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摘　要　拉曼光谱分析技术在探测与组织病理学相关的分子变化方面具有特别的潜力和优势 , 并且使无损、

实时、快速的光学诊断成为可能。采用 785 nm半导体激光器 , 透射式的全息光栅 , 背向感光、深度耗尽的

CCD探测器及特殊设计的光纤拉曼探头构建了一台快速拉曼光谱测试装置。所设计的光纤拉曼探头可在减

少荧光信号和瑞利散射影响的同时 , 最大限度地收集生物组织的拉曼信号 , 同时解决了平面光栅衍射光束

的谱线弯曲问题 , 提高了仪器的信噪比 , 使装置具有较高的灵敏度并可快速测量获得人体组织的近红外拉

曼信号。通过新鲜猪肉的脂肪和肌肉组织的拉曼光谱信号的检测 , 验证了测试装置的良好性能 ; 在此基础

上 , 研究了鼻咽癌组织样品存放时间对拉曼光谱的影响 , 并在 1～5 s时间内快速测量获得了人离体鼻咽癌

组织的近红外拉曼光谱。
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引　言

　　鼻咽癌 ( nasopharyngeal carcinoma, NPC)是危害人类健康

和生命的头颈部癌症之一 , 其发病率为耳鼻喉科恶性肿瘤之

首。世界大部分地区发病率较低 , 一般在 1 /10万以下 ; 但

80%的鼻咽癌发生在中国 [ 1 ] , 其中尤以中国南方各省为高发

区。大多数鼻咽癌一旦被确诊 , 即已进入中晚期。由于鼻咽

癌症状无明显特征﹑病变位置隐蔽等原因 , 易造成延误诊

断。早期诊断是提高鼻咽癌生存率和降低死亡率的关键。目

前 , 临床上诊断鼻咽癌主要采用鼻咽镜白光检查术、X射线

检查、CT检查、核磁共振成像检查、血清学诊断等方法 , 而

病理学上的诊断主要采用鼻咽癌组织取样活检的方法。然

而 , 采用这些方法 , 仍难以诊断早期癌变。

近年来 , 新型半导体激光器、探测器件和光谱分析技术

的发展 , 促进了激光拉曼光谱技术在生物医学上的应用 , 目

前已在包括皮肤、肺、胃、乳腺等组织器官上进行了实验和

研究 [ 227 ]。结果表明 , 拉曼光谱分析技术在探测与组织病理

学相关的分子变化方面具有特别的潜力和优势 , 并且使无

损、实时、快速的光学诊断成为可能 , 已成为当代生物医学

光学领域的研究热点之一。但至今为止 , 仍鲜见采用拉曼光

谱技术检测鼻咽癌组织的报道。本文报道的是采用近红外拉

曼光谱技术 , 针对鼻咽癌高发区—福建省的若干患者开展研

究的初步结果。

1　实验装置

　　拉曼光谱仪经历了从色散型拉曼光谱仪开始 , 发展到傅

里叶变换拉曼光谱仪 , 共振拉曼光谱仪 , 紫外拉曼光谱仪 ,

到最近的共聚焦显微拉曼光谱系统等 , 其测试精度和灵敏度

已有极大的提高。传统的傅里叶变换拉曼光谱仪 ,采用 1 064

nm激光激发 , 具有组织穿透较深 , 灵敏度高 , 避免了荧光的

干扰等优点 , 但要获得一份高质量的图谱 , 其收集时间很

长 , 一般需要约十几分钟 , 并且不适合与光纤联用。要在临

床上实现拉曼光谱的快速测量与分析 , 系统应具有实时、快

速呈现结果的特点 , 测量最好能在数秒的时间内完成。近年

来 , 随着高性能小型化近红外半导体激光器以及高灵敏度

CCD探测器的发展 , 构建小型化、方便临床使用、快速获得

拉曼光谱的仪器已经成为可能。

本文以 785 nm半导体激光 ,透射式的全息光栅 ,后向照



明、深度耗尽的 CCD探测器及特殊设计的光纤拉曼探头构

建了一台快速拉曼光谱测试装置 , 装置结构如图 1所示。其

工作原理是 : 半导体激光通过光纤、准直系统和带通滤波器

(785 ±215) nm以及聚焦透镜照射到组织表面上 ,形成约 315

mm的光斑。以上部分作为激发端封装在密闭的镜筒里面 ,

其和待测样品的角度约为 40°。经组织散射后的光通过探测

头的收集端和光纤束到达全息光栅光谱仪 , 经全息光栅分光

产生色散 , 形成光谱分布 , 最后到达 CCD探测器 , 并被其接

收。

F ig11　Schema tics of the Raman detection system

　　采用光纤收集来自探头的光谱信号 , 有减少外界干扰、

充分聚集信号和适合远距离测量等优点。为尽可能多地收集

和传送微弱的拉曼信号 , 在 CCD探测器所能允许的高度范

围内 , 把多根光纤集合到一起 , 形成光纤束。在实际的光谱

仪中 , 入射狭缝都是有一定高度 , 从狭缝上不同点发出的平

行光束以不同的角度倾斜入射到光栅面上 , 经光栅衍射后的

衍射光束会发生谱线弯曲。谱线的弯曲对拉曼信号的收集导

致非常不利的影响 , 不但降低了光谱仪的分辨率 , 还导致了

信噪比的下降 , 另外还给波长的定标带来困难。为解决这个

问题 , 在与前面所提的信号收集探头相连接的一端 , 多根光

纤按圆形排列 , 而与光谱仪相连接的一端 , 将光纤弧形排

列。采用此方法 , 很好地解决了光栅衍射光束的谱线弯曲问

题 , 提高了仪器的信噪比 , 并可在 1～5 s快速测量获得人体

组织的近红外拉曼信号 (实验中我们在 1～2 s时间内也可获

较清晰的拉曼信号 )。测量时间的减少将有效地降低其他因

素的影响 , 从而有利于人体组织的测量。

2　组织样品和数据处理方法

　　所有的组织样品取自福建省肿瘤医院。研究了已确诊为

鼻咽癌的 7例病人的鼻咽癌组织样品。患者的年龄范围从 30

～70岁之间 , 平均年龄为 43岁。

为了验证仪器的性能 , 先后测量了猪脂肪和肌肉组织的

拉曼光谱 , 研究了组织样品远离激发焦点时 , 光谱信号的变

化情况 , 同时测量鼻咽组织在存放不同时间后 , 其光谱信号

的变化情况。在完成以上实验并确保仪器性能稳定后 , 初步

测量获得了鼻咽癌组织的拉曼光谱。

人体组织的荧光光谱非常强 , 而拉曼光谱信号仅为荧光

信号的万分之一或更低 , 因此往往被荧光所淹没。为了更加

清晰和明显地表示出拉曼光谱 , 研制的实验装置应具有足够

的灵敏度和分辨本领。此外 , 正确的数据处理方法也至关重

要。本研究中 , 利用一个多项式拟合原始数据中的组织自体

荧光背景信号 , 然后从测得的信号中减去拟合的数据 , 以获

得拉曼信号 [ 8, 9 ]。

3　实验结果与分析

311　拉曼光谱检测装置灵敏度测试

为了验证所研发实验装置的灵敏度 , 我们先后测试了新

鲜猪脂肪、肌肉组织的拉曼光谱 (图 2)。猪脂肪和肌肉组织

分别放置在拉曼激发光的聚焦点以及距离焦点约 2, 4, 6 mm

处 , 获得图 2 ( a)和 ( b)所示结果 , 测试时间均为 5 s。相对于

焦点处的光谱 [图 2 ( a) a ] , [图 2 ( b) a ] , 远离焦点处 [图 2

( a) b, c, d ] , [图 2 ( b) b, c, d ]的光谱虽然在强度上有所下

降 , 但仍然可以较好的进行分辨与分析 , 具有较高的质量。

这说明即使远离焦点约 6 mm, 研制的拉曼测试系统仍然具

有较好的收集能力和分辨能力 , 可以获得较高质量的生物组

织的拉曼信号。

F ig12　Raman spectra of p ig’s ( a) fa t

and ( b) m uscle tissue ex vivo

a: In focus; b: 2 mm above focus;

c: 4 mm above focus; d: 6 mm above focus

312　鼻咽癌离体组织拉曼光谱的测量

样品组织在离体后 , 不管是形态上还是功能上 , 都会随

着时间而有所变化 , 这些变化对实验结果带来的误差或者影

响程度需要进行研究。我们测量了不同存放时间下 , 同一组

鼻咽癌离体组织拉曼光谱信号。在取得样品后即进行第一次

测量 (约手术后 1 h) , 随之每隔 1 h测量一次 , 每次测量 5 s

共测量 4次 , 两次实验间隔期间 , 样品存放于冰箱内 , 保存

温度为 4 ℃。实验结果如图 3所示。随着存放时间的加长 ,
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虽然有些峰位显得更为强烈 , 但其他部分变得较为平滑而缺

少了变化。图 3a中 , 虽然 1 440 cm - 1等处拉曼峰的强度不如

其他谱图中表现的明显 , 但无论是其拉曼峰的相对强度还是

拉曼谱峰的数量 ,都要较其他 3个谱图好。从实验结果来看 ,

以在取得样品约 2 h内效果最好。

F ig13　Raman spectra of na sopharyngea l cancerous tissue a t

d ifferen t tim e after rem ov ing from human body

a, b, c, d: Rep resents the spectra at

1, 2, 3 and 4 h, respectively

4　结果与讨论

　　本文采用 785 nm半导体激光 ,透射式的全息光栅 ,背向

感光、深度耗尽的 CCD探测器及特殊设计的光纤拉曼探头

构建了一台快速拉曼光谱测试装置。所设计的光纤拉曼探头

可在减少荧光信号和瑞利散射影响的同时 , 最大限度地收集

生物组织的拉曼信号 , 而光纤导光系统很好地解决了光栅衍

射光束的谱线弯曲问题 , 提高了仪器的信噪比 , 使装置具有

较高的灵敏度并可快速测量获得人体组织的近红外拉曼信号

(时间 1～5 s)。采用研制实验装置 , 测量了激发光聚焦点及

离焦处猪脂肪与肌肉组织的拉曼光谱 , 验证了测试系统具有

较高的灵敏度和集光能力 ,测量了鼻咽癌样品离开人活体 1,

2, 3和 4 h后的拉曼光谱。结果表明 , 缩短被测样品离开人

体的时间 , 可获得较好的测试结果。最后 , 快速测量获得了

鼻咽癌组织的拉曼光谱。我们拟进一步提高装置的灵敏度和

性能 , 增加测试样品的数量 , 获得更多的数据 , 并与正常鼻

咽组织的拉曼光谱进行比较 , 以期发现具有统计意义的特征

规律 , 使其有益于鼻咽癌或其他癌瘤的早期诊断与治疗。
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Abstract　Raman spectroscopy has shown its potential and advantages in detecting molecular changes associated with tissue pathology,

which makes it possible to diagnose with op tical methods non2invasively and real2time. A compact and rap id near2infrared (N IR) Raman

system was developed using 785 nm diode laser, volume phase technology (VPT) holographic grating system and N IR intensified charge2
coup led device (CCD) with a specially designed Raman fibre p robe which can effectively reduce the interference of fluorescence and Ray2
leigh scattering, maxim ize the ability of Raman collection as well as correct the image aberration of a p lanar grating diffraction. Adop ting

this method, signal2to2noise ratio has been greatly imp roved and human tissue signals can be acquired in a short time. Raman signals

from fat and musculature of fresh pork were measured and referenced for further op tim ization, then Raman spectra of nasopharyngeal car2
cinoma in vitro and the effect of storage time on them were measured in 125 s and discussed. The sensitivities and performance of the sys2
tem will be further enhanced and more Raman data will be acquired and compared between normal and cancerous nasopharyngeal tissue,

expecting to discover the statistical characteristics, which will benefit the diagnosis and treatment of early nasopharyngeal carcinoma or

other tumors.

Keywords　Raman spectroscopy; Nasopharyngeal carcinoma; Tissue ex vivo; Rap id detection
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