的部分为血管的位

置，图５（ｂ），（ｅ）为经过多项式拟合基线校正方法处

理后的成像结果，图５（ｃ），（ｆ）为应用本文提出的方

法处理后的成像结果，从两次实验的成像结果对比

可以看到，应用本文提出的方法进行成像，由于减少

了嘈杂的散粒噪声和其他特征峰的影响，在没有血

红蛋白分子的区域，干净，明显，轮廓清晰，与拍照图

中的血管区域基本一致。

图５ 二维灰度成像

Ｆｉｇ．５ ２ＤｇｒａｙＲａｍａｎｉｍａｇｉｎｇ
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４．２　三维成像结果对比

三维成像实验中狓 轴，狔轴的扫描步长均为

２μｍ，狕轴的扫描步长为５μｍ，共扫描４层，总的扫

描点数为２０×１５×４，扫描范围为４０μｍ×３０μｍ×

２０μｍ，每个光谱的积分时间为１０ｓ。

图６是根据本次实验的数据，分别经本文荧光

背景消除和多项式拟合基线校正两种方法处理，抽

取特征峰１５４９ｃｍ－１做出的血红蛋白分子结构物质

的超三维立体图像分布，图６（ａ）～（ｄ）分别为多项

式拟合校正后的超三维成像的立体图、切面图、俯视

图和侧视图。图中仅有两种颜色的过渡且颜色混

杂，成像效果较差。图６（ｅ）～（ｈ）为经过本文提出

的方法得到的超三维成像，也同样分别为立体图、切

面图、俯视图和侧视图。图中出现红色、黄色、淡蓝

色和深蓝色等诸多的过渡颜色，能够把血红蛋白在

组织中的含量变化，分布的区域表现的更形象。

图６ １５４９ｃｍ－１特征峰三维彩色成像，扫描范围：４０μｍ×３０μｍ×１５μｍ，像素点：２０×１５×４，积分时间：１０ｓ／光谱。

（ａ）、（ｅ）三维立体图；（ｂ）、（ｆ）三维切面图；（ｃ）、（ｇ）三维俯视图；（ｄ）、（ｈ）三维侧视图

Ｆｉｇ．６ ３Ｄｃｏｌｏｒｉｍａｇｅｏｆ１５４９ｃｍ
－１，ｉｍａｇｅａｒｅａ４０μｍ×３０μｍ×１５μｍ，２０ｐｉｘｅｌ×１５ｐｉｘｅｌ×４ｐｉｘｅｌ，ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎｔｉｍｅ：

１０ｓ／ｓｐｅｃｔｒｕｍ．（ａ），（ｅ）３Ｄｓｏｌｉｄｉｍａｇｅ；（ｂ），（ｆ）３Ｄｓｅｃｔｉｏｎｉｍａｇｅ；（ｃ），（ｇ）３Ｄｉｍａｇｅｖｉｅｗｅｄｆｒｏｍｔｏｐ；（ｄ），（ｈ）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　３Ｄｉｍａｇｅｖｉｅｗｅｄｆｒｏｍｓｉｄｅ

　　对比两种三维成像结果可以得出：一般基线校

正方法的血红蛋白成像结果仅仅推断出血管的大致

形状与走向，无法得到其他信息。而本文方法的成

像结果不仅得到了血管的精细形状，还可看出血管

呈现圆柱形状且血液（血红蛋白）从圆柱中心到边缘

逐渐递减的过程，图像干净简洁，效果很好。

５　结　　论

提出了能够很好地消除拉曼信号荧光背景的方

法，使光谱数据得到优化，通过两种方法的验证，证

明了本文方法的可行性，且优于多项式拟合基线校

正方法。同时活体成像结果也表明此方法在成像效

果上较已有的方法有明显的提高。因此，该方法有

助于提高活体拉曼成像效果，使成像分析方法在生

物研究领域上发挥更广泛的作用。
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