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血液中含有众多生物信息!如激素#酶#抗体等丰富的蛋白质成分"通过对血液中众多生物信息进

行检测鉴定可以起到对该血液种属判定#溯源的目的"因此!血液检测技术的发展在诸如刑事案件侦破#物

种鉴定#疾症预防等领域具有重要意义"目前!传统血液检测手段多为显微观测#免疫法#

N':

&基因检测

法等!这些技术会对血液样本造成不可逆转的破坏性!且存在分析周期长#结构装置复杂#试验价格昂贵等

问题"随着激光技术的发展!拉曼光谱技术作为一种非线性散射光谱技术!在血液检测技术中得到了应用"

在血液检测技术中!拉曼光谱技术通常与共聚焦显微系统结合!对涂在载玻片上或盛放在透明容器中的血

液样品进行光谱信号采集"该技术具有快速#无损等优势!但复杂的光路系统及昂贵的实验装置限制了该技

术的广泛推广"为提出一种装置简单#操作简便的血液拉曼检测新技术!研究采用基于毛细管的显微拉曼技

术方案采集并分析人全血的拉曼信号"血液样品通过毛细管的虹吸效应取样!与载玻片的涂样方式相比毛

细管的方案具有模拟人血管#维持血液活性#减小空气对实验过程中血液成分的影响#降低激光对血液样品

的灼伤效果等优势"为避开可见光部分荧光较强区域的荧光干扰!研究采用
!*/8P

紫外激光器作为激发光

源!防止可见荧光信号的干扰"积分时间设为
O//P5

!有效避免因激光长时间照射对血液样品的灼伤效果!

影响实验数据的稳定性与真实性!光谱平均次数为
.

次!避免单次测量所带来的数据的不准确性影响"光谱

扫描范围为
+//

"

-O//2P

_-

!结果表明此范围内可较好的避开可见光部分荧光较强区域的干扰"测得的拉

曼光谱信号通过滤波去噪及基线校正进行处理"首先采用
+

阶离散小波变换滤波!进行
-

层信号分解!滤除

高频噪声信号!保留低频有效信号!从而去除杂散信号!对光谱有效信号进行提取"其次!采用
?

阶多项式

拟合扣除基底的基线校正!实现人全血的毛细管显微拉曼光谱峰值信号的提取"最终!通过查询
0NY0

数据

库以及人血样本通过
41;5=7g

共聚焦显微拉曼光谱仪测量所得光谱图进行验证发现测得信号中部分为人体

内数种氨基酸成分的拉曼信号"实验研究发现!基于毛细管的显微拉曼实验系统与常规拉曼探头实验系统

相比!拉曼信号更稳定#重复性高!可有效提取人全血中的拉曼光谱信号!而其与高精度的共聚焦显微拉曼

系统相比价格便宜#结构简单#易于推广等优点!但信号信噪比#有效信号的峰值强度上仍有进一步的提

升!是一种测量人全血拉曼信号的可行方案"
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血液是人或动物体内循环系统的不透明液体"其主要由

为血浆#血细胞#遗传物质组成"由于血液中包含着众多生

物信息!针对于血液分析在诸如刑事案件侦破#物种鉴定#

疾症预防等领域具有重要意义"传统检测手段多为显微观

测#免疫法#

N':

&基因检测法等"这些技术在应用中均存在

对血液样本造成不可逆转的破坏性#分析周期性长等问题"

故而寻找一种新的识别方法迫在眉睫"



近年来!随着激光技术的兴起!拉曼光谱技术因其快

速#无损等检测优势在许多领域取得了很大的发展"拉曼光

谱是一种散射光谱!于
-".O

年被印度物理学家
@7P78

发现"

拉曼光谱技术作为一种物质结构的分析手段而被广泛应用于

聚合物研究*

-

+

#食物检测*

.

+

#司法鉴定*

!

+等领域"而关于血

液的研究!国内外研究学者也取得了一定成果"

#;4\%14

与

J1981]

将近红外拉曼光谱与统计学方法结合!成功区分人#

犬#猫三者的血迹"

<2J7R

S

=%;8

等*

?

+利用共聚焦显微拉曼光

谱技术对
--

种动物与人血样进行分类鉴别!取得了良好的

识别效果"白鹏利等*

+

+等针对三种不同的动物及
.-

个人血

液作为分析对象采用
AC:

结合拉曼光谱进行血液识别检测!

其结果识别率均高于
"+V

"郑祥权等*

*

+将拉曼光谱与数理统

计方法结合!构建人血于全血种属判别模型!盲测集分类正

确率达
"/V

"诸如此类研究均适用于共聚焦显微拉曼系统平

台研究"但常规共聚焦显微拉曼平台系统存在价格昂贵!体

积较大等问题"

通过模拟微循环系统!提出一种基于毛细管的显微拉曼

光谱检测技术!该实验装置与共聚焦显微拉曼系统相比具有

价格便宜!结构简单#易于推广等优势!与常规拉曼探头系

统相比能有效地检测出液体血液中的拉曼信号!且采用的毛

细管与传统测量的载玻片相比具有模拟人血管#维持血液活

性#减小空气对实验过程中血液成分的影响#降低激光对血

液样品的灼伤效果等优势!便于推广血液拉曼光谱检测方面

的研究"

-

!

实验部分

$%$

!

仪器与试剂

研究分为
.

组对比实验!一组为常规拉曼探头测量人全

血的实验!即采用常规拉曼探头直接测量
A#W

塑料离心管

中人全血的拉曼光谱信号"另一组为毛细管显微拉曼测量人

全血的实验!即基于内径
/&+PP

毛细管的显微拉曼实验"

激光器采用长春新产业紫外
!*/8P

激光光源并附带拉

曼探头!显微镜头采用三丰
-//

倍紫外长焦镜头!光谱仪采

用
E2178

光谱仪$

I0Y?///

系列%属于小型光谱仪系列!数据

采用
A

6

3=$8

进行处理"人血样本采集于上海中冶医院!均采

用
A#W

塑料离心管盛装"

$%&

!

方法

常规拉曼探头测量人全血的实验(样品通过
A#W

塑料

离心管开盖式测量!放置于距离拉曼探头的
)PP

焦距处!

激光通过拉曼探头聚焦在人全血的表面!并测量人全血的拉

曼光谱信号"

毛细管显微拉曼测量人全血的实验(采用移液枪将离心

管内液体通过毛细管的虹吸效应注入毛细管内壁"$虹吸现

象是液态分子间引力与位能差所造成的!即利用水柱压力

差!使水上升后再流到低处"由於管口水面承受不同的大气

压力!水会由压力大的一边流向压力小的一边!直到两边的

大气压力相等!容器内的水面变成相同的高度!水就会停止

流动"%将注好的全血样本的毛细管通过夹具或者胶带固定

于显微物镜焦点附近"采用实验结构如图
-

所示"光源由激

发波长为
!*/8P

的激光器提供!由
!*/8P

激光拉曼探头引

出"通过光学调整架将激光拉曼探头与显微物镜进行共轴调

节!并移动毛细管样品!使得从激光拉曼探头中射出的激发

光源通过显微物镜聚焦在毛细管样品内壁"信号采集方式为

-O/n

背散射检测!拉曼信号沿激发光路逆方向接收!并由激

光拉曼探头的一分二光纤传回探测器
CCN

中"

图
$

!

显微拉曼实验结构图
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预处理

在基于毛细管人血液样本的显微拉曼光谱测量之前!对

空毛细管内壁内侧空气的拉曼光谱信号进行采集$焦点在玻

璃内壁靠里的位置即空气中%并发现光谱信号较弱!对血液

光谱信号无较大影响!利用暗背景进行扣除!如图
.

所示"

图
&

!

显微拉曼原始图
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!!

从图
.

可以看出!整个显微拉曼光谱原始图只有前半段

为有效信号!后半段均为抬高的荧光背景信号"故而选取常

见的
+//

"

-O//2P

_-范围内进行滤波去噪以及单独的基线

校正处理"

-&!&-

!

信号滤波并重建

针对拉曼光谱图存在的噪音过大问题常见解决方案有小

波变换滤波*

)

+

#最小均方滤波*

O,"

+

#自适应噪声的完备经验

模态分解$

CWW<N:'

%

*

-/

+等"此处采用小波变换阈值滤波

的方法"采用离散型小波变换.

9[+

/进行
-

层分解!滤除其中

的高频杂散信号!得到如图
!

所示光谱!但仍存在基线漂移

O")
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现象!需要采用基线校正"

图
'

!

小波变换去噪结果图
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基线校正

基于拉曼光谱信号的基线漂移!常见方法有多项式拟

合*

--

+

#线性拟合*

-.

+

#最小二乘法多项式平滑*

-!

+等方案"此

处采用多项式拟合方案对显微信号进行基线校正!如图
?

所

示"

图
<

!

基线校正图
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结果与讨论

&%$

!

人全血的毛细管显微拉曼光谱实验验证

人全血的毛细管显微拉曼光谱实验验证如图
+

!血液显

微拉曼实验系统检测与
418;5=7g

共聚焦显微拉曼光谱仪检

测毛细管内壁的人全血样本"两者的拉曼光谱图都进行了关

于小波变换.

9[+

/的一层滤波去噪处理以及关于多项式拟合

的基线校正处理"其中毛细管显微拉曼测量人全血的拉曼光

谱实验成功测量出人全血拉曼信号$如黄色信号线#绿色信

号线所示%和
418;5=7g

共聚焦光谱仪测量信号如红色信号

线#蓝色信号线所示%!通过对比验证结果!该图数处确为人

全血的拉曼光谱信号"

!!

通过查询
0NY0

数据库发现多处为各类氨基酸信号!如

异亮氨酸$

7%%$,N,;5$%1R2;81""?2P

_-

%#肌氨酸$

5742$5;81

-*!O2P

_-

%等"

图
?

!

显微拉曼光谱图
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!

人全血的毛细管显微拉曼光谱实验与常规拉曼探头测

量实验定性对比

由于人全血的毛细管显微拉曼光谱实验所测量的人全血

含量与常规拉曼探头测量实验所测的人全血含量不尽相同!

无法根据两者拉曼光谱图强度进行对比分析!只能从某一拉

曼峰位的检出差别进行分析"选取图
+

验证的异亮氨酸与肌

氨酸拉曼峰位进行分析"如图
*

所示!人全血的毛细管显微

拉曼光谱实验数据$如绿色信号线#蓝色信号线所示%!常规

拉曼探头测量实验数据$如黑色信号线#褐色信号线所示%"

人全血的毛细管显微拉曼光谱实验较为明显的检测数是关于

异亮氨酸$

7%%$,N,;5$%1R2;81""?2P

_-

%#肌氨酸$

5742$5;81-

*!O2P

_-

%两个峰位的峰值信号!而常规拉曼探头测量实验

则无法检出肌氨酸峰位信号!关于异亮氨酸的峰位信号则稍

有痕迹!但由于噪音过大!无法准确判断"

图
N

!

拉曼光谱对比图
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!

!

结
!

论

!!

实验于样品容器着手!采用基于毛细管的显微拉曼实验

分析人全血的拉曼信号"血液样品通过毛细管装取!与载波

片装取相比具有模拟人血管#维持血液活性#缩减空气中的

氧气对血液成分的降解作用#降低激光对血液样品的灼伤效

果等优势"研究采用
!*/8P

紫外激光器作为激发光源!避

"")
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开可见光部分荧光较强区域的干扰!防止荧光信号淹没拉曼

信号"积分时间设为
O//P5

!有效避免因激光长时间照射对

血液样品的灼伤效果!影响实验数据的稳定性与真实性"平

均次数为
.

次!避免单次测量所带来的数据的不准确性影

响"光谱扫描范围为
+//

"

-O//2P

_-

!研究表明此范围内可

避开可见光部分荧光较强区域的干扰!且此范围为拉曼常用

扫描谱段!方便查询各类数据库光谱信号"实验测得的光谱

信号存在噪音过大#基线漂移等现象!此时的光谱信号需滤

波去噪及基线校正等相应处理"研究采用
+

阶离散小波变换

滤波去噪!进行
-

层信号分解!滤除高频噪声信号!保留低

频有效信号!从而去除杂散信号!对光谱有效信号进行提

取"针对基线校正方面采用
?

阶多项式拟合扣除基底!实现

人全血的毛细管显微拉曼光谱峰值信号提取"通过查询
0N,

Y0

数据库发现测得信号中部分为人体内数种氨基酸成分的

拉曼信号"实验对比发现!基于毛细管的显微拉曼实验系统

与常规拉曼直测实验系统相比有良好的信号采集效果!能够

较为有效的测量出人全血的拉曼光谱信号!而其与高精度的

共聚焦显微拉曼系统相比存在价格便宜#结构简单等优点!

是一种测量人全血信号的有效方法"但由于未能实现共聚焦

显微拉曼技术!仅沿用了显微物镜系统!故对信号的信噪比

程度等仍有一定缺陷!只能应用于粗检快检领域"精密测量

无法与高集成度的共聚焦显微拉曼光谱仪相比"采用的光谱

仪属于便携式光谱仪!光谱分辨率仍有待提升"另外在数据

处理方面!对噪声的滤除与基线的校正存在一定的提升空

间"相信通过对实验系统的优化升级!结合有效的数据处理

算法可得出一套简易人血样拉曼光谱有效检测手段"
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