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摘　要 　采用氧合血红蛋白在 540 和 575 nm 吸收带的漫反射光谱比率 ( R540 / R575 )对人浅表性膀胱癌进行了

鉴别诊断 , 实验采用带积分球附件的分光光度计获取组织的漫反射光谱。结果表明 : 正常膀胱的粘膜/ 粘膜

下层组织的漫反射光谱比率 ( R540 / R575 ) 在组织离体后 2 h 的平均值为 111 % , 3 h 的平均值为 107 % , 4 h 的

平均值为 104 % , 5 h 的平均值为 102 % , 而浅表性的膀胱癌的粘膜/ 粘膜下层组织的漫反射光谱比率 ( R540 /

R575 )在组织离体后 2 h 的平均值为 9814 % , 3 h 的平均值为 9515 % , 4 h 的平均值为 9311 % , 5 h 的平均值为

9116 % , 正常膀胱与浅表性膀胱癌的粘膜/ 粘膜下层组织在组织离体后 2 , 3 , 4 和 5 h 的漫反射光谱比率

( R540 / R575 )均有显著性的差异 ( p < 0105) , 分别为 1216 % , 1115 % , 1019 %和 1014 %。这结论为快速、低成

本、非入侵的浅表性膀胱癌的光活检提供了一种新的方法。
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引 　言

　　早期探测膀胱组织癌变对于改善病人的生活质量及提高

生存率是极其重要的 , 以非入侵光学法早期探测人体器官组

织的病变一直是生物医学光子学的热点课题 , 其中漫反射光

谱法以其低成本、快速、非入侵的优点为诊断人体器官组织

粘膜的恶性损伤提供了极其有利的重要手段。Mourant 等利

用恶性的膀胱癌组织和非恶性的膀胱组织细胞的核质比率的

差异导致其对 330 和 370 nm 波长的漫反射光的差异鉴别诊

断膀胱的恶化 , 其灵敏度达到 100 %而特异性达到 97 %[1 ] 。

Ge 等利用氧合血红蛋白和去氧血红蛋白的吸收峰的强度通

过算法去鉴别诊断结肠肿瘤和非结肠肿瘤组织 , 灵敏度达到

86 %而特异性达到 84 %[2 ] 。Feld 采用漫反射光谱进行了

Barrett’s 食管的病理学检测 , 检测结果与 4 位病理学家的诊

断结果比较达到 71 %的一致性 [3 ] 。Zonios 等使用一个合适的

分析模型及所获取的人腺癌的结肠息肉组织的漫反射光的实

验数据 , 结果表明 , 人腺癌的结肠息肉组织的漫反射光的差

异归因于组织中的血红蛋白的浓度及组织中的有效散射体的

线度 [4 ] 。Sokolov 等为减少组织中的血红蛋白的吸收的影响 ,

采用偏振的弹性光散射光谱对子宫颈和口腔粘膜组织作活

检 [5 ] 。Utizinger 等研究了卵巢癌组织在 530 至 585 nm 范围

的漫反射光谱曲线的斜率 , 结果表明 , 在 510 至 530 nm 范围

的卵巢癌组织的漫反射光谱的斜率主要受组织中的氧合血红

蛋白和去氧血红蛋白的吸收的影响 , 其研究结果为鉴别诊断

卵巢癌提供了极其有用的信息 [6 ] 。漫反射光谱能很好地呈现

出组织中的血红蛋白在 430 , 542 和 577 nm 波长处的吸收

谷 , 研究表明 , 恶性的组织以及癌变前的损伤组织由于其微

脉管的不断增多而导致这些恶性的组织及癌变前的损伤组织

中的血红蛋白的含量也显著地增多 [7 ] 。最新近的研究由 Sub2
hash 等提出的利用氧合血红蛋白的吸收波段、540～575 nm

光谱范围的漫反射光谱比率 ( R540 / R575 )鉴别诊断离体的口腔

鳞状上皮细胞癌的粘膜组织 , 研究表明 , 不同的口腔鳞状上

皮细胞癌变程度的粘膜组织的漫反射光谱比率 ( R540 / R575 ) 与



正常的口腔粘膜组织的漫反射光谱比率 ( R540 / R575 )都具有显

著性的差异 ( p < 0105) , 其研究结果提示 , 漫反射光谱比率

技术 ( R540 / R575 )如果结合内窥镜技术应用于口腔癌和子宫颈

癌以及人体内脏的浅表肿瘤组织的鉴别诊断将潜在极其重大

的应用前景 [3 ] 。膀胱癌是泌尿系统最常见的恶性肿瘤 , 在尿

路上皮肿瘤中的发病率一直占首位 , 其中 90 %以上为移行细

胞癌 , 首诊时约 70 %～80 %为浅表性膀胱肿瘤 [8 ] 。研究表

明 , 癌症的 85 %以上都起源于人体的内表面的上皮内层组

织 , 大多数这些上皮内层组织的损伤如果能在早期得以确诊

是容易治疗的 [9 ] 。膀胱癌是常见的泌尿系统恶性肿瘤 , 早期

病变多发生在粘膜层 , 然后逐渐向粘膜下层及更深层组织入

侵 [10 ] , 研究表明 , 人膀胱上皮内层、粘膜及粘膜下层组织的

损伤常常是导致膀胱病变的原因 [11 ] 。可见 , 膀胱癌的早期诊

断及早期治疗具有极其重要的意义。本文尝试采用氧合血红

蛋白在 540 和 575 nm 吸收带的漫反射光谱比率技术 ( R540 /

R575 )鉴别诊断人浅表性膀胱癌 , 并对实验结果作了详细的分

析和定量比较 , 为非入侵光学法 [12221 ]鉴别诊断浅表性膀胱癌

提供一点有益的参考数据。

1 　实验部分

111 　材料和样品的制备

实验用组织样品来自 9 个手术切除的人新鲜离体浅表性

膀胱癌组织及其邻近的正常膀胱组织 , 每个手术切除的膀胱

组织样品被立即用生理盐水作简单冲洗 , 洗掉表面的血液 ,

并尽快将样品用生理盐水保存 , 放至超低温 ( - 75 ℃) 冰箱

速冻冷藏。实验前 , 将所有组织样品用冰冻切片机切割 , 生

成 9 个面积为 20 mm ×25 mm、厚度为 (12156 ±0136) mm 的

浅表性膀胱癌组织样品的自然厚度 (平均值)以及生成 9 个面

积为 20 mm ×25 mm、厚度为 (10123 ±0129) mm 的正常膀

胱组织样品的自然厚度 (平均值) , 然后分别将组织样品在自

然状态及室温为 20 ℃环境下分别进行光学特性的测量 , 从

手术切除到样品准备和测量全过程在 6 h 内完成。

112 　方法

11211 　组织漫反射光谱的测量及数据处理

实验采用具有积分球附件的 Lambda 35 紫外2可见分光

光度计 ( Perkin2Elmer , USA , model : Lambda 35) , 该附件中

的积分球 (Labsphere , USA , model : RSA2PE220) 内部直径

为 50 mm。分光光度计的狭缝宽度为 210 nm , 扫描的波长范

围为 300～900 nm , 测定方式为反射。在积分球的样品反射

窗处放置角度为 0 度的样品支架 , 将组织样品固定在这个样

品支架上 , 使得入射光入射到膀胱的粘膜/ 粘膜下层组织平

面上的入射角为 0 度 , 积分球所测量的反射率 (不包括镜面

反射)为组织样品的漫反射率 Rs , 移去组织样品并在样品反

射窗处放置硫酸钡反射板做参比 , 积分球所测量的反射率

(不包括镜面反射)为百分之百漫反射率 R100 , 移开样品反射

窗处放置的硫酸钡反射板 , 积分球所测量的反射率为零漫反

射率 R0 。9 个浅表性膀胱癌组织样品和 9 个正常膀胱组织样

品在同样的实验条件下对膀胱的粘膜/ 粘膜下层组织进行各

项漫反射率的测量 , 每个组织样品的测量都使用同一块硫酸

钡标准板作 R100的定标 , 将 18 个组织样品分别按照上述过

程在 400～600 nm 光谱范围内重复测量 10 次作统计分析处

理。由于硫酸钡标准板的表面的非理想性以及微量的水分 ,

标准板在这个波长范围的反射率不能达到百分之百的反射

率 , 为此 , 采用商业用的、已知的高反射率标准板 (Lab2
sphere , USA , model : SRS2992010)作为标准 , 用分光光度计

对硫酸钡的反射率 ( RBaSO4
) 作测量来校准硫酸钡标准板的实

际的反射特性 [22 ] 。实验测量的数据由电子计算机数字化后

进行数据处理 , 积分球所测量的各项实验数据分别用下列方

法进行校准 , 组织的漫反射率由下式进行计算 [22 ]

Rds = ( Rs - R0 ) / [ ( R100 / RBaSO4
) - R0 ] (1)

　　从实验数据可计算出 9 个正常膀胱和 9 个浅表性膀胱癌

的粘膜/ 粘膜下层组织样品在 400～600 nm 光谱范围的漫反

射率及其平均值。由于考虑到组织样品在外科手术切除后随

着组织样品切除时间的延迟 , 离体的组织样品会迅速地发生

坏死退化 , 考虑到离体组织样品的坏死退化的特性 , 分别在

组织样品手术切除后的 2 , 3 , 4 和 5 h 重复测量上述的测量

实验 , 获取了组织样品离体后 2 , 3 , 4 和 5 h 的漫反射光谱及

其平均值 , 并分别计算其漫反射光谱比率 ( R540 / R575 ) , 组织

样品的漫反射光谱比率的计算方法见文献[3 ]。

11212 　统计学处理方法

组织光学参数以均数和标准差 ( X ±S D) 表示 , 采用 t 检

验 , p < 0105 为有显著性差异 , 利用统计软件 SPSS10 作统

计处理。

2 　结果与讨论

　　在相同的实验条件下获取了 9 个正常膀胱和 9 个浅表性

膀胱癌的粘膜/ 粘膜下层组织在离体后 2 , 3 , 4 和 5 h 的、在

400～600 nm 光谱范围的漫反射率及其平均值。每个组织样

品在同样实验条件下被重复测量 10 次来获取每个测量值 ,

每次测量后便改变样品上被光辐照的光斑位置进行下一次测

量 , 对于特定的样品和特定的光谱范围以及特定的组织离体

时间的测量结果具有很好的重复性 , 每一组样品 (例如 , 正

常膀胱的粘膜/ 粘膜下层组织)所有测量得到的组织光学特性

参数用 ( X ±S D)表示。图 1 和图 2 分别表示正常膀胱和浅表

性膀胱癌的粘膜/ 粘膜下层组织在离体后 2 , 3 , 4 和 5 h 的、

在 400～600 nm 的漫反射光谱 , 图中的所有实验数据的波长

间隔取 10 nm , 表 1 列出了 9 个正常膀胱的粘膜/ 粘膜下层组

织样品和 9 个浅表性膀胱癌的粘膜/ 粘膜下层组织样品在组

织离体后不同的离体时间相应的漫反射光谱比率的平均值及

其差异。

　　从实验结果和图 1 和图 2 以及表 1 可见 , 在 400～600

nm , 正常膀胱和浅表性膀胱癌的粘膜/ 粘膜下层组织的漫反

射光谱分别在 415 , 542 , 577 nm 都处有一个波谷 , 其中 , 在

415 nm 处的波谷是由组织样品中的氧合血红蛋白和去氧血

红蛋白分别在 415 和 430 nm 处的吸收所共同引起的 ,在 542

和 577 nm 处的波谷是由组织样品中的氧合血红蛋白以及去

氧血红蛋白分别在 542 和 577 nm 以及 555 nm 处的吸收所共

同引起的。正常膀胱和浅表性膀胱癌的粘膜/ 粘膜下层组织
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Table 1 　Mean reflectance spectral ratio R540 / R575 of surgically

excised normal bladder mucosa/ submucosa tissue and

superf icial bladder cancer mucosa/ submucosa tissue

from 9 patients within 2 , 3 , 4 and 5 h of tissue re2
moval

Tissue type N
Period of

tissue removal/ h
Mean

R540/ R575/ %

Normal bladder mucosa 9 2 111

3 107

4 104

5 102

Superficial bladder
cancer mucosa

9 2
3

981 4
951 5

4 931 1

5 911 6

的漫反射光谱特性主要是受到膀胱组织中的血红蛋白的吸收

的影响的 , 离体的正常膀胱粘膜/ 粘膜下层组织在离体后的

2 , 3 , 4 和 5 h 的漫反射光谱的光谱特性是相同的 , 但其漫反

射光谱曲线轮廓却是随着组织离体的时间延长而不断地下

降 , 且其下降的速度是随着时间的延长而逐渐缓慢的 , 而离

体的浅表性的膀胱粘膜/ 粘膜下层组织在离体后的 2 , 3 , 4 和

5 h 的漫反射光谱的光谱特性也是相同的 , 其漫反射光谱曲

线轮廓也是随着组织离体的时间延长而不断地下降 , 其下降

的速度也是随着时间的延长而逐渐缓慢的 , 其漫反射光谱曲

线轮廓随离体时间的延长而逐渐缓慢下降的原因主要是受到

离体的组织样品不断发生的坏死退化过程中组织的组分的变

性的影响 , 在受到组织离体后迅速坏死退化变性的影响下 ,

正常膀胱的粘膜/ 粘膜下层组织的漫反射光谱比率 ( R540 /

R575 )在组织离体后 2 h 的平均值为 111 % , 3 h 的平均值为

107 % , 4 h 的平均值为 104 % , 5 h 的平均值为 102 % , 而浅

表性的膀胱癌的粘膜/ 粘膜下层组织的漫反射光谱比率

( R540 / R575 )在组织离体后 2 h 的平均值为 9814 % , 3 h 的平

均值为 9515 % , 4 h 的平均值为 9311 % , 5 h 的平均值为

9116 % , 正常膀胱的粘膜/ 粘膜下层组织的漫反射光谱比率

( R540 / R575 )的平均值是随着组织离体的时间的延长而逐渐缓

慢减小 , 且其漫反射光谱比率都是大于百分之百的 , 而浅表

性膀胱癌的粘膜/ 粘膜下层组织的漫反射光谱比率 ( R540 /

R575 )的平均值也是随着组织离体的时间的延长而逐渐缓慢

减小 , 但其漫反射光谱比率却是小于百分之百的 , 离体的正

常膀胱与浅表性膀胱癌的粘膜/ 粘膜下层组织在组织离体后

2 , 3 , 4 和 5 h 的漫反射光谱比率 ( R540 / R575 )均有显著性的差

异 ( p < 0105) , 正常膀胱与浅表性膀胱癌的粘膜/ 粘膜下层组

织在组织离体后 2 h 的漫反射光谱比率 ( R540 / R575 ) 的差异为

1216 % , 其在组织离体后 3 h 的漫反射光谱比率 ( R540 / R575 )

的差异为 1115 % , 其在组织离体后 4 h 的漫反射光谱比率

( R540 / R575 )的差异为 1019 % , 其在组织离体后 5 h 的漫反射

光谱比率 ( R540 / R575 )的差异为 1014 %。可见 , 导致出现这种

显著性差异的主要原因之一就是癌变的浅表性膀胱癌的粘

膜/ 粘膜下层组织由于其微脉管的大量增多导致这些恶性的

组织中的血红蛋白的含量也显著地增多 [7 ] , 从而导致了正常

膀胱与浅表性膀胱癌的粘膜/ 粘膜下层组织对光的吸收强度

也存在显著的差异 , 致使正常膀胱与浅表性膀胱癌的粘膜/

粘膜下层组织的漫反射光谱曲线轮廓也存在显著的差异 , 具

体表现在其漫反射光谱比率 ( R540 / R575 )的所存在的显著性差

异。

3 　结 　论

　　在 400～600 nm , 正常膀胱和浅表性膀胱癌的粘膜/ 粘膜

下层组织的漫反射光谱分别在 415 , 542 , 577 nm 都处有一

个波谷 , 正常膀胱的粘膜/ 粘膜下层组织的漫反射光谱比率

( R540 / R575 )在组织离体后 2 h 的平均值为 111 % , 3 h 的平均

值为 107 % , 4 h 的平均值为 104 % , 5 h 的平均值为 102 % ,

而浅表性的膀胱癌的粘膜/ 粘膜下层组织的漫反射光谱比率

( R540 / R575 )在组织离体后 2 h 的平均值为 9814 % , 3 h 的平

均值为 9515 % , 4 h 的平均值为 9311 % , 5 h 的平均值为

9116 % , 正常膀胱的粘膜/ 粘膜下层组织的漫反射光谱比率

( R540 / R575 )的平均值是随着组织离体的时间的延长而逐渐缓
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慢减小 , 而浅表性膀胱癌的粘膜/ 粘膜下层组织的漫反射光

谱比率 ( R540 / R575 )的平均值也是随着组织离体的时间的延长

而逐渐缓慢减小 , 离体的正常膀胱与浅表性膀胱癌的粘膜/

粘膜下层组织在组织离体后 2 , 3 , 4 和 5 h 的漫反射光谱比

率 ( R540 / R575 )均有显著性的差异 ( p < 0105) , 分别为 1216 % ,

1115 % , 1019 %和 1014 %。这结论为快速、低成本、非入侵

的浅表性膀胱癌的光活检提供了一条新思路 , 同时也为以组

织的漫反射光谱鉴别诊断浅表性膀胱组织的病变提供一点有

益的参考。
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Superf icial Bladder Cancer Detection Using Diffuse Reflectance Spectral
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Abstract 　A low2cost , fast , and noninvasive method for early diagnosis of malignant lesions of mucosa tissue based on diffuse re2
flectance spect ra was applied in the study of the optical biopsy of superficial human bladder cancer. In the present paper , differ2
ential diagnosis of superficial human bladder cancer was studied using the diffuse reflectance spect ral ratio ( R540 / R575 ) of the oxy2
genated hemoglobin absorption bands at 540 and 575 nm i n vit ro. Diffuse reflectance spect ra for mucosa/ submucosa tissues of

normal bladder and superficial bladder cancer were measured using a spect rophotometer with an integrating sphere attachment .

The result s of measurement showed that there were three the diffuse reflectance spect ral dips at 415 , 542 and 577 nm respective2
ly for mucosa/ submucosa tissues of normal bladder and superficial bladder cancer in the spect ral range f rom 400 to 600 nm. The

mean diffuse reflectance spect ral ratio ( R540 / R575 ) of normal bladder mucosa/ submucosa tissue decreased slowly with time in2
crease after surgical excision , and the mean diffuse reflectance spect ral ratio ( R540 / R575 ) of superficial bladder cancer mucosa/

submucosa tissue also decreased slowly with time increasing after surgical excision. The mean diffuse reflectance spect ral ratios

( R540 / R575 ) of normal bladder mucosa/ submucosa tissue were 111 % , 107 % , 104 % and 102 % after 2 , 3 , 4 and 5 h after surgi2
cal excision respectively , and those of superficial bladder cancer mucosa/ submucosa tissue were 9814 % , 9515 % , 9311 % and

9116 % after 2 , 3 , 4 and 5 h after surgical excision respectively. There were significant differences in mean diffuse reflectance

spect ral ratio ( R540 / R575 ) for mucosa/ submucosa tissues between normal bladder and superficial bladder cancer after 2 , 3 , 4 and

5 h after surgical excision respectively ( p < 0105) . Differences in mean diffuse reflectance spect ral ratio ( R540 / R575 ) for mucosa/

submucosa tissues between normal bladder and superficial bladder cancer were 1216 % , 1115 % , 1019 % and 1014 % after 2 , 3 , 4

and 5 h after surgical excision respectively. It is obvious that pathological changes in bladder mucosa/ submucosa tissues induced

changes in the component and st ructure of the tissues , and especially quantitative changes in oxyhemoglobin and de2oxyhemoglo2
bin of tissues obviously. Conclusion of the study provides a new method that can be applied to rapid , low2cost and noninvasive

optical biopsy of superficial bladder cancer.

Keywords 　Superficial bladder cancer diagnosis ; Diffuse reflectance spect roscopy ; Diffuse reflectance spect ral ratio ( R540 / R575 ) ;

Hemoglobin absorption peaks
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