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摘 � 要 � 目的: 检测与分析实验动物血液 RBC( RBC�O 2 , RBC� CO2 ) , H b( H bO 2 , H bCO 2 )和人体皮肤表面

流动血液氧化� 还原状态的成像与未成像可见光谱领域 OD 值特征, 并为该技术对白癜风病表皮黑色素颗

粒检测中的应用尊定基础。方法: 利用不同光谱技术和 in v itr o 和 in v ivo 检测手段, 统计分析血液不同状态

下波长与位置的 OD值信息。结果: in vitr o 检测 : 动物血液 H b� O2 和 RBC� O 2 两者在可见领域均有 367,

414( So ret带) nm 与 541, 576 ( Q 带) nm 的吸收峰位; 血液 H b� CO2 和 RBC� CO2 均有 432( Soret 带)与和

553( Q 带) nm 的波长吸收峰位; 血液 RBC 状态和 Hb 溶血状态波长吸收峰位无改变, 只是在氧化与还原状

态下有完全独立的吸收峰位, 血液 RBC 状态和 H b 溶血状态波长吸光度 OD 值之间, 有显著性差异 ( p <

0� 01)。浓度为1� 5  107 cell� mL - 1的RBC�O 2 和 Hb�O 2 在 576 nm 的吸收峰位吸光度( y )与红细胞浓度( x )

做成两条回归曲线: 既, Hb� O2 ( b1 ) ŷ = 0� 05+ 0� 983x ; RBC� O2 ( b2 ) ŷ = 0� 127+ 1� 934x , 两者之间差异有
显著性 ( p < 0� 01)。in v ivo 检测: 在人手背皮肤表面 ImSpect or 图像中 RBC� O2 状态在 540, 576 nm,

RBC� CO 2 状态在 555 和 755 nm 处有吸收峰。选择( a: 指甲, b: 指, c: 手背)三个点位分别进行波长检测,

每点( n= 10) 545 nm 吸收峰的平均 OD值, 依次为0� 83! 0� 001, 0� 73 ! 0� 001和 0� 62! 0� 001, 其三处测定

点的 OD 值之间有显著性差异( p < 0� 01)。结论: in v itr o 检测的 RBC 与 Hb 两者波长吸收峰位不变, 但吸光

度 OD 值不同, 认为 RBC 状态测定结果更接近于活体组织血管内原始状态。in viv o 检测对人体无任何侵袭

与损伤, 灵敏度高, 测试时间短, 并且同时获得被测样品的波长与位置信息画面等优势, 有望表皮中黑素等

有色颗粒的直接检测。
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引 � 言

� � 随着光谱技术在医学领域应用研究的深入开展, ∀ 光学
力学的診断# ( phot odynamic diagnosis: PDD)以及∀ 光学力学

的治疗# ( photodynamic ther apy: PDT ) [1�3]等一门有发展潜力
和应用前景的∀ 医学光谱学#逐渐形成, 使在国内外基础医学
和临床医学领域中发挥着主要作用, 人类使用光谱学这一技

术对机体微观世界进行着进一步探讨并得到了大量有价值的

诊疗情报[4]。另外认为在现代医学诊疗检测方法发展的过程

中, 尽量获取被检材料原始状态的动态信息, 保证检测结果

的代表性与准确性作为今后的发展趋势[ 5�7) ]。

红血球 ( red blood cell, RBC)里的血红蛋白 ( hemog lo�
bin, H b)是在血液循环中, 氧化 � 还原 ( Oxy��Deoxy� ) [8�11]

两种血球形式存在。要得到氧化� 还原状态 RBC 可信情报,

只用血液 O2 与 CO 2 分压测定方法为现阶段主要检测手

段[ 12�14]。Hb 的光谱波长, 只使血球溶血后检测为主要手

段[ 15�17] , 而且由依靠 Hb 测定结果来推断 RBC 的功能。另外

也有使用荧光及近红外光谱波长领域 OxyH b, Deoxy�
H b[ 18, 19] , H bNO [20, 21]等体外测定的报道。这样就, 一是

RBC 整体离开机体血液循环, 而是血球溶血, 使 RBC 和 Hb

原有存在环境人为的发生改变, 影响了测定结果的准确性。

本文利用体外( in vitr o ) 和体内( in viv o )活细胞研究方法,

以 RBC, H b 各种型态与活体皮肤表面血流为列, 其氧化和



还原状态 RGB( r ed, gr een, blue)的构造 OD( optical density )

值分别进行检测与分析。

1 � 材料与方法

1� 1 � 家兔血液 in vitro absorption spectrum

U�3200 型自 记分 光光 度计 ( H itachi, L td� Tokyo

Japan)。被检血液来自雌性白色家兔, 体重 3 kg。测定波长

固定为 300~ 800 nm 范围, 血样调制[ 22]分为氧化 � 还原血

红蛋白( H b� O2 , Hb� CO 2)型和氧化� 还原红血球( RBC�O 2 ,

RBC� CO 2)型等四种型态。

1� 2 � 人体皮肤表面 in vivo imaging spectrum

ImSpector ( Spectral Imaging Oulu Finland Led� Compa�

ny) 。波长范围为 400~ 800 nm, 被测像面范围一点的大小

指定为 4 mm2 , 一次被测像面的总面积大小为 140 mm2。测

定人左右手背表面皮肤血流氧化型 ( RBC� O 2 )为人体安定自

然与光线充足的条件下进行, 只是测定还原型 ( RBC� CO2 )

时, 手腕部用绷血带压迫 1� 5 min 后再进行测定。该检测系

统与方法详见参考文献[ 3]。

2 � 结 � 果

2� 1 � in vitro 检测结果

实验兔的血液 H b� O2 和 RBC� O 2 两者在可见光范围内

均持有 367, 414 nm( Sor et带)与 541, 576 nm( Q 带)的吸收

峰; 血液 H b� CO2 和 RBC� CO 2 均有 432 nm ( So ret 带)与和

554 nm( Q 带)的吸收峰, H b与 RBC 由氧化峰位向右还原峰

位移动的距离均为约 15 nm 左右(见图 1 和图 2)。

� � 检测 RBC 和 H b 与 CO2 结合的时间经过是有所不同,

即从氧化变成还原状态时所化的时间, 前者约为 120 s, 后者

为 180 s, RBC 状态比 H b 快 60 s(见图 3 和图 4)。

� � 利用直线回归( L inear r egr ession)统计方法, 浓度为 1� 5

 107 cell� mL 的 H b� O2 和 RBC� O2 在 576 nm 的吸收位置

吸光度 ( ŷ ) 与红细胞浓度( x ) 计算相关系数( r ) 与列出回归

方程( ŷ = �+ bX ) ; 对 H b� O 2, r = 1� 705, 差异有高度显著
性( p < 0� 000 5) , ŷ = 0� 05+ 0� 983X ; RBC� O2 , r = 1� 074,

差异有高度显著性( p < 0� 000 5) , ŷ = 0� 127+ 1� 934x , 结果
说明RBC�O 2与 Hb� O2均存在直线回归关系, 两条回归系数

( b1 与 b2 ) 的差别也有显著性( p < 0� 01) (见图 5)。

� � 为了进一步证实直线回归结果, 又算出波长范围 520~

600 nm 之间的波长面积 ( I nteg ral) , 其结果如下, H b� O2 为

69� 69, H b� CO2 为 70� 81 Absc� ; RBC�O 2 为 222� 30,

RBC� CO2 为 200� 55 Absc� 。RBC� O 2 和 RBC� CO2 波长面积

比 Hb�O 2 和 Hb� CO2 的波长面积比分别大于 152� 61 和

129� 74 Abs� ( p < 0� 005) (见图 6)。
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2� 2 � in vivo 检测

采用 ImSpecto r, 人手皮肤表面指定位置氧化和还原流

动血液直接进行观测, 其中图像 7( a)为未进行血流阻断的人

手背表皮 RBC� O2 状态, 与图 8( a)所表示的 540和 576 nm

的吸收峰对应; 图 7 ( b) 为进行血流阻断的人手背表皮

RBC� CO2 状态, RBC� CO 2 状态与在 555 和 755 nm 处特有

图[图 8( b) ]所表示的吸收峰对应, 活体皮肤表面 RBC� CO2

状态具有在 775 nm 处矮小的特殊吸收峰位, 这是 in vitr o 方

法未能测定到的(见图 7 和图 8)。

� � 在自然状态下, 人左手像指甲 a、手指皮肤 b与手背表面

c 三处(图 9 中位置 a, b, c) , 均具有 RBC�O 2 特有的 545 和

576 nm 的吸收峰(见图 10 中光谱曲线 a , b, c)。

� � 可由波长 576 nm 吸收位峰, 计算出皮肤表面组织血管

内 RBC�O 2 变化为 RBC� CO2的氧化� 还原的速度。皮肤与
指甲由 RBC�O 2 变化为 RBC� CO2 所需时间是 10 s, 由

RBC� CO2转变为 RBC� O 2 所需时间是, 皮肤处为 20 s, 指甲

处为 10 s(见图 11)。
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3 � 结 � 论

� � 在 in v itr o 光谱检测中, 对红血球的细胞状态与溶血状

态时的吸光度, 反应速度及波长面积等进行了广泛性的对

比, 结果为 RBC 的各检测指标均高于 H b 状态, 由于血液

RBC 近似于血管内状态, 虽然受到大气压和稀释液影响, 但

有完整的细胞膜起调解作用, 细胞内血红蛋白在检测周期

Fig� 11 � Uses by the imaging spectrum examine on the hand

back skin and nail surface blood f low 576 nm

absorption wavelength peek position, the blood flow

blocks before and after absorption and time variation�

Front end X axis 10 and 20 seconds between are ex�
pression blood flows normal� Middle 10 and 30

seconds between are expressed the blood f low blocks�
Latter section 10 and 100 seconds between partially is

this expression blocks relieved

内不直接受外界因素的干扰。因此血液进行光谱检测分析时

作者认为, 在血液进行细胞分类的基础上, 保证血细胞完整

为前提进行检测, 能够提高被检物的针对性和结果的准确

性。

in v itro 光谱检测技术虽然能够提供血样被检物 RBC 及

H b 波长动态信息, 但提供不了检测位置情报, 因此利用 Im�

ag ing光谱能够在人体皮肤表面指定位置同时得到皮肤微循

环 RBC 的动态情报, 而检测结果与 in vitr o 结果是一致的。

这样该方法将会有助于白癜风病等皮肤疑难症的诊疗, 特别

是对微循环细胞分子学研究领域, 利用光敏剂等对癌症的早

期确诊以及观测白癜风患者皮肤移植后皮肤的再生, 表皮中

检测黑色素颗粒, 酪氨酸酶活性等可望有一定的应用和研究

价值。
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Examination of Animal RBC, Hb and Human Skin Surface Blood Stream

in Oxygenation�Deoxidization Conditions Using Different Spectrum

Techniques
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Abstract� T he author s examined and analyzed animal blood RBC ( RBC�O 2 , RBC� CO2 ) , H b ( HbO2 , H bCO2 ) and the human

body∃ s skin sur face flowing blo od in oxygenat ion�deoxidization conditions and revealed the char acter istic of OD value in the imag�

inable and unimag inable visible spectrum domain and this g ave a foundation for the technolog y to be applied in the vitiligo sick�
ness epidermis melanin pellet ex amination. Methods: U sing different spectrum and in vitr o and in vivo methods, the autho rs did

stat istics for the info rmation of OD value under different state and w aveleng th. Results: Examination of in vitr o : Exper imented

rabbit∃ s blo od Hb�O 2 and RBC� O2 both have 367, 414 nm ( the Sor et cingulum) and 541, 576 ( t he Q cingulum) nm absorpt ion

peaks in the v isible domain and bot h have 432 nm ( Soret cingulum) and 553 nm ( Q cingulum) absorption peaks, but blo od had

no change in the abso rption peak position. No matter under w hat RBC and H b condition, ther e w as only completely independent

absorption peak under the acidificat ion and deox idization condition. There is a significant difference ( p< 0� 01) betw een OD val�
ues under conditions of blood RBC cell and Hb hemo lysis. Examination of in v ivo : By using back skin surface specimen of the in

viv o hand, absorption peaks w ere found at 540 and 576 nm for RBC� O2 condition and at 555 and 755 nm for RBC� CO2 ; . H aving

select ed the specimen of hand back skin ( a: Nail, b: refers to skin, c: hand back skin) , w aveleng ths were examined for the

three do ts. Among them, 545 nm abso rption peak has average OD values of abso rbency , w hich ar e 0� 83! 0� 001, 0� 73 ! 0� 001

and 0� 62 ! 0� 001, and differences ar e notable ( p< 0� 01) . Conclusion: Each abso rption peak po sitio n of in vitr o examination fo r

RBC and H b is invar iable, but OD value o f absorbency is differ ent. Examination results under RBC condition ar e close to the ab�

o rig inality o f RBC in v ivo blood cell or ganization. The in viv o examination does no t show any attack and damage to the human

body , it s sensitiv ity is high, t esting time is shor t, and it has the super ior ity of taking in�phase test for the w aveleng th and the

po sitio n info rmation and so on. It is hopeful for t he dir ect ex amination o f epiderm is black element and co lo red pellet.

Keywords� Spectrum; Abso rbance value; RGB image; L iv ing cell; Skin sur face
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