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采用 DNA和蛋白质吸收带的 Kubelka�Munk光谱
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摘 � 要 � 采用 DNA 和蛋白质吸收带的 Kubelka�M unk 光谱函数对人结肠腺癌进行了鉴别诊断, 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: 在 250~ 650 nm, 结肠上皮组织的癌变导致其

上皮组织在 DNA 吸收带的 Kubelka�M unk 光谱函数 f ( r � )及其对数 log[ f ( r � ) ]的平均值在 260 nm 处都有

非常显著性的差异, 其差异分别为 218% ( p< 0� 05)和 68� 5% ( p< 0� 05)。结肠上皮组织的癌变导致其上皮

组织在蛋白质吸收带的 Kubelka�Munk 光谱函数 f ( r � ) 及其对数 lo g[ f ( r � ) ]的平均值在 280 nm 处也都有

非常显著性的差异, 其差异分别为 208% ( p< 0� 05)和 59� 0% ( p< 0� 05)。结肠上皮组织的癌变导致其上皮

组织在��胡罗卜素吸收带 ( 480 nm 处)的 Kubelka�Munk 光谱函数 f ( r � ) 及其对数 log [ f ( r � ) ]的平均值在

480 nm 处也都有非常显著性的差异, 其差异分别为 41� 7% ( p< 0� 05)和 32� 9% ( p< 0� 05)。可见, 结肠上皮

组织的癌变导致其上皮组织中的 DNA、蛋白质和 ��胡罗卜素的含量都发生了非常显著的变化。这结论为快
速、低成本、非入侵的结肠腺癌的光活检提供一些有益的参考。
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引 � 言

� � 结肠癌是常见的恶性消化道肿瘤之一。在美国和欧洲,

结、直肠癌的发病率和死亡率都仅次于肺癌而位居第二[1]。

在亚洲, 结肠癌的发病率预计有超过胃、肺癌而占据首位的

趋势[2]。在中国, 随着人们饮食结构的改变, 结肠癌患者也

逐年增多[3]。目前, 临床上检查结肠癌的主要手段是结肠

镜, 但由于结肠镜检查是基于对结肠总体结构和形态的改

变, 依靠医生的肉眼识别, 对于平坦凹陷型病变以及微小病

变, 其诊断可靠性较低[ 1]。据国内资料统计, 临床上早期大

肠癌诊断率多徘徊在 10% ~ 15% , 因此, 大肠癌患者的 5 年

生存率不足 50% [4]。而结肠癌大多从癌前病变转化而来, 因

此, 结肠癌的早期诊断的研究, 对于提高早期病人的检出率

以及提高大肠癌患者的长期存活率具有极为重要的意义。

结肠癌的早期诊断并寻找一种无创伤性的理想、快速、

准确的光学检测法鉴别诊断结肠肿瘤, 一直是临床应用基础

研究的热点, 传统的诊断方法是基于结肠总体结构和形态的

改变, 极易漏诊和误诊[ 5, 6]。大多数情况下还是需要取样活

检加以证实[ 7]。随着激光在生物医学领域中的应用不断深入

和发展, 激光光谱以其极高的时间分辨率、灵敏度、精确度

以及无损、安全、快速等特点获得广泛关注。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 Kubelka�Munk 光谱函数法 f ( r � )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。Ragain 等采用 Kubelka�Munk 理

论的漫反射光谱比较研究了牙齿的牙质和珐琅质的差异, 其

研究结果表明, 牙齿的牙质和珐琅质的 Kubelka�Munk 理论



的漫反射光是随着牙质和珐琅质的厚度的变化而产生显著性

的差异, 其结果为激光应用于口腔的临床诊断和治疗提供了

有益的参考[8]。Yang 等采用 DNA、蛋白质、��胡罗卜素和血
红蛋白吸收带的 Kubelka�Munk 光谱函数 f ( r � )鉴别诊断了

正常乳腺、乳腺纤维性瘤和恶性入侵性乳腺癌以及恶性的混

合入侵和原位乳腺癌组织, 其研究结果提示, Kubelka�Munk

光谱函数 f ( r � )技术能非常显著地鉴别诊断正常乳腺、乳腺

纤维性瘤和恶性入侵性乳腺癌以及恶性的混合入侵和原位乳

腺癌, 如果 Kubelka�Munk 光谱函数 f ( r � )技术结合内窥镜

技术应用于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[9, 10]。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[ 11, 12]。结肠癌早

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, 研究表明, 人结肠上皮内层、粘膜及粘膜下层组织的

损伤常常是导致结肠病变的原因[13]。可见, 结肠癌的早期诊

断及早期治疗具有极其重要的意义。本文尝试采用 DNA、蛋

白质和��胡罗卜素吸收带的 Kubelka�Munk 光谱函数 f ( r � )

鉴别诊断人结肠腺癌, 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[ 14�19]鉴别诊断人结肠腺癌提供一点有

益的参考数据。

1 � 实验部分

1� 1 � 材料样品的制备
实验用组织样品来自 13 个手术切除的人新鲜离体结肠

腺癌组织及其邻近的正常结肠组织 (术后经过病理检验为低

分化腺癌) , 每个手术切除的结肠癌组织样品被立即用生理

盐水作简单冲洗掉表面的血液, 并尽快将样品用生理盐水保

存致超低温( - 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 13个面积为 15 mm ! 15 mm、厚
度为( 6� 03 ∀ 0� 36) mm 的结肠腺癌组织样品的自然厚度(平

均值)以及生成 13 个面积为 15 mm ! 15 mm、厚度为( 5� 26∀
0� 29) mm 的正常结肠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

漫反射光谱的测量, 从手术切除到样品准备和测量全过程在

7 h 内完成。

1� 2 � 方法
1� 2� 1 � 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�可见分光
光度计( P erkin�Elmer, USA, model: Lambda 35) , 该附件中

的积分球 ( Labspher e, USA, model: RSA�PE�20)内部直径
为 50 mm。设置分光光度计的狭缝宽度为 2� 0 nm, 扫描的波

长范围为设置在 250~ 650 nm, 设置测定方式为反射。在积

分球的样品反射窗处放置角度为 0#的样品支架, 将组织样品

固定在这个样品支架上, 使得入射光入射到结肠的上皮组织

平面上的入射角为 0#, 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 R s , 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。13 个结肠腺癌组织样品和 13 个正常结肠组织样品

在同样的实验条件下对结肠的上皮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 26 个组织样品分别按照上述过程在 250~

650 nm 光谱范围内重复测量 12 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 ( L absphere, USA,

model: SRS�99�010)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[ 18]。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[ 18]

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

� � 从实验数据可计算出 13 个正常结肠和 13个结肠腺癌的

上皮组织样品在 250~ 650 nm 光谱范围的漫反射率及其平均

值, 从组织的漫反射光谱计算出 Kubelka�M unk 光谱[9]。

1� 2� 2 � 统计学处理方法

组织光学参数以均数和标准差(X ∀ SD)表示, 采用 t检

验, p< 0� 05 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 13 个正常结肠和 13个结肠

腺癌的上皮组织在 250~ 650 nm 波长范围的漫反射光谱并计

算出 Kubelka�Munk 光谱。每个组织样品在同样实验条件下
被重复测量 12 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

和特定的光谱范围的测量结果具有很好的重复性, 每一组样

品(例如, 正常结肠的上皮组织)所有测量得到的组织光学特

性参数用( X ∀ SD )表示。图 1 和图 2 分别表示正常结肠和结

肠腺癌上皮组织在 250~ 650 nm 的漫反射光谱和 Kubelka�

Munk 光谱, 图中所有实验数据的波长间隔取 5 nm, 表 1 列

出了 13 个正常结肠和 13 个结肠腺癌上皮组织 Kubelka�

Munk 光谱在蛋白质的吸收带( 275~ 285 nm)和在 DNA 的吸

收带( 255~ 265 nm)波长范围内的以及在 ��胡罗卜素的吸收

峰( 480 nm)波长处的 Kubelka�Munk 光谱函数 f ( r � )及其对

数 log [ f ( r � ) ]的平均值及其标准差。

� � 从实验结果和图 1 可见, 在 250~ 650 nm, 正常结肠的

上皮组织的漫反射光谱分别在 280, 325, 370, 415, 545, 575

nm 都处有一个波谷, 结肠腺癌的上皮组织的漫反射光谱分

别在 265, 280, 325, 370, 425, 545, 575 nm 都处有一个波

谷。从实验结果和图2 可见, 在 250~ 650 nm, 正常结肠的上

皮组织的 Kubelka�Munk 光谱分别在 280, 325, 370, 415,

545, 575 nm 都处有一个波峰, 结肠腺癌的上皮组织的

Kubelka�M unk 光谱分别在 265, 280, 325, 370, 425, 545,

575 nm 都处有一个波峰, 可见, 正常结肠的上皮组织在 255

~ 265 nm光谱范围的漫反射光谱的波谷位置刚好就是组织
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Table 1 � Averaged value of the Kubelka�Munk function f ( r � ) and logarithmic Kubelka�Munk function log [ f ( r � ) ] from

275 to 285 nm and from 255 to 265 nm and at 480 nm for normal and adenomatous colon epithelial tissues

Tis sue type
Average values from 275 to 285 nm

f ( r � ) l og[ f ( r � ) ]

Averag e valu es f rom 255 to 265 nm

f ( r � ) l og[ f ( r � ) ]

Average values at 480 nm

f ( r � ) log[ f ( r � ) ]

Normal colon epithelial t iss ues 6� 66 ∀ 0� 18 0� 824 ∀ 0� 023 5� 44 ∀ 0� 15 0� 736 ∀ 0�021 2� 90 ∀ 0� 08 0� 462 ∀ 0� 014

Adenomatou s colon epithelial t is sues 20� 5 ∀ 0� 52 1� 31 ∀ 0� 04 17� 3 ∀ 0� 46 1� 24 ∀ 0�04 4� 11 ∀ 0� 13 0� 614 ∀ 0� 018

在同样波长范围内的 Kubelka�Munk 光谱的波峰位置, 而结
肠腺癌的上皮组织在 255~ 265 nm 光谱范围的漫反射光谱的

波谷位置也刚好就是组织在同样波长范围内的 Kubelka�
Munk 光谱的波峰位置。其中, 结肠腺癌的上皮组织的

Kubelka�Munk 光谱在 265 nm 处的波峰是由组织样品中的

DNA 在 260 nm 处的吸收所引起的[ 9] , 而 DNA 在 260 nm 处

的吸收则没有导致正常结肠的上皮组织的 Kubelka�M unk 光

谱在 260 nm 处产生明显的波峰, 这是正常结肠和结肠腺癌

的上皮组织的 Kubelka�Munk 光谱的一个非常显著的区别( p

< 0� 05) , 而从表 1 可见, 在 DNA 的吸收峰 260 nm 处的峰

附近( 255~ 265 nm) , 正常结肠的上皮组织的 Kubelka�Munk

光谱函数f ( r � )及其对数 log [ f ( r � ) ]的平均值分别为 ( 5� 44

∀ 0� 15) 和 ( 0� 736 ∀ 0� 021 ) , 而结肠腺癌的上皮组织的

Kubelka�M unk 光谱函数 f ( r � )及其对数 lo g [ f ( r � ) ]的平均

值分别为( 17� 3 ∀ 0� 46)和 ( 1� 24∀ 0� 04) , 可见, 结肠腺癌和
正常结肠的上皮组织的 Kubelka�Munk 光谱函数 f ( r � ) 及其

对数 log [ f ( r � ) ]的平均值在 260 nm 处都有非常显著性的差

异, 其差异分别为 218%( p < 0� 05)和 68� 5% ( p< 0� 05)。正
常结肠和结肠腺癌上皮组织的 Kubelka�Munk 光谱在 280 nm

处都有一个波峰是由组织样品中的蛋白质在 280 nm 处吸收

所引起的[ 9] , 从表 1 可见, 在组织样品中蛋白质的吸收峰

280 nm 处的峰附近 ( 275 ~ 285 nm) , 正常结肠上皮组织的

Kubelka�M unk 光谱函数 f ( r � )及其对数 lo g [ f ( r � ) ]的平均

值分别为( 6� 66 ∀ 0� 18)和( 0� 824 ∀ 0� 023) , 而结肠腺癌的上

皮组织的 Kubelka�Munk 光谱函数 f ( r � ) 及其对数 log [ f

( r � ) ]的平均值分别为( 20� 5∀ 0� 52)和( 1� 31 ∀ 0� 04) , 可见,
结肠腺癌和正常结肠的上皮组织的 Kubelka�Munk 光谱函数

f ( r � ) 及其对数 log[ f ( r � ) ]的平均值在 280 nm 处都有非常

显著性的差异, 其差异分别为 208% ( p< 0� 05)和 59� 0% ( p

< 0� 05)。正常结肠和结肠腺癌的上皮组织的 Kubelka�Munk
光谱在 ��胡罗卜素吸收带( 480 nm 处)都没有波峰[ 9] , 从表 1

中可见, 正常结肠的上皮组织的 Kubelka�Munk 光谱函数

f ( r � )及其对数 log [ f ( r � ) ]的平均值分别为( 2� 90 ∀ 0� 08)和
( 0� 462 ∀ 0� 014) , 而结肠腺癌的上皮组织的 Kubelka�Munk

光谱函数 f ( r � )及其对数 lo g[ f ( r � ) ]的平均值分别为( 4� 11
∀ 0� 13)和( 0� 614∀ 0� 018) , 可见, 结肠腺癌和正常结肠的上

皮组织 的 Kubelka�Munk 光谱函 数 f ( r � ) 及其 对数

log [ f ( r � ) ]的平均值在 480 nm 处也都有非常显著性的差异,

其差异分别为 41� 7%( p < 0� 05)和 32� 9% ( p< 0� 05)。正常

结肠的上皮组织的 Kubelka�Munk 光谱函数在 415 nm 处的

波峰和结肠腺癌的上皮组织的 Kubelka�M unk 光谱函数在

425 nm 处的波峰是由组织样品中的氧合血红蛋白和去氧血

红蛋白分别在 414 和 428 nm 处的吸收所共同引起的[9, 20] ,

而正常结肠和结肠腺癌的上皮组织的 Kubelka�Munk 光谱函

数在 545 和 575 nm 处的波峰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 540和 578 nm 以及 555 nm 处的

吸收所共同引起的[ 9, 20]。实验结果表明, 结肠上皮组织的癌

变导致其上皮组织在 DNA 和蛋白质吸收带的 Kubelka�

Munk 光谱函数 f ( r � ) 及其对数 log [ f ( r � ) ]的平均值的都

具有非常显著的差异的。生物有机体的主要成分是核酸和蛋

白质, 其中, 核酸按其化学组成可以分成两大类, 一类含 D�

2�脱氧核糖的称为脱氧核糖核酸( DNA) , 主要存在于细胞核
中; 另一类含 D�核糖的称为核糖核酸 ( RNA ) ,主要存在于细

胞质内, 而 DNA、蛋白质和��胡罗卜素等在生物有机体内有
一定的含量和分布。可见, 结肠上皮组织的癌变导致其上皮

组织中的 DNA 和蛋白质的含量产生非常显著的变化, 此外,
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结肠上皮组织的癌变导致其上皮组织中的��胡罗卜素的含量
也产生显著的变化。

3 � 结 � 论

� � 在 250~ 650 nm, 结肠上皮组织的癌变导致其上皮组织

在 DNA 吸收带的 Kubelka�Munk 光谱函数 f ( r � ) 及其对数

log [ f ( r � ) ]的平均值在 260 nm 处都有非常显著性的差异,

其差异分别为 218% ( p< 0� 05)和 68� 5% ( p < 0� 05) , 结肠上
皮组织的癌变导致其上皮组织中的 DNA 的含量产生非常显

著的变化。结肠上皮组织的癌变导致其上皮组织在蛋白质吸

收带的 Kubelka�Munk 光谱函数 f ( r � )及其对数log [ f ( r � ) ]

的平均值在 280 nm 处也都有非常显著性的差异, 其差异分

别为 208% ( p < 0� 05)和 59� 0% ( p< 0� 05) , 结肠上皮组织的
癌变导致其上皮组织中的蛋白质的含量也产生非常显著的变

化。结肠上皮组织的癌变导致其上皮组织在��胡罗卜素吸收
带( 480 nm 处)的 Kubelka�Munk 光谱函数 f ( r � ) 及其对数

log [ f ( r � ) ]的平均值在 480 nm 处也都有非常显著性的差异,

其差异分别为 41� 7%( p < 0� 05)和 32� 9% ( p< 0� 05) , 结肠

上皮组织的癌变导致其上皮组织中的��胡罗卜素的含量也产
生非常显著的变化。结果表明; 结肠上皮组织的癌变导致其

上皮组织中的 DNA、蛋白质和 ��胡罗卜素的含量都发生了
非常显著的变化。这结论为快速、低成本、非入侵的结肠腺

癌的光活检提供一条新思路, 同时也为以组织的 Kubelka�
Munk 光谱鉴别诊断结肠腺癌的病变提供有益的参考。
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Abstract � Differential diagnosis of human colon adenoma was studied using the Kubelka�Munk spectr al function o f the DNA and

protein absorption bands at 260 and 280 nm in v itr o . Diffuse r eflectance spectr a of tissue w ere measured using a spectr ophotome�

ter with an integ rating sphere att achment. The r esult s o f measurement show ed that for the spect ral r ange from 590 t o 1 064 nm

patho log ical changes of co lon epithelia l tissues w ere induced so that there w ere significant differ ences in the averaged values of

the Kubelka�Munk function f ( r � ) and lo gar ithmic Kubelka�Munk function log [ f ( r � ) ] of the DNA abso rption bands at 260 nm

betw een normal and adenomatous co lon epithelial tissues, and the differ ences were 218% ( p < 0� 05) and 68� 5% ( p < 0� 05) re�

spect ively. Patholog ical changes of colon epithelial tissues w ere induced so that there were significant differences in the averaged

values of the Kubelka�Munk function f ( r � ) and log arit hmic Kubelka�Munk function log [ f ( r � ) ] of the pro tein absorption bands

at 280 nm betw een no rmal and adenomatous colon epithelial tissues, and the differ ences were 208% ( p< 0� 05) and 59� 0% ( p<

0� 05) respect ively. Patholog ical changes of colon epithelial tissues w ere induced so that t her e were significant differences in the

averaged values of the Kubelka�Munk function f ( r � ) and log arit hmic Kubelka�M unk function log[ f ( r � ) ] of the ��car otene ab�
so rption bands at 480 nm bet ween no rmal and adenomatous colon epithelial tissues, and t he differ ences were 41� 7% ( p< 0� 05)

and 32� 9%( p< 0� 05) respect ively. Obviously, patho log ical changes o f colon epithelial t issues w ere induced so that ther e w ere
significant changes in the contents of the DNA, prot ein and ��car otene o f co lon epithelial tissues. The conclusion can be applied

to r apid, low�cost and noninvasiv e optical biopsy of colon adenoma, and prov ides a useful refer ence.

Keywords� Colon adenoma diagno sis; Kubelka�Munk spect ral function; Diffuse r eflectance spect roscopy; DNA ; P rot ein;
��carot ene
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