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荧光是直接测定的拉曼光谱中背景的最主要来源!需要采用真实"准确的方法消除!以得到纯净的

拉曼响应%基线拟合消除和查找荧光贡献扣除是解决背景问题的两条思路!目前多采用基线拟合方法!其优

点是满足用户*视觉+要求!无需额外硬件!但并非机理或实质上的解释!因而难以保证数据的真实性与合理

性$查找荧光的方法!更为真实!但是目前提出的方法!需要增加光源等额外设计和成本%另外!在实验方

法上!也有采用消荧光剂和长时间照射漂白的!存在操作繁琐"效率低等不足%利用稳定体系中拉曼和荧光

的时间差异解决体系中荧光问题%在微小的时间段内!例如几个毫秒!激发光不会导致体系性质发生显著变

化!荧光具有寿命周期!会随激发时间延长强度下降的*褪色+!*褪色+的强度差异可以被认为是整体荧光的

一个微元$与此同时!由于体系组成未发生显著变化!拉曼光对于短时间照射可以保持稳定%利用此差异可

以区分出混合信号中的荧光和拉曼光%根据该原理!提出了荧光褪色差分法&

Ŝ O9

'!实现拉曼光谱的背景

校正%方法的主要步骤)测量微小时刻内的多张直接拉曼光谱!求取系列光谱的差分!对差分值作高频滤波

降噪!可获得荧光强度微元$然后!多个荧光微元平均归一化后!得到荧光强度单元%以拉曼光谱
-...

"

-@..1A

D*的静默区!即通常不会出现拉曼信号的频段为基准!对荧光单元作逆差分!逆差分累计值与原始

光谱在此频段一致时!得到整体荧光响应$最终!从原始光谱中扣除荧光成分!完成背景扣除和基线校正%

以盐酸二甲双胍片的拉曼测量为例!说明和讲解了所提出的原理和方法!验证方法的有效性%与目前效果较

好的基线校正方法&不对称最小二乘和自适应迭代再加权惩罚偏最小二乘'进行了对比!表明
Ŝ O9

方法更

为客观真实!

Ŝ O9

的另一个优势是不需要额外的设计和成本!所有数据都是在现有设备直接采集和完成%

需要说明的是!微小时刻光谱差异的要求!可以确保
Ŝ O9

光谱实时性!长时间的光谱差异!将会影响结果

的准确性$另外!对于光化学反应体系和其他非荧光引起的复杂背景!

Ŝ O9

的适用性有待改善%
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拉曼光谱及其仪器是近年来市场和应用的一个热点!而

荧光干扰和基线漂移是困扰用户和仪器厂商的关键问题%拉

曼光和荧光都经由激发光激发产生!荧光强度通常比拉曼光

高出若干数量级!而且激发波长越短荧光强度越大$为了避

免荧光干扰!往往推荐采用波长更长的激发光!如
#,@7A

或者
*.>?7A

的激光,

*

-

$受到造价和元器件性能约束!

#,@

7A

是目前拉曼光谱主要选择的激发波长!尽管如此!荧光

问题仍然是普遍存在的$另一方面!长波长激发又带来其他

问题!诸如拉曼激发效率低"热效应强可能导致样品烧毁

等%有效"可靠地消除背景干扰!得到清晰"准确的拉曼谱

图!仍然是仪器研发和使用中关注的关键问题%

对于拉曼光谱的荧光及基线问题!在数据处理上!近年

来主要通过非均匀
^

样条,
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"连续小波变换,
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"全自动基线



校正&
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"自动迭代移动平均算法&
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"不对称

最小二乘&
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-以及自适应迭代再加权惩罚最小二乘
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"多项式拟合,

,

-等手段进行低通滤波!拟合出

基线!实现直观的扣减!满足用户*视觉+要求$这种扣减并

非机理或实质上的解释!因而难以保证数据处理的真实性与

合理性%处理荧光的另一类方法是利用拉曼光随激发光迁移

而荧光相对稳定!采用双波长或多波长激发!区分荧光和拉

曼光并加以消除!这些方法对设备硬件提出了附加要求!提

高了设备造价!增加了复杂性,

"+**

-

%

在用户层面!有经验的用户往往会通过增加照射时间来

降低荧光强度!利用物质的*荧光褪色效应+!实质是荧光的

不完全猝灭!随照射时间延长荧光强度出现不同程度下降!

经过数秒至小时级的照射!有可能使得荧光降到很低程度$

但并不是所有体系的荧光都会降至可接受的程度!另外也延

长了测量时间!还存在强光下体系变质的风险,

*-

-

%

既然大多数体系存在不同程度的荧光*褪色+效应!如果

这种*褪色+均匀可测!就能够通过追溯!累积出光谱响应信

号中荧光所占总量!实现拉曼光和荧光的分离!达到消除干

扰的目的%

*

!

荧光褪色效应

!!

在拉曼光谱测量时!光照射初期出现的基线向下漂移主

要就是由荧光褪色&

)

W%2%+\&061W:7

K

'效应导致的!但体系荧

光褪色速度由快趋慢!强度下降非常缓慢而逐渐趋于稳定!

残留的荧光强度仍然显著干扰测量结果%作为消除荧光的辅

助手段!可能需要长达小时级的褪色时间$此外!样品暴露

时间过长!体系因受环境影响的改变!最终也会反映到测量

结果中%

荧光猝灭的机理复杂!但是在确定体系中!荧光发射光

谱可以保持确定形状$如果仅考虑光照时间变化因素!光谱

强度通常随时间延长而降低%即!发射光谱强度
$

$
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是发射

波长和时间
/

的函数!见式&
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对式&
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$
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以
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定义!单位
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拉曼光通常是持续稳定的!其强度
$

e6A

不是照射时间
/

的函数%测量到总的光响应
$

由拉曼光和荧光贡献!见式&

@

'

和式&

>

'

$
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同样的!

H$

"
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于是!拉曼强度可表示为式&

#

'
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如果函数
L

&

/

'能从微元
(

L

&

/

'累加得到!那么!就可以

从整体光响应测量中消除荧光影响!得到该时刻实际的拉曼

响应%

-

!

荧光强度差分及荧光消去

!!

对盐酸二甲双胍片持续照射
*..4

&拉曼光谱仪
[Ue>*.

!

西派特&北京'科技有限公司'!可测量光谱范围为
-..

"

!?..1A

D*

!激发波长
@!-7A

!样本光谱采集积分时间
*

秒!

TTO

像素数
!>?,

'!每
*.4

记录一次的拉曼测量系列信

号!不同时间下盐酸二甲双胍片拉曼测量光谱如图
*

%由图
*

可见基线下降随时间变化逐渐缓慢!长时间照射后!并未实

现基线平直%

!!

图
*

所含系列数据构成
!>?,C*.

矩阵
%

!沿矩阵列&照

射时间'方向求取差分!绘于图
-

%从图
-

可以看出沿时间方

向差分后曲线轮廓一致!这说明光谱*褪色+均匀可测!不同

时刻下的褪色强度仅是光照时间的函数!即式&

#

'的含义%

图
$

!

不同测量时间的盐酸二甲双胍片拉曼光谱

%&

'

($

!

@8*,

6

*71.+34/*143./&08

2

:.37893.&:*1+59*1,

G*.*/*+,-.*:+1:&44*.*011&/*,

图
<

!

矩阵
%

沿照射时间方向差分图

%&

'

(<

!

@8*:&44*.*07*34%&018*:&.*71&30

34&..+:&+1&301&/*

<($

!

荧光强度差分

图
-

所示谱线其中包含了大量噪声!在实际信噪比不是

@!.-
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非常高的情况下!光褪色与仪器噪声强度处于同一数量级!

无法满足荧光度量要求!必须要经过降噪处理%由于荧光基

本表现为低频!与高频噪声差异很大!不需要严苛定义!采

用简单的低通滤波!即可去除绝大部分噪声%

对光谱直接差分降噪!图
!

为降噪前后的情况%图
?

是

将测量到的前
-.4

连续获取数据!两两间的
"

组差分数据!

经过降噪和归一化后得到的结果%数据呈现了良好一致性!

彼此相关系数均大于
.'",

!其中值得注意的是!前
*.4

数据

的相关系数更是大于
.'""@

%这说明!在短时间照射条件下!

式&

*

'1式&

#

'成立的前提能够得到充分满足%

图
;

!

光谱直接差分和差分降噪后情况

%&

'

(;

!

@8*,&1-+1&305*43.*+0:+41*.18*

:&.*71:&44*.*07*3418*,

6

*71.-/

图
D

!

降噪后的差分谱作归一化

%&

'

(D

!

@8*:&44*.*07*+0:03./+9&H+1&303418*,

6

*71.+

!!

经过推导和实例验证可认为!实际测量所包含的荧光信

号可采用其强度差分来描述!两次短暂时间间隔的直接信号

的强度差可作为荧光强度差分看待!经过低通滤波降噪后!

用于表达信号中荧光的分布%

<(<

!

荧光强度和逆差分

短暂时间间隔的直接光谱强度差!经过降噪后!可认为

式&

#

'中
H=

%通过式&

#

'求取
=

e6A

!还存在一个问题!即如何

实现准确的逆差分
L

&

/

'

"

*

(

L

&

/

'%

在拉曼信号中!值得注意的是
--..

"

-@..1A

D*普遍存

在一段无响应的静默区!此范围内的
=

e6A

j.

!静默区段的光

谱响应值完全由荧光贡献%那么通过比对该段信号与差分累

加值的差异!即可完成准确的逆差分计算%

由于仪器本底噪声和环境光扰动的存在!通常会使得静

默区光强与实际逆差分值可能存在差异!通常这种差异是均

匀平坦的%因此!选用判断静默区段的实际测量光强与差分

累加值差值的平坦程度作为逆差分计算终点判据!会使逆差

分计算更为合理与可行%

选用前
*.4

连续采集的拉曼数据!通过均值降噪提升信

噪比后!作为原始信号$通过逆差分和差值平坦判断!得到

了背景值$图
@

&

6

'中分别绘出了原始信号和背景情况$将原

始信号减去背景!即可得到实际的拉曼响应值!见图
@

&

\

'!

从图可以看出荧光被消除!得到清晰"准确的拉曼谱图%

图
E

!

荧光褪色差分法#

%R!K

$处理结果

&

6

')原始信号和背景值$&

\

')原始信号和消除荧光的拉曼光谱

%&

'

(E

!

%R!K

6

.37*,,&0

'

.*,-91,

&

6

')

B3:

K

:76&4:

K

76&678\61E

K

3%<78

$&

\

')

aW0%3:

K

:76&4:

K

76&678

Y&<%3041071030A%I6&%Y2W0e6A674

)

0123<A

!

!

荧光褪色差分法校正拉曼基线干扰的步骤

!!

通过上述推演和对实例数据处理!实现了拉曼基线干扰

校正%采用荧光褪色差分法&

Ŝ O9

'校正拉曼基线干扰方法

的步骤总结如下)

&

*

'从激光开始照射样品开始!连续采取并记录
@

"

*.

组光谱数据!采集时间间隔建议
@..A4

"

-4

%

&

-

'计算系列光谱数据间的差值!按照采集先后!向后

差分!即前一个光谱减去后一个!得到荧光强度的系列差分

>!.-
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值%如果荧光下降程度太小!或者信噪比不高!也可以扩大

差分间隔!即前一个光谱减去向后若干个序列的光谱%

&

!

'对直接差分光谱降噪!由于噪声频率与荧光频率相

差较大!对降噪参数无严苛要求%前文案例选用
-

阶
/6I:2G+

E

5

+g%&6

5

滤波!窗口宽度
!.*

!约为整体信号长度的
*

(

*.

%

&

?

'计算差分光谱相关系数!如果各相关系数均大于

.'",

!表明样本褪色均匀!将差分光谱平均"归一化后用作

为荧光强度差分度量!个别异常的可剔除%如果相关系数普

遍小于
.'",

!表明体系对光照敏感!可能有其他光化学反应

存在%

&

@

'累加差分度量值!求荧光强度逆差分%

&

>

'将系列原始光谱数据平均后作为待扣背景的测量数

据!目的是提高信噪比%

&

#

'选择拉曼位移
--..

"

-@..1A

D*一段!求测量值与

逆差分值的差!计算数据方差判断其平坦度!若差值表现平

坦!表明逆差分累加达到终点!得到了信号所含的荧光强度

总量%

&

,

'将测量信号减去荧光总量!完成基线校正%

?

!

方法影响因素分析

!!

荧光褪色差分校正方法的优势在于不需要改造设备!利

用荧光强度随时间改变这一特性!得到更满足机理解释的校

正结果%尽管在直觉上和依据逻辑假定的推导上都能够接

受!但是仍然存在一定的影响因素%

D($

!

与基线拟合校正类方法比较

基线拟合方法是目前各类仪器进行基线平直处理最常用

的!优点是直接"受仪器限制小!通过各种改进的信号处理

方法!也使得处理结果在感官上更自然美观$但其不可克服

的缺点是!仅凭对基线的主观感觉来确定最终结果!难以判

断是否导致了结果失真%

图
>

是荧光褪色差分法与近年来应用效果较好基线校正

方法的
9N/

&

B3:

K

:7L3%-.*#

所含'和
9:3LN/

的处理结果比

较%

图
F

!

应用
%R!K

%

KML

和
K&.JML

处理结果比较

%&

'

(F

!

@8*3.&

'

&0+9O+/+0,

6

*71.-/+.*

6

.37*,,*:

5

2

%R!K

!

KML+0:K&.JML

!!

图
>@

是荧光褪色差分结果!交叠部分没有作为基线处

理!保留了拉曼峰的真实形态%参考拉曼峰的实际形态!调

整
9N/

基线拟合程度!得到的谱线
:

!由于拉曼散射在不同

波数上的展宽程度不同!波数越大展宽越大!所以在
!...

1A

D*及以后的拉曼谱型仍然出现了处理失真%谱线
I

是采用

默认参数的
9N/

结果!校正结果平直"美观!但是拉曼交叠

峰提升区域&

*...1A

D*右侧的三叠峰!

!...1A

D*附近'被

作为基线拟合!将重叠峰处理成了多个独立峰!出现了明显

失真$利用
9:3LN/

推荐参数得到谱线
S

!同样在
!...1A

D*

以后出现了一定程度失真%

相比于基线拟合方法!如果读取谱图的目的仅仅是确定

各个峰位数据!基线拟合扣除可得到更好看"平直的谱图%

但是荧光褪色差分法不要求参数调整和先验知识!基线在感

官上不够平直!实际上是因为保留了拉曼峰的真实情况和更

多细节!这对于需要获取更多拉曼谱图形貌信息的应用!无

疑更具优势!对定量也更有利%

D(<

!

体系组成的稳定性

从确定性求解角度来看!拉曼信号和背景至少包含了两

个因素!要从单一的混合谱线中确定出拉曼谱!直接扣减基

线一定需要额外的参数&或者参数序列'定义%而荧光褪色差

分的信息来自于随时间变化的两个以上谱线差异!原理上可

以不需要做额外的参数定义%

需要注意的是!式&

*

'对荧光猝灭做了简化假设!即强

度褪色仅为照射时间的函数!对于单组分或者荧光性质相似

的多组分体系!这种假设是合理"可行的%在目前的成品仪

器上!荧光褪色差分方法已经集成到产品数据处理系统中!

对于大多数固体和液体样品都得到了满意结果%

但是!对于光化学现象明显和荧光性质差异大的体系!

荧光强度变化不仅仅是照射时间的单变量函数!导致简化的

假设不严密!影响方法稳定性$目前可行的方法是尽可能缩

短照射持续时间!使得差分值更逼近强度变化微元!更进一

步的方法还在探索中%

D(;

!

仪器性能和稳定性

方法实际实施中还可能受到仪器自身性能的影响!对方

法影响较大的因素主要是光源稳定性和仪器动态响应范围%

理想条件下!微小时刻内的光谱差分不会包含拉曼信息!但

通常情况下仪器和光源因素!会导致强度有
*Z

以内的波动!

需要对光谱强度作相应补偿!消除差分内所含的拉曼信息%

在成品仪器中!选择了峭度和信息熵作为荧光信号残留判

据!具体步骤可参阅文献,

*!+*?

-%

拉曼光谱应用已经从简单的峰位"峰高定性分析!发展

到挖掘峰位"峰宽"峰型等更全面的定性与定量信息!因此!

要求基线校正不仅限于清晰和便于观察!更要求做到真实"

准确%荧光褪色差分法通过多个差异信息源获取实际拉曼信

号!因为满足*超定+求解要求!结果客观真实且确定!在本

文案例以及其他实际应用中都取得了良好效果$与同样采用

多信息源的激发波长平移差分法比较!优点是没有额外的硬

件要求%

D(D

!

方法适用性验证

选取含痕量罗丹明的无水乙醇溶液"辛伐他汀药片"纳

#!.-
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米二氧化锡以及微晶纤维素粉末等几种不同类型样本!其直

接测量和经荧光褪色差分法&

Ŝ O9

'处理后的拉曼光谱见

图
#

&

6

1

8

'所示%从图可以确证该方法可以真实有效的实现

消除荧光干扰的目的!方法具有较好的适用性%

图
I

!

直接测量#

$

$和经荧光褪色差分法#

%R!K

$处理后#

<

$的不同样本拉曼光谱

&

6

')罗丹明乙醇溶液$&

\

')辛伐他汀片$&

1

')纳米二氧化锡$&

8

')微晶纤维素

%&

'

(I

!

O+/+0,

6

*71.+34:&44*.*01,+/

6

9*,G*.*:&.*719

2

/*+,-.*:+0:1.*+1*:5

2

%R!K

&

6

')

eW%86A:70 +̂02W67%&

$&

\

')

/:AI64262:7

$&

1

')

(67%+/7B

-

$&

8

')

J:13%13

5

426&&:7010&&<&%40

@

!

结
!

论

!!

荧光共生是拉曼光谱分析的一个重要干扰%对于稳定体

系!荧光会随着激发时间延长出现强度下降的*褪色+效应!

而拉曼光却保持稳定!该性质差异可以用来区分混合信号中

的荧光和拉曼光!实现荧光去除!及拉曼光谱基线校正%

混合光谱内荧光的强度微元!可以用微小时间内光谱强

度的差分值&荧光褪色差分'代替!去除差分值中噪声成分

后!利用拉曼光谱静默区内光谱强度完全为荧光响应值这一

特点!通过求取逆差分!找出混合光谱中所包含的荧光!从

而达到去除荧光!实现拉曼光谱基线校正的目的%荧光褪色

差分法&

Ŝ O9

'无需参数调整和先验知识!并可保留拉曼峰

的真实情况和更多细节!有利于获取更多拉曼谱图形貌信息

以及定量需求%
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