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空间偏移拉曼光谱!

4WN4

"能够准确(快速(无损检测多层混浊介质样品深层生化构成信息'该研

究通过搭建集成化逆向
4WN4

光谱分析装置$在实现逆向
4WN4

和背散射式拉曼光谱两种不同的光谱检测

模式的基础上$检测与分析了不同空间偏移量!

,

*

"条件下双#三层组织模型内的深层拉曼光谱信息$并根据

几何光学理论和投影测量原理$量化标定了
,

*

与锥透镜空间位置之间的关系$这为精确控制光谱检测条件

提供了保障'为了验证该装置的检测能力$采用由羊肩胛骨#对乙酰氨基酚组成的双层模型和猪皮#硅橡胶#

对乙酰氨基酚组成的三层模型$获得不同
,

*

条件下包含样品表层和深层信息的混合光谱'并进一步对该混

合光谱进行面积归一化处理$观察到随着
,

*

的增大样品表层的拉曼贡献逐渐减小$而第二层以及第三层的

拉曼贡献逐渐增大的现象'在此基础上$通过选择模型中每层物质的拉曼特征峰计算其相对拉曼强度$分析

研究了相对拉曼强度(空间偏移量与样品厚度三者之间关系$即当
,

*

增大时相对拉曼强度比值随之增加$

这清晰地表明深层物质的拉曼强度增加'然而$在同一
,

*

条件下$相对拉曼强度随着表层物质厚度的增大

而减小'以上实验结果表明$我们搭建的集成化逆向
4WN4

光谱分析装置可从深度达
)--

的生物模型下获

取光谱信息$并证明了该装置在经皮无损探测方面的应用价值'

关键词
!

空间偏移拉曼光谱)逆向空间偏移拉曼光谱)多层组织模型)深层光谱分析
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拉曼光谱分析技术可在分子水平上研究物质结构与生化

组成信息$因具有出色的灵敏性(特异性以及技术相容性$

已成为物质在线检测分析的重要工具'近年来$基于新型光

谱激发和检测手段的拉曼光谱检测分析仪器极大拓展了相关

技术在不同领域的应用深度和广度'然而$常规背散射式拉

曼光谱检测手段极易受到样品表面荧光背景信号的干扰$无

法实现样品深层光谱信息的检测与分析%

"

&

'透射式光谱采集

手段虽然可以克服样品表面所产生的荧光干扰$但是仍无法

解析实验采集的内层混合拉曼光谱信息%

#

&

'此外$基于光克

尔效应!

F

1

L9I,JiCBBCMMCIL

"的超快光谱检测手段可有效抑制

样品表面的荧光背景$准确检测样品深层光谱信息$然而这

一技术中所使用的高功率脉冲激光超过了活体生物组织所能

承受的最大激光照明安全极限%

'

&

$从而限制了其在生物医学

领域的广泛应用'因此$开发一种新型拉曼光谱检测技术$

使其能够减少样品表面的荧光背景干扰(提高光谱探测深度

和信噪比(改善其在多种研究领域!特别是生物医学研究"中

的适用性$仍然是一项极具挑战性的工作'

空间偏移拉曼光谱!
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"作为一种新型拉曼光谱检测手段$能够有效抑制表层

成分拉曼光谱和荧光背景干扰$在结合适当数据处理方法的

条件下$特别适用于覆盖有不#半透明或高荧光背景材料的

物质深层光谱信息提取%

%
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'
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技术由
>,LFD=C6

等首先

提出%

(

&

$当激光入射到被测组织表面并透射到组织内部时$

直行光子将被侧向散射!瑞利散射与拉曼散射"或激发出宽带

荧光$其中一部分散射光子经过多次散射后到达组织深层$

并与深层组织成分发生各向同性的拉曼散射$组织内部不同

深度处产生的拉曼散射光子溢出组织表面后$在与激发光照

射位置距离
,

*

处被探测接收%

.2&

&

'探测深度取决于激光激发

区和信号收集区之间的距离$即空间偏移量!

,

*

"的大小'已

经证明$

4WN4

可用于研究多层漫散射样品中的子层物质构

成信息$其探测深度通常为
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%
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到
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$这超过了共聚



焦拉曼光谱的探测深度极限%

)

&

'此外$

4WN4

利用满足活体

光学检测功率要求的连续激光作为激发光源$能够无损(快

速(定量化分析活体生物组织中的物质成分和结构信息$具

有较为明显的临床应用优势%

/

&

'

基于反向光谱激发与探测方式$逆向
4WN4

技术采用半

径可变的环形激发光束实现光谱激发$并在环形光束中心采

集拉曼散射信号%

&

&

'相比于常规
4WN4

探测$通过使用半径

可控的环形激发光束!

,

*

连续变化"并合理设计系统光学结

构$逆向
4WN4

光谱探测装置更便于集成(封装与使用'鉴

于此$我们搭建了一套集成化逆向
4WN4

光谱分析装置%

"*

&

$

并在不同空间偏移量条件下$实现了双#三层组织模型内深

层拉曼光谱信息的检测与分析'通过本项研究工作$我们不

但建立并验证了该集成化逆向
4WN4

光谱分析装置的光谱检

测能力$而且为该装置在经皮无损探测方面的应用研究奠定

了实验基础'

"

!

实验部分

S,S

!

装置

图
"

!

,

"为集成化逆向
4WN4

光谱分析装置示意图'该装

置采用
&)(H-

半导体激光器!

>b?2KKK2&)(2JFI6

$长春新产

业$中国"作为激发光源$并通过光纤耦合与光束准直器

!

Y#.*;:+2&)*

$

58FBJ,E=

$美国"实现均匀点光斑!直径约为

'--

"准直输出'采用
&)(H-

带通滤波片!

?b*"2&)(

#
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$
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$美国"消除激光边带光谱分量或杂散光的影响后$

采用
(e

锥透镜!

;Z#((2@

$

58FBJ,E=

$美国"将准直点光斑转

换为环形激发光束$并将其都放置于同一个伸缩管中$保证

它们沿入射光光轴方向的稳定移动'本装置的主要特点在

于$通过将锥透镜移入#移出激发光路以切换逆向
4WN4

和

背散射式拉曼光谱两种不同的光谱检测模式'当锥透镜沿垂

直方向%图
"

!

,

"的
+b

方向&插入光路$并沿着光轴的水平方

向%图
"

!

,

"的
;@

方向&移动时$该装置为精确控制激发光束

半径尺寸!

,

*

连续变化"可在样品表面形成同心光环的逆向

4WN4

光谱检测模式)当锥透镜沿垂直方向%图
"

!

,

"的
b+

方

向&移出时$该装置为背散射式拉曼光谱检测模式$可从样

品表面提供零空间偏移的参考光谱$从而将环形照明光束变

为样品表面上的点照明'点状#环形激发光束被二向色镜

!

b9*'2N&)(2L"2#(g'.

$

4C-BFI6

$美国"投射于样品表面后$

样品表面和内部溢出的漫散射拉曼光子$经近红外匹配消色

差双胶合透镜对!

>;:"*(*(*2@

$
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$美国"收集后$

通过陷波滤波片!

0Y&)(2''

$
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$美国"和长通滤波片

!
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$美国"组$由直径为
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$加拿

大"传 输 至 光 谱 仪'采 集 到 的 光 谱 信 号$由 光 谱 仪

!
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$
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$

VJ-

$德国"和背感光深度制冷

电子倍增型相机!
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$
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$英国"记录并分析'实验中$每次测量的积分时

间为
"*=

$样品表面激发光功率约为
"(*-X

'

S,A

!

激发光束半径计算方法

当半径为
A

*

的准直激光束照射时$锥透镜将准直光束

图
S

!

"

4

#集成化逆向空间偏移拉曼光谱实验装置示意图*

"

8

#锥透镜形成半径可控的环形激光束原理示意图
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转换成环形光束照射到样品表面%

&

&

'通过沿光轴方向%图
"

!

,

"所示
;@

方向&移动锥透镜$改变锥透镜到二向色镜之间

的距离$精确控制激发光束的半径大小!

,

*

"'在几何近似

下$圆环的宽度等于光束半径
A

*

$与锥透镜到二向色镜的距

离无关%

&

&

'偏离的环形光束的角度由
'

c

!

+_"

"

(

给出$其中

(

是图
"

!

E

"中锥透镜的底角$

+

是锥透镜的折射率'由于装

置系统中使用了边长为
(*$)--

方形笼形立方体!

+%X

$

58FBJ,E=

$美国"和长度为
&$. --

透镜套管 !

4>"?*'

$

58FBJ,E=

$美国"$因此$二向色镜的中心到样品位置的最大

距离为
''--

%图
"

!

E

"中的
B3

$

B3C

为
B3

的共轭平面$

B3cB3C

&'如图
"

!

E

"所示$

5

是锥透镜的尖端到二向色

镜中心的距离'假设
(

的角度较小$则光束在距离锥透镜
5

*

处分离成环形光束%

&

&

5

*

(

A

*
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"

"

(

&

!

"

"

环半径!

A

"可根据公式计算

A

(
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"
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因此$

5

是锥透镜的尖端到二向色镜中心的距离$即环半径

的函数
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样品模型

为了验证集成化逆向
4WN4

光谱分析装置的应用潜力$

分别采用双层#三层生物组织模型用于实验光谱检测'实验
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中$分别将对乙酰氨基酚!石药集团$中国石家庄"贴于厚度

为
'

和
%--

的羊肩胛骨上$制成双层生物组织模型)在厚

度分别为
'

和
.--

硅橡胶和对乙酰氨基酚粉末上放置一层

#--

厚的猪皮$制成三层生物组织模型'羊肩胛骨和猪皮

均在当地肉店购买$实验前用缓冲盐水冲洗干净附着的血液

和杂质$并且使用商用切片机精确控制猪皮厚度$采用热压

机制备厚度均匀的硅橡胶'

S,T

!

数据处理

每次实验之前$使用
0K45

可追踪校准灯!

?42"

$

WIC,H

W

1

L9I=

$美国"校准系统的光谱响应$采用硅片的
(#"I-

_"特

征峰校准系统检测波长'测量的光谱数据包括样品的拉曼散

射和瑞利散射信号(表面的漫反射以及自体荧光(环境噪声

等因素引起的背景噪声'使用
XK5CI:BF

T

CIL%

!

XK5CIA-2

E<

$德国"软件$对测量得到的原始光谱依次采用
(

阶多项

式拟合和
"*

点
4,G9̂6

P

2AFJ,

P

!

42A

"平滑等方法$获得较为纯

净的拉曼光谱'

#

!

结果与讨论

!!

采用如图
#

!

,

"所示的双层组织模型$以
*

$

%

$

%$(

$

(

$

($(

$

.

和
.$(--

的
,

*

条件$验证逆向
4WN4

光谱分析装置

检测能力'首先$在
)

个不同水平位置测量得到双层模型平

均光谱%如图
#

!

E

"和!

I

"所示&$并对每组光谱
'**

$

".(*

I-

_"波数范围的曲线下面积归一化'图
#

!

E

"和图
#

!

I

"的顶

部和底部分别表示由共聚焦显微拉曼光谱仪!

;J

1

8,(**

$

XK5CIA-E<

$

ACB-,H

P

"单独测量所得到的羊肩胛骨和对乙

酰氨基酚的标准参考拉曼光谱'

图
A

!

"

4

#厚度为
E

和
T33

的羊肩胛骨样品图片*"

8

#羊肩胛骨厚度
" Ê33

*"

0

#

" T̂33

的双层生物组织模型在不同空间

偏移量下获得的平均拉曼光谱&在顶部和底部分别显示单独测量的羊肩胛骨和对乙酰氨基酚的参考拉曼光谱*"
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#对乙

酰氨基酚特征峰"

SEA!03

ZS

#和羊肩胛骨特征峰"

Y!X03

ZS

#相对拉曼强度比和空间偏移量的变化关系
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实验结果表明$羊肩胛骨的拉曼特征光谱中最强的拉曼

峰是
/.*I-

_"

!

1

8F=

1

8,LC

)

"

-FOC

"$而
"*&*I-

_"

!

I,BEFH,LC

)

"

-FOC

"和
"%(*I-

_"

!+

+<

#

ECHO9H

7

FM

1

BFLC9H=

"拉曼峰不

太明显%

""2"#

&

'对乙酰氨基酚在
)(&I-

_"

!

1

,B,2=DE=L9LDLCO

ECĤCHCB9H

7

BC=

1

9B,LFB

P

G9EB,L9FH

"
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&

$
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7
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"
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(
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!

,-9OC+0

=LBCLI89H

7

"和
"."%I-

_"

!

+

+

+,BF-,L9I=LBCLI89H

71

C,6=

"处

的拉曼峰比较明显%

"%

&

'如图
#

!

E

"所示$当
,

*

由
*--

增加

至
.$(--

时$对乙酰氨基酚
"'#.I-

_"拉曼特征峰贡献逐

渐增加$而羊肩胛骨
/.*I-

_"拉曼特征峰贡献呈同步下降趋

)(%'
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势'如图
#

!

I

"所示$当羊肩胛骨厚度增加到
%--

时$随着

,

*

不断增加$也可以观察到与图
#

!

E

"类似的结果'对比图
#

!

E

"和图
#

!

I

"可以发现$在相同
,

*

条件下$当双层模型中的

羊肩胛骨厚度变大时$混合光谱中来自于羊肩胛骨的光谱贡

献更高$而来自第二层对乙酰氨基酚的光谱贡献较低'

图
#

!

O

"是双层组织模型在不同羊肩胛骨厚度条件下$获

得的对乙酰氨基酚
"'#.I-

_"和羊肩胛骨
/.*I-

_"特征峰

强度比!

#

"$描述了对乙酰氨基酚和羊肩胛骨特征峰的相对

拉曼强度比和空间偏移值的变化关系'结果显示$不同厚度

所对应的
#c9

"'#.

#

9

/.*

值均随着
,

*

的增大而增大'并且$当

空间偏移值大于
.--

时$羊肩胛骨厚度为
'--

对应的相

对拉曼强度呈加剧增长趋势$而羊肩胛骨厚度为
%--

对应

的相对拉曼强度的增长趋势变得平缓'此外$在同一空间偏

移条件!同一
,

*

数值"下
9

"'#.

#

9

/.*

的值随第一层物质!羊肩

胛骨"厚度增大而减小'这是由于随着环形光束的半径增大

!即较大
,

*

数值"$其激发的深层物质拉曼光子需要更长的

光程才能到达接收焦点$深层拉曼光子信号损失程度比表面

拉曼光子损失程度更大$导致相对拉曼强度增长变缓'对于

给定的
,

*

$顶层样品厚度增加会导致来自顶层的拉曼光子贡

献更高$从而减少第二层样品的拉曼光谱贡献'以上这些实

验结果表明$我们所搭建的集成化逆向
4WN4

系统可以通过

%--

或更大厚度的坚硬生物组织!例如羊肩胛骨"表面$无

损探测其内部及其下层物质的生物化学信息'

图
'

!

,

"所示的三层组织模型用于验证该系统无损检测

皮下组织状态的可行性'实验中$我们将厚度约为
#--

的

猪皮置于顶部$

'

或
.--

的硅橡胶用作样品第二层$

#--

厚的对乙酰氨基酚粉末作为第三层'图
'

!

E

"所示为实验测得

的猪皮(硅橡胶和对乙酰氨基酚的参考光谱)图
'

!

I

"和图
'

!

O

"是三层模型$在不同
,

*

条件下$实验采集得到的样品平

均拉曼光谱'从图
'

!

E

"可以看出$猪皮拉曼特征峰主要分布

于
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对比图
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!

I

"和!

O

"可看出$对于不同厚度硅橡胶的三层模型$

随着空间偏移量的增大$猪皮
"%(*I-

_"拉曼峰的贡献逐渐

减小$而硅橡胶
%/*I-

_"拉曼峰和对乙酰氨基酚
"'#.I-

_"

拉曼峰的贡献均逐渐增大'

图
E

!

"
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#三层组织模型示意图*"

8

#猪皮$硅橡胶和对乙酰氨基酚的拉曼特征光谱*"
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!!

图
%

!

,

"是三层样品模型在不同厚度硅橡胶条件下$硅橡

胶!

%/*I-

_"

"和猪皮特征峰!

"%(*I-

_"

"的相对强度比
#c

9

%/*

#

9

"%(*

'与之类似$图
%

!

E

"是对乙酰氨基酚!

"'#.I-

_"

"

和猪皮!

"%(*I-

_"

"的相对拉曼强度比
#c9

"'#.

#

9

"%(*

'可以

看出$对于硅橡胶厚度为
'

和
.--

的三层样品模型$

9

%/*

#

9

"%(*

和
9

"'#.

#

9

"%(*

的比值随着
,

*

的增大而增大'然而$对于

不同的硅橡胶厚度$当
,

*

)

%--

时$

9

%/*

#

9

"%(*

迅速增加)

当
,

*

&

(--

时$

9

%/*

#

9

"%(*

的增长趋势趋于平缓%如图
%

!

,

"

所示&'通过比较图
%

!

,

"和!

E

"可以看出$当硅橡胶的厚度一

定时$

9

"'#.

#

9

"%(*

相比于
9

%/*

#

9

"%(*

来说增长趋势相对稳定'

原因在于$底层物质!对乙酰氨基酚"在三层组织模型中的深

度更大$从而需要更大的
,

*

检测条件才能收集到其拉曼散

射光子信息'

图
T

!

"

4

#硅橡胶"
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ZS

#和猪皮"

STUX03

ZS

#的相对拉曼强度比和
!

#

的变化关系*"
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#对乙酰氨基酚"

SEA!03

ZS

#与猪皮

"

STUX03

ZS

#的相对拉曼强度比和
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#

的变化关系*硅橡胶厚度分别为
E

和
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在搭建集成化逆向
4WN4

光谱分析装置的基础上$我们

通过采用双层和三层生物组织模型$实验验证了该套实验装

置可探测
)--

深度位置生物模型内的拉曼散射信息'此

外$随着
,

*

的增加$获取的
4WN4

光谱中较深层的拉曼信号

贡献也会增加$这更有利于深层物质组成信息的分析'在后

续的工作中$我们在已知有关样品光学特性的条件下$需要

进一步通过蒙特卡洛模拟等方法$分析给定空间偏移量条件

下拉曼信号探测的近似深度'此外$虽然现有的结果验证了

集成化逆向
4WN4

光谱分析装置在经皮无损探测方面的应用

潜力$但仍需要通过设计使用采集效率更高的光纤束结构与

光谱收集方式提高系统的信噪比$从而进一步提高该系统的

应用性能'

'

!

结
!

论

!!

通过搭建集成化逆向
4WN4

光谱分析装置$实现了多层

组织模型深层光谱信息的快速(无损检测与分析'此外$结

合集成化实验装置结构$根据几何光学理论和投影测量原

理$量化表述了空间偏移量!

,

*

"与锥透镜空间位置之间的关

系$为精确控制光谱检测条件提供了保障'具体实验过程

中$分别采用羊肩胛骨#对乙酰氨基酚组成的双层模型和猪

皮#硅橡胶#对乙酰氨基酚组成的三层模型$验证了该集成装

置的探测能力'结果表明$根据深层与表层物质的相对拉曼

强度比值关系$可以判断该系统具有从
)--

深度生物模型

下获得光谱信息的检测能力$在突破了传统拉曼光谱技术的

探测深度的条件下$有利于在体组织经皮无损深层光谱检测

与分析'在这一研究工作基础上$仍需要进一步优化光学设

计$使用采集效率更高的光纤束结构与光谱收集方式$提高

该集成系统的信噪比$优化其在低浓度和弱拉曼散射材料光

谱检测方面的适用性'
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