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拉曼光谱用于关节软骨和骨关节炎的研究进展
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骨关节炎是由多种因素引起的慢性退行性关节疾病!严重影响患者的肢体功能和日常生活!是影

响人类健康最常见的关节疾患之一%当骨关节炎发展到一定程度时!形成不可逆疾病%因此!骨关节炎的及

时检测和诊断是至关重要的%拉曼光谱在分子水平上显示出微创$无标记和客观诊断的潜力!因此越来越多

的被用于骨关节炎的研究%在目前本领域流行研究的基础上综述了拉曼光谱在关节软骨和骨关节炎研究中

的创新性研究成果和进展!并简要分析了目前国内外拉曼光谱技术应用的部分局限性以及未来的发展方向%

全文所述分别基于不同拉曼测量模式即宏观拉曼$显微拉曼$光纤拉曼三种拉曼光谱技术!检测在骨关节炎

发展中关节软骨等组织中的细胞外基质$细胞周围基质$以及软骨细胞中蛋白质$脂质$核酸成分等的变

化!甚至关联的软骨下骨和滑液的主要成分变化及其对应的部分骨关节炎特征或生理功能的变化%该综述

表明拉曼光谱检测骨关节炎组织成分变化的有效性和可行性!可为骨关节炎的后续研究提供参考%另一方

面!拉曼光谱技术诸多的检测和诊断优势!特别是不受水影响的特征!使其非常有潜力发展为本领域临床早

期诊断和康复监测的有力的分子光谱技术和临床工具%
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软骨是人和动物体内重要的结缔组织!由软骨细胞和细

胞外基质"

0Q23610&&<&63L623:Q
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@CA

#构成%软骨细胞是一种

代谢活性细胞!能合成和转换大量的
@CA

成分!如胶原$蛋

白多糖"
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#和透明质酸"
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#%软骨细胞所处的化学和机械环境都会影响其代谢活

动%人体中的关节透明软骨有承受负荷$减少关节间骨骼摩

擦等重要功能!也因此而易被消耗磨损%在健康的成人软骨

中!软骨细胞处于合成和分解代谢相对平衡的稳定状态!而

在炎症$创伤及其他病理因素引起的软骨损伤中!这种稳定

状态被打破!分解$代谢水平上调!最终导致关节失用%关

节软骨由于自身修复能力极差!在长期负荷运转中一旦受到

异常应力$机械创伤等损伤!往往逐渐引起软骨退变及关节

其他组分病变!诱发骨关节炎"
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主

要由胶原纤维$蛋白多糖$水三部分组成!通过它们之间的

有机结合!使软骨具有传递负荷$润滑关节等功能%健康的

@CA

主要由
&

型胶原组成!其为组织提供拉伸支撑!而在病

变
@CA

中
)

型胶原蛋白含量增加!

&

型胶原蛋白含量减少!

并且在
D9

期间!聚集蛋白聚糖含量降低!而胶原蛋白含量

增加%

@CA

成分的这种变化使组织易于发生机械损伤%因

此!

D9

的进展可以通过
@CA

的组成和结构的变化来表征%

D9

也称退行性骨关节病!是一种复杂的肌肉骨骼疾病!

好发于负重较大的膝关节$髋关节等部位%随着社会人口的

老龄化!该病的发生率越来越高!高于
*"F

的
>"

岁以上的

老人都忍受着该疾病的折磨)

*

*

%在
D9

的第一阶段!生化$

机械因素会引起关节软骨表层"如胶原变性#$滑膜液"如润

滑剂含量下降#的轻微改变%这些变化增加了软骨之间的摩

擦系数!并开始磨损%随着疾病的发展!软骨变薄!导致骨

骼压力增加%随后!更多的滑膜液"
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#被分

泌!导致关节肿胀!疼痛和炎症%软骨下骨增厚!软骨表面

粗糙并产生不规则骨赘%在这一阶段!随着摩擦系数的进一

步增大!软骨退变会导致机械性能的退化%在最后的疾病阶

段!软骨严重受损!软骨下骨出现裂缝%

在过去的关节软骨研究中!人们常用的测试手段有生物

化学 分 析)
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$生物力学测量)

,

*和各种形式的显微技术%生物化学



和生物力学手段能探测大块组织或者较厚的平行切片!但不

能获得高分辨率成像和进行微量样本浓度含量的测量%通

常!大多数显微技术"如光学显微镜$扫描和透射显微镜#和

CE

技术仅用于研究组织的超微结构和形态!但不能同时得

到分子浓度信息%

AaS

是
D9

研究中一种主要的评估方式!

临床较好的
AaS

可以在大约
*""

"

,""

#

L

的空间分辨率)

!

*

的基础上实现软骨的解剖定义!在一定程度上对软骨中水合

作用和主成分含量评估进行补充%但
AaS

只能测量软骨的

B[

含量!不能同时探测胶原蛋白的含量分布!且分辨率不

高%以上这些技术手段均为人们提供了重要诊断和发病过程

信息!但它们却都不能给出
@CA

成分在分子水平的结构及

构成%

在关节软骨和
D9

的研究中!傅里叶变换红外光谱"

TE-

Sa

#可以同时获取有关分子的生化组成和化学环境的信息!

并能有效地反映胶原蛋白和
B[

在健康和病变软骨中的分布

情况!但其易于受到水的影响$成像技术则囿于组织切片的

样品限制%同为分子振动光谱!拉曼光谱技术则可以对未固

定的$水化的组织样品进行成像!也不需要进行复杂的样品

制备!并且能有效的避免化学固定伪影%因此!拉曼光谱技

术被越来越多被用于关节软骨和
D9

的研究中%

拉曼光谱技术是一种非侵入的光谱技术!其原理是基于

样品分子振动所引起的非弹性散射!不同物质分子有不同的

振动和转动能级!因而在光谱上有特定的位置分布!光谱峰

值强度则代表该物质相对含量%拉曼光谱测量过程中不需要

对组织进行标记或染色!因此!拉曼光谱能直接提供被测样

本的分子信息!并且样本细胞不会由于外部标记物的作用而

变性)

K

*

%拉曼光谱由于其出色的光谱分辨率!对新鲜组织分

析的适用性以及与其他技术相比较短的数据采集时间!已成

为化学$物理学$生物学$医学等交叉学科领域卓有成效的

研究手段%拉曼光谱成像是基于样品的拉曼光谱生成的伪彩

图像!能直观的反映样本的成分和结构!能显示普通光学显

微镜下观察不到的化学成分分布!因此!拉曼光谱成像在生

物医学等很多不同领域更是非常有价值的技术%

因此!拉曼光谱技术在分子水平上显示出微创$无标记

和客观诊断的潜力!使其有利于对软骨$软骨下骨$滑膜液

等生化成分及其浓度含量变化等进行研究!并可根据拉曼峰

值的强度提供精确的定量描述%拉曼光谱还能识别
D9

不同

阶段蛋白质$脂质和核酸含量的相对变化!有助于从细胞水

平探讨
D9

的发病机制!为
D9

的早期临床诊断奠定了基

础%本文针对当前几种不同拉曼光谱技术在关节软骨和
D9

方面的创新性研究成果进行综述%

*

!

宏观拉曼在关节软骨和骨关节炎研究中的

应用

!!

宏观拉曼技术是直接利用拉曼光谱仪测量样品的拉曼光

谱!不耦合显微镜等其他仪器!属自由拉曼模式%除了金属

与合金材料!固体$液体$气体$胶体都可以使用宏观拉曼

进行分析%
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*试图用拉曼光谱提供的光谱信息阐明低

能量激光治疗"

___E

#对受损软骨的影响!通过主成分分析

"

BC9

#表征激光治疗后损伤软骨上的拉曼特征%他们发现!

___E

能刺激软骨修复和胶原合成的细胞活动!并刺激成纤

维细胞合成修复
*

型胶原蛋白!表明
___E

"主要在
>>"7L

#

能促进
D9

软骨修复%

为了使激发光透过软骨直接探测到软骨下骨!高浩等)

#

*

采用拉曼光谱技术结合组织光透明技术来研究软骨组织的光

透明效果%采用磷酸基团与酰胺
)

带积分面积比值来定性表

征软骨内矿物质与有机组分的变换及光透明效应%他们发

现!相比于无透明剂情形!碘海醇$甘油两种透明剂均使该

强度比信号增强%在同一时间范围内!甘油和碘海醇分别在

>"F

和
*K"L

]

,

L_

U*浓度下能获得较好的透明效果&而在

不同浓度下!甘油的透明效果均在
."L:7

最强!而碘海醇的

透明效果一般是在
K"L:7

后开始增强%

$6386d:

等)

I

*利用拉曼光谱扫描人类股骨头!研究关节

软骨与软骨下骨之间的化学差异%他们发现!非矿化软骨中

不存在矿物质带!还检测到软骨"

&

型胶原#和骨"

)

型胶原#

中两种胶原蛋白二级结构的显著差异%另一方面!在骨关节

炎中软骨并不表现出明显拉曼光谱的变化!但可以观察出钙

化现象和板层厚度减少%

_:L

等)

+

*利用偏振拉曼光谱探测受不同压力冲击的猪胫

骨软骨早期生化组成和方向变化%平行偏振条件下!吡喃糖

环拉曼带在
**.>1L

U*处显著降低表明早期损伤软骨中糖胺

聚糖"

]

&

5

1%46L:7%

]

&

5

167

!

[9[

#含量降低!这是早期骨关节

炎的标志%因此!在平行偏振条件下!可利用平均吡喃糖环

拉曼带强度将对照组与受冲击组分开%此外!受冲击组中显

示平行偏振光谱中
IK>1L

U*

"脯氨酸#与
I#K1L

U*

"羟脯氨

酸#的平均拉曼带面积比值显著降低"

0

+

"'"K

#!该比值的变

化提示胶原螺旋稳定性可能受到冲击的影响%利用该面积比

区分对照组与实验组!灵敏度为
+KF

!特异性为
IIF

%在撞

击后!酰胺
*

在垂直偏振拉曼光谱中!拉曼带表现出从

*.>!

"

*.#!1L

U*的蓝移%与对照组
*.>I1L

U*处的单峰相

比!受冲击组酰胺
*

拉曼谱带在
*.>!

和
*.#!1L

U*处表现

为双峰!表明酰胺
*

振动受到抑制!反映了胶原纤维中
C

+

(

振动可能被抑制%垂直偏振拉曼带中也观察到酰胺
*

带的

一个小分裂!表明偏振拉曼信号来自于软骨表层和深层受影

响的羰基%表
*

列出了关节软骨及下骨中大部分主要拉曼带

的特征分配!这将有利于人们进一步理解软骨和下骨在
D9

前后的分子变化机制%

!!

E6d6O64O:

等)

*"

*也专注于关节软骨的拉曼光谱中的酰胺

*

带!首次将酰胺
*

带比"

*.!*

'

*.>+1L

U*

#应用于人体关

节软骨的分析%从健康到疾病状态!位于
*.!*1L

U*的酰胺

*

带的强度显著增加%

?0O3:7

]

)

**

*等也观察到了这一光谱变

化趋势%值得注意的是!

)

级
D9

到
&

级
D9

!酰胺
*

比率显

著增加!表明人类膝关节软骨的微结构变化也发生在
D9

的

早期阶段%酰胺
*

带比"

K

*.!*

'

K

*.>+

#可以被认为是关节软骨

的胶原二级结构无序程度的标志%

胶原微观结构的快速退化是
)

级
D9

和
&

级
D9

之间的

一个重要特征!其引发软骨表面的不可逆损伤并最终导致
*

级和
+

级的更严重的
D9

状态发生%这一结果表明化学$机

",".

光谱学与光谱分析
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械和环境因素都会导致人体软骨的微观结构的改变和退化%

最近的研究证实)

*,

*

!随着
D9

进展!由于润滑素浓度降低!

摩擦系数显著增加!特别是在软骨内侧区域%此外!与
S

级

D9

相比!

&

级
D9

的表面粗糙度明显增加!导致接触处局

部摩擦力增加!润滑剂快速减少%

表
$

!

关节组织中典型的拉曼谱峰归属表&

V

%

$S

%

$VF&$

%

&BF&R

%

&V

'

*3<4-$

!

C+3,379-,(19(7E3/30<30.130.311(

)

0/-091

25

`

2(099(116-1

)

V

!

$S

!

$VF&$

!

&BF&R

!

&V

*

波数'
1L

U* 归属

#IK

核酸

IK> C

+

C

脯氨酸

I#K C

+

C

羟"基#脯氨酸

+KI BD

,U

!

对称伸缩振动

*""!

苯"基#丙氨酸

*">" Y

型碳酸盐

*">"

反映有机基质的酰胺
*

带

*">, /D

U

,

糖胺聚糖中硫酸盐对称拉伸

*"#" CD

.U

,

拉伸

**.>

吡喃糖环

*.,K

酰胺
*

!

,

-

折叠蛋白

*.>"

酰胺
*

!

-

-

螺旋蛋白

*,"*

脂质中
CR

.

变形

*,#K B[

振动

*,#K CR

,

糖胺聚糖

*>KK

酰胺
)

!

-

-

螺旋蛋白

*>#"

酰胺
)

!

,

-

折叠蛋白

((

*#!! C D

拉伸!脂质

.I!" CR

.

对称拉伸!不饱和脂肪酸

.

!

显微拉曼在关节软骨和骨关节炎研究中的

应用

!!

显微拉曼是拉曼光谱与显微镜的结合!可以在获取拉曼

光谱图像的同时!提供关于生化成分的空间分布信息%拉曼

光谱仪与光学显微镜的耦合具有比红外光谱成像更好的空间

分辨率%通过使用电动显微镜载物台!可以从任意点收集拉

曼光谱!获得样品的拉曼图谱!并利用计算机处理所获得的

高光谱数据集!以生成$显示组织中存在的化学物质分布的

图像%

为了验证拉曼光谱识别
D9

软骨下骨基质中异常分子变

化的可行性!

f0374

等)

*,

*采用显微拉曼光谱$电子计算机断

层扫描"

1%L

)

<2082%L%

]

36
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#和化学分析方法对人关

节样本进行分析%比较
D9

样本与非
D9

样本中的膝关节外

侧谱带!发现在
IK"

和
+*"1L

U*处的谱带!以及
+>,

和
+K>

1L

U*

"磷酸盐带#存在差异%比较两组样本膝关节的内侧谱

带!发现在
+!!

和
+K,1L

U*

"磷酸盐带#!

*.#K1L

U*

"酰胺
*

带#和
*>K"1L

U*

"横跨酰胺
S

的宽区域#中存在差异%表明

D9

和非
D9

组织可以根据膝关节外侧和内侧区之间的光谱

差异进行鉴别%拉曼光谱的磷酸盐与酰胺的比率与
CE

扫描

结果表明!

D9

期间!软骨下骨不仅变厚!还发生生化成分

的变化%在
D9

标本中!还发现正常区域的外侧也发生相关

的光谱变化!表明整个关节受到影响%虽然该区域没有表现

出
D9

的宏观症状!但它表现出微小的变化!暗示着
D9

的

早期征象%

."*.

年!

Y<1Og6&8

团队)

*!

*应用显微拉曼技术!对海绵

骨和软骨下骨
@CA

的生化成分进行研究%实验观察到!在

不同载荷的股骨头部位!羟基磷灰石与胶原$碳酸盐磷灰石

与羟基磷灰石$

-

-

螺旋与
,

-

折叠面积的比值无明显变化!表

明载荷的增加不会引起软骨下骨成分和结构的改变%他们还

发现!与对照组相比!

D9

患者的软骨下骨矿化程度较低!

胶原基质排列有序性也相对较低!并且随着
D9

疾病的进

展!

-

螺旋结构向无序结构转变的程度进一步增加%结果表

明!在
D9

中!生物化学因素对软骨下骨的生化组成和分子

结构的影响大于机械因素%

B<8&64

研究组)

*K

*利用显微拉曼光谱对人和猪关节软骨

的
B[

含量及软骨分区进行了详细研究%脯氨酸振动谱带在

表层区域获得更高的信号强度%但是!硫酸软骨素"

C/

#$聚

集蛋白聚糖以及
[9[

的拉曼谱带!在深区显示出更高的信

号强度%这些发现表明!在软骨表层!以胶原蛋白含量为主!

在软骨深部区域!以
B[

和
[9[

含量为主%因此!显微拉曼

可根据蛋白质!

B[

和
[9[

含量的差异来鉴定人和猪软骨的

不同区域%

[6L4

J

60

]

03

团队)

*>

*也鉴定了表征
B[

的拉曼谱带!并通

过拉曼成像和层次聚类分析测试这些谱带在软骨和骨组织中

的适用性%

B[

振动产生
*">"

和
*,#K1L

U*的两条拉曼谱

带%拉曼光谱分析发现酰胺
*

带$

Y

型碳酸盐带以及羟基磷

灰石的磷酸盐带与
B[

的
*">"1L

U*拉曼谱带重叠!而
*,#K

1L

U*拉曼谱带仅由
[9[

振动引起的%他们还发现
*,#K

1L

U*拉曼谱带与组织取向无关!因此!

*,#K1L

U*可用作软

骨和骨中的
B[

标记谱带%

9&P3%

团队)

*#

*将拉曼光 谱 成 像 结 合 多 元 曲 线 分 辨

"

ACa

#定量测定软骨
@CA

组分"

[9[

$胶原和水#在动物关

节软骨和工程软骨组织中浓度分布%分析动物关节软骨的拉

曼光谱发现!

[9[

和胶原浓度随着软骨的深度增加而增加!

而工程软骨的
[9[

和胶原浓度随着软骨的深度增加而降

低!经酶处理的软骨外植体的
[9[

浓度随着离外植体表面

的深度距离的增加而增加!但胶原的浓度基本不变!生化测

定显示类似的深度梯度%拉曼光谱还发现!水的浓度随着离

关节面的距离增加而降低%动物关节软骨对
[9[

和胶原均

表现出较低的组织异质性!工程软骨的组织异质性较高!并

且周围区域比中心区域进一步增加%

."*#

年!

E%7

]

等)

*I

*采用显微拉曼光谱法对猪软骨磨损

样本和健康样本进行切片检测来表征磨损试验后
@CA

的全

深度变化%他们发现早期软骨损伤的显著差异主要出现在软

骨中上区!这表明损伤不仅发生在表面!也发生在表面以

下%

BC9

结合单变量分析表明!在某些深度"相对于软骨表

面
."F

"

,"F

#的胶原蛋白含量损失是磨损期间的主要变

化!胶原纤维取向和
B[

含量均未发生明显改变%

A674G:0&8

等)

*+

*将受激拉曼散射"

/a/

#应用于未染色的

新鲜马掌指关节!研究
@CA

$细胞周围基质$软骨细胞和脂

*,".

第
#
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滴的成分%

@CA

在
.I""

"

,"""1L

U*范围的自发拉曼光谱

分析显示!

@CA

中以胶原含量为主!蛋白多糖含量次之%

/a/

光谱显示非钙化软骨的拉曼光谱主要由
&

型胶原的峰主

导%在骨和钙化软骨中!发现
+K+1L

U*处存在非常强的磷酸

盐拉曼带!

*"#"1L

U*处存在较弱的碳酸盐拉曼带!表明

/a/

还能对软骨的矿物质含量进行成像%在浅表软骨细胞的

周围基质中还存在
.I!"1L

U*拉曼谱带!表明细胞周围基质

中存在脂质!并且为不饱和脂肪酸!但
@CA

中不存在%拉曼

成像揭示了浅表区和深部区域之间的差异!最明显的是!仅

在浅表区域中细胞周围可检测到脂质%

f<L63

等)

."-.*

*利用显微拉曼鉴定
D9

进程中生物分子

变化的光谱特征和
D9

不同阶段的主要光谱差异%他们发现

*>*.

"

*>+>1L

U*

"酰胺
)

#$

*..+

"

*,""1L

U*

"酰胺
*

#和

*""*

"

*""#1L

U*

"苯丙氨酸#的面积大小随着
D9

等级的增

加而一致降低!并且观察到细胞死亡的增加%在
D9

进程中!

软骨细胞内蛋白质含量普遍下降!但
B[

含量的降低仅在

D9

晚期才显著%酰胺
*

强度比"

K

*.!K

'

K

*.#"

#随着国际软骨修

复协会"

SCa/

#分级的增加而增加!这意味胶原蛋白的紊乱程

度随着
D9

的进展而进一步增加%此外!随着细胞内核酸含

量"

#I"

"

#+!1L

U*

#的减少!蛋白质含量也随之减少%

BC9

和交叉验证能够鉴定
D9

软骨细胞的不同阶段!发现
)

级

D9

软骨中获得的软骨细胞的分类精度高于其他级别%分类

错误主要发生在
&

级和
*

级软骨细胞之间!表明与
)

级
D9

软骨相比!

&

和
*

级
D9

软骨细胞在生化成分上有更高的异

质性%

f<74263

等)

..

*利用胎儿股骨的关节软骨!验证在无标记

情况下!显微拉曼光谱是否能有效的区分软骨样本中的不同

组织成分%层次聚类方法分析拉曼光谱!结果显示!软骨细

胞存在
*K#>1L

U*处的
?(9

'

a(9

谱带!而
@CA

中不存在

该谱带!这证实了软骨细胞和
@CA

可以根据拉曼光谱进行

有效的分离%除了
*K#>1L

U*谱带的差异外!还发现
B[

峰

在
@CA

中的峰值更强%主成分分析细胞聚类平均值!发现

软骨细胞与胎儿股骨生长面细胞之间的差异主要来源于细胞

内蛋白质含量的不同%对
@CA-

聚类均值的主成分分析!发

现软骨成骨
@CA

与其他部位的差异主要来源于磷酸盐含量

的不同%

Y%7:G61:%

等)

.,

*采集猪肱骨肩胛关节软骨的拉曼光谱!

研究软骨组织中软骨细胞与
@CA

的光谱差异%分析
C/

和

胶原蛋白的平均拉曼光谱发现
B[

'胶原蛋白比值在深层高于

浅表区%拉曼光谱的单变量分析发现
C/

在软骨细胞周围基

质中有较高的浓度!而胶原蛋白在
@CA

或区域间基质中最

密集%四种多变量方法都能有效的区分软骨细胞与
@CA

!并

且检测到
@CA

中主要由
B[

和胶原蛋白组成%但
BC9

能以

较低的计算量有效地区分软骨细胞和
@CA

!

C/

和胶原蛋

白%

B_/a

模型可以区分
-

-

螺旋蛋白和
,

-

折叠蛋白!可以观

察到软骨细胞中含有更丰富的
-

-

螺旋蛋白!而
,

-

折叠蛋白同

时存在于软骨细胞和
@CA

中%层次聚类分析$模糊聚类分

析发现
@CA

存在异质性!即不同的区域的
@CA

具有不同

的特性!这清楚地显示了在
@CA

中胶原蛋白'
B[

的比值的

变化%

@4L%780-ZO:20

等)

.!-.K

*将液滴沉积结合拉曼光谱技术!

检查
!"

名膝骨关节炎患者的关节滑液!识别与膝关节
D9

损伤相关的关节滑液中的化学变化!并且利用损伤关节的
H

射线评估拉曼光谱的有效性%

/T

收集的光谱中!损伤组中

*.,K

'

*.>"1L

U*

"酰胺
*

比率#和
*>#"

'

*>KK1L

U*

"酰胺
)

比率#显著增加!表明蛋白质二级结构无规卷曲的程度更高!

蛋白质的无序性增加!进一步表明
/T

大分子之间相互破坏%

比较样本
*"I"

'

*""*1L

U*拉曼带强度比!发现损伤组中该

谱带的强度比显著升高!表明
D9

损伤的过程中!蛋白质骨

架发生改变%拉曼光谱对蛋白质二级结构中的酰胺比率的改

变极其敏感!酰胺
)

拉曼带强度比$

*"I"

'

*""*1L

U*拉曼

带强度比可用于评估
D9

0是'否1损伤!并且两个比率随着

f

'

_

得分而增加!并显示出一定的线性变化%

?0O3:7

]

等)

.>

*通过检测
/T

中透明质酸的拉曼光谱来验

证表面增强拉曼光谱"

/@a/

#用于体外
D9

生物标志物检测

的可行性%他们发现!不论是人造的
/T

还是犬的
/T

!在低

浓度的
R9

下!都能有效的检测到
R9

!并且发现其最低检

出阈值为
"'KL

]

,

L_

U*

!接近病理性
/T

中的
R9

浓度%也

说明了
/@a/

技术用于组织液检测的潜力和可行性%

,

!

光纤拉曼在关节软骨和骨关节炎研究中的

应用

!!

光纤拉曼是在常规拉曼光谱仪上耦合光纤探针!利用探

针检测收集组织样本的拉曼光谱%光纤探针主要由激发光纤

和收集光纤构成!其中激发光纤将激光传输至目标区域!再

通过收集光纤将拉曼散射收集传输到检测器%光纤拉曼探针

的引入使得基于拉曼光谱的人体体内组织的在体原位检测成

为可能%

."*,

年!

Y<1d&0

5

等)

.#

*使用三种不同的多元技术"带目

标熵最小化 "

YE@A

#$多元曲线分辨和并行因子分析

"

B9a9T9C

##来处理光纤拉曼光谱数据!并比较三种技术

的处理性能%这三种技术均能准确地重建磷酸盐与碳酸盐的

比值!每种分析的误差均小于
.F

!但
B9a9T9C

最接近测

定的矿物与胶原的比值%因此!使用
B9a9T9C

能够解决较

复杂的矿物质与胶原的比值"复杂程度取决于软组织层和骨

中的胶原蛋白#!并且有足够的准确性来检测与骨关节炎$

骨质疏松和成骨不全相关的成分差异%虽然不可能通过直接

测量志愿者的骨骼来验证!但这些数据与来自尸体组织的胫

骨骨膜拉曼光谱吻合得很好%

."*#

年!

/20X074

等)

.I

*将近红外光纤拉曼光谱结合组织

工程"

E@

#技术!进行在线监测并量化软骨构建过程中活细

胞组织中的
@CA

成分含量变化%实验中发现动物关节软骨

和
E@

构建软骨在不同时间点的平均拉曼光谱标准差表现出

高度可重复性的特征!具有微妙的生物分子可变性!而且随

着
@CA

沉积的积累!

E@

构建软骨的生物分子组成逐渐变得

与动物关节软骨更为相似%随着时间的推移!

E@

构建软骨

的光学性质不会因为激发和散射拉曼光子的穿透深度和收集

效率的改变而导致生化定量改变%结构力学性能与
[9[

和

胶原含量密切相关!表明
@CA

生化指标可以作为工程软骨

.,".

光谱学与光谱分析
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
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组织力学完整性的可靠指标%

@4L%780-ZO:20

等)

.+

*利用光纤拉曼光谱对人关节组织

进行了检测!重点研究了软骨下骨生化成分的变化%设计了

一种钢笔式的光纤探针!用于检测膝关节组织中的软骨下

骨%探针的外环中有激发光纤!内环中有收集光纤!其中收

集光纤与激发光纤在空间上偏移!可以最大限度地收集关节

组织信号%从这些探针中收集到的拉曼光谱主要由软骨和软

骨下骨信号组成!存在少量脂肪信号%实验中发现!

*">,

1L

U*拉曼带是软骨中硫酸化
[9[

特有的拉曼带!可作为软

骨的光谱标记物%碳酸磷灰石矿物骨特有的拉曼带在
+KI

和

*"#"1L

U*处!对应于磷酸盐
"

*

和碳酸盐
"

*

!可作为骨的光

谱标记物%

*,"*

和
*#!!1L

U*的谱带是脂质独有的!归因于

松质骨中的骨髓脂质!作为松质骨的光谱标记物%完整软骨

的拉曼光谱显示软骨和骨发出的信号!并且有少量的松质骨

信号!但其贡献最小%与显微光谱相似!

*.""

"

*#""1L

U*

处有明显的重叠现象!因为软骨中的
&

型胶原和骨中的
S

型

胶原具有相似的拉曼光谱%局部性病灶的光谱包含软骨的信

号!和更强烈的磷酸盐
"

*

信号!并且在
*"#.1L

U*出现碳酸

盐的谱带!表明软骨下骨的贡献强于软骨的信号%全深度腐

蚀区域的拉曼光谱中!未观察到
*">,1L

U*的谱带!表明该

区域只包含来自软骨下骨的信号%通过计算组织模型
*">,

'

+KI1L

U*拉曼带强度比发现!拉曼光谱信号与组织的散射水

平有关!并且进一步证实可使用
*">,

'

+KI1L

U*比率作为软

骨与骨的相对含量的光谱标记%人体关节和组织模型的测量

表明!使用光纤探针在关节面采集的拉曼光谱包含了底层骨

组织的贡献!骨信号随软骨厚度和散射水平的变化而变化%

目前也有一些关于光纤拉曼用于骨的研究报道%

/1O<&-

L03:1O

等)

,"

*将拉曼光谱结合光纤探针准确无创地评估了活

体小鼠皮肤下的骨组织成分!并采用多因素分析从经皮测量

中恢复骨光谱%

A6O03

等)

,*

*将空间偏移拉曼光谱结合光纤探

针进一步进行骨的非侵入性体内测量!准确预测样本的骨折

状况%本课题组将内窥镜与光纤拉曼相结合!设计了一种可

内窥光纤拉曼探针%该探针的整体设计思路是在尽量减小光

纤探针直径和体积的前提下!实现内窥成像与拉曼光谱的在

体检测一体化%文献报道的现有的光纤拉曼探针则是将其放

置于内窥镜器械通道!在内镜检查时进行拉曼检测!因此该

类光纤拉曼探针尺寸受器械通道空间尺寸限制!而一体化设

计的内窥成像与拉曼光谱相融合!探针直径将不再受限!使

得探针适用于更多应用环境%

!

!

结论与展望

!!

精确的原位探测及在高空间分辨率下主成分含量分布和

结构排列变化探测!越来越成为各种软骨和
D9

研究中的硬

性要求%拉曼光谱能以较高的灵敏度和特异性检测
D9

进程

中关节软骨$软骨下骨$

/T

中的生化成分的变化以及浓度分

布!能根据光谱特性鉴定
D9

的不同阶段"即
SCa/

分

级)

."

*

#!评估不同方法手段对
D9

的诊疗效果!区分样本中

的不同组织%即使是在疾病早期!也能在微米级水平提供各

组织的生物分子变化)

,.

*

%拉曼光谱峰值的强度与物质分子

的浓度成正比!因此可对待测样本定量分析%在测量样本

前!也不需要复杂的样本制备%

目前为止!现有宏观及显微拉曼系统体积较大!主要应

用于对生物的体外和离体"切片#组织的拉曼光谱采集!无法

进行在体"活体内#生物组织拉曼检测%因此拉曼光谱仍多局

限于实验室环境!直接应用于
D9

临床监测和诊断仍有较大

难度%另一方面!由于
D9

病因及发病机制尚不明确!早期

D9

组织生化成分之间的关系也需要进一步的探索%

随着拉曼光谱技术的日益完善!越来越多的创新性研究

成果被发现%特别是微型拉曼光纤探针的研制!将使得拉曼

光谱从原先的实验室研究走向临床!使得基于拉曼光谱的人

体体内组织的在体原位检测成为可能%光纤探针整体体积

小$高度灵活!更加适用于生物在体拉曼检测!开发新的内

窥光纤拉曼探针!将为推进关节软骨和
D9

的诊断研究有着

重要意义%
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