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摘#要!目前口腔癌触诊检查依赖于医生经验%术中冰冻切片的检测方式为有创检测%准确性较低%为满足临床手术对口腔癌检
测的实际需求%研究了基于高波数"% !""_! """ 58l$#光纤激光拉曼光谱的口腔癌检测方法& 研究光纤拉曼光谱实现口腔癌
检测的原理%分析了主成分l线性判别分析" ’̂PDS<P#统计算法的可行性%搭建了便携口腔癌组织检测光纤拉曼系统%制备了
口腔癌组织和正常组织病理切片%采集了口腔癌组织和正常组织的高波数拉曼光谱%利用 ’̂PDS<P算法对光谱进行处理和分
析& 光谱分析结果表明%癌组织和正常组织的平均光谱在 % KO"$% O&"$% &J?$J $O"$J %O@$J J""$J ?@" 58l$有较大区别%利用
’̂PDS<P分析%对正常组织和口腔癌组织拉曼光谱进行降维分类%检测准确率为 &?:?!%与共聚焦显微拉曼光谱检测相比%提
高了检测效率%较指纹拉曼光谱检测准确率提高约 ":?!%研究表明高波数拉曼光谱结合统计学方法可以较好的区分正常组织
和癌组织%有望成为一种高灵敏度%高时效性和高准确率的口腔癌检测方法%对术中口腔癌检测有重要意义&
关键词! 光纤拉曼光谱’高波数’口腔癌’术中在体检测
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89引99言

口腔癌是常见癌症的一种%中国口腔癌发病率为
O:KA$"万人%在癌症发病率中排第 ? 位($) & 原位癌治愈
率接近 $""!%’期患者术后 @ 年生存率为 ?"!_&"!%
(期和)期患者术后 @年生存率仅为 @!_%"!(%) %口腔
癌检测的及时性和准确性对治疗效果和患者生存率影响
显著%研究口腔癌检测方法具有十分重要的意义&

口腔癌组织术中检测方式主要有触诊和病理切片&
触诊的诊断方式高度依赖医生的经验%不能准确定位癌
组织区域%常用于口腔癌的早期诊断%不符合术中癌组织
快速精确定位的需求& 术中冰冻切片是目前口腔癌切除
手术中用于确定癌组织切除彻底与否的手段%由于取材
有限%不对切片组织进行染色%检测准确性较低(J) %同时%
冰冻切片检查是一种有创方式%会增加患者痛苦& 所以
急需研究一种安全简便的口腔癌检测术中检测方法%减
少患者痛苦%提高癌组织检测精确度&

随着光学技术的发展%光谱分析技术在医学领域的
应用越来越广泛(!D@) & 拉曼光谱与物质的分子成分或者
转动模式相关%用不同频率的入射光照射同一物质时%其
拉曼频率的改变量相同%因此拉曼光谱可以用于确定物
质分子水平的化学结构%进而对待测物质进行定性$定量
的分析%由于水的拉曼信息极其微弱%因此拉曼光谱技术
可不受人体组织中水的干扰%适合进行在体成分检测%通
过选择合理的数据处理和寻峰算法%可以实现对特征物
质的拉曼峰的识别(?) & 目前%拉曼检测已逐渐进入医学
诊断领域%林学亮等(K)将表面增强拉曼",/0315+D+*(1*5+G
0181* ,5166+0)*Q% 4cE4#应用于鼻咽癌的唾液检查中%获
得了较好的灵敏度和特异性结果’刘燕玲等(O)将 4cE4
用于诊断肠胃癌和结直肠癌的临床诊断中%使用银溶胶
作为增强基底%利用共聚焦显微拉曼光谱仪%证明拉曼光
谱有应用于胃癌诊断的临床应用能力’S/ 等(&)将增强显
微拉曼用于前列腺癌的诊断中%实现了前列腺癌的快速
诊断’-+08U*等($")将手持拉曼应用于人体脑癌的检测%
检测结果的灵敏度为 &J!%特异性为 &$!& 另外%拉曼检
测在肺癌$鼻咽癌$乳腺癌等疾病检测方面均有应用($$) &
相对于传统组织病理学检查方式%拉曼检测不需要手术
切除组织%无需对组织进行预处理%检测速度快%可以实
现无创在体实时检测($%) %为口腔癌的检测提供了新思

路& 41(/等($J)通过对低波数拉曼光谱进行分类%分类准
确率约为 KO!’闫冰等($!)将血清 4cE4 光谱应用于口腔
鳞状细胞癌患者临床分期的研究%通过分析低波数拉曼
光谱%对光谱数据进行分类%总体准确率达到 O"!以上%
但该方法需要提前制备血清样本%时效性较差’N.2+
等($@)使用共聚焦显微拉曼光谱对犬类口腔癌组织和正
常组织进行检测%准确率约 &?!%共聚焦显微镜体积较
大%需要提前制备组织切片%不能充分满足术中快速获取
癌组织边界的需求&

由于拉曼光谱指纹区域"O""_$ O"" 58l$#包含了大
量组织生物化学信息%如核酸$蛋白质$脂类$葡萄糖和其
他碳水化合物的许多振动频率属于该区域($?) %因此目前
拉曼光谱在生化领域的应用主要集中在指纹区域%但是
指纹区域存在强烈的荧光背景%同时%二氧化硅材质的光
纤作为激光传输介质%其拉曼信号位于低波数区域%荧光
背景和光纤激发的拉曼信号会对微弱的组织拉曼信号造
成干扰%增加后续数据处理和信号分析的复杂程度& 高
波数拉曼光谱与指纹区域拉曼光谱相比%同样包含组织
的生化特征%高波数拉曼光谱具有更强的拉曼信号%减少
了荧光背景和光纤拉曼信号的影响%减少了后续信号处
理的复杂程度%缩短了数据分析时间& 核酸在生物代谢
中具有重要作用%与细胞分裂和细胞生长密切相关%细胞
生长旺盛时核酸含量增加%口腔癌组织生长快%分裂时间
短%因此口腔癌组织中核酸含量更丰富& 口腔癌组织中
的蛋白质$核酸和氨基酸含量增加%导致光谱中D>N$D’N
和D’N% 等对应的拉曼峰强度高于正常组织

($K) & 主成分
分析是一种常见的用于光谱信息分析的方法%通过分析
光谱变量之间相关性%将原有变量进行重构%保留较少的
变量%实现原有数据的降维%减少数据处理的运算量%提
高光谱分析速度& 线性判别分析通过计算组间差异和组
内差异%对降维后的口腔组织光谱数据进行分类%区分正
常组织和口腔癌组织&

本文针对目前拉曼光谱口腔癌检测中存在的问题%
提出了一种基于高波数光纤拉曼光谱的口腔癌检测方
法%使用便携拉曼系统采集癌组织光谱数据并进行处理
分析& 在实验中%采集了 $@位患者的正常组织和癌组织
拉曼光谱共 @& 组%对测得的光谱进行了归一化处理%然
后利用主成分l线性判别分析 " R0)*5)R125.8R.*+*6,
1*12U,),D2)*+10G),50)8)*1*61*12U,),% ’̂DS<P#算法进行统
计分析&
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:9原理与算法

:=:9光纤拉曼检测原理

拉曼光谱是一种散射光谱%当入射光照射到样品上
时%绝大部分可以透过%大约有 ":$�的入射光与样品分
子之间发生碰撞时非弹性碰撞%产生能量交换& 如图 $
所示%拉曼散射包括斯托克斯散射和反斯托克斯散射%由
于斯托克斯散射的强度高于反斯托克斯散射%在本文采
用斯托克斯散射光谱($O) &

图 $#拉曼散射能级
I)Q=$#E181* ,5166+0)*Q+*+0QU2+F+2

在口腔癌检测方面%即使口腔癌病变组织中的细胞
尚未发生显微镜下可见的形态学改变之前%由于细胞增
殖$分化或恶变以及一些活性因子的分泌等都会引起组
织中<;P$E;P$蛋白质和脂类的结构成分和含量的改
变%这些物质对应的分子成分和含量的改变%导致组织拉
曼光谱波形出现差异%实现对正常组织和口腔癌组织的
区分%拉曼光谱检测具有传统病理学诊断不具备的
优势($&) &

口腔癌发病与核酸和蛋白质含量变化有十分紧密的
关系%其拉曼峰主要来源于’D’$’D;$’y’$’y;和D;N%
等分子的运动($O) & 根据不同的碱基堆积$碱基配对和配
体结合情况%这些拉曼峰会出现很大的强度变化%由于基
团取向或对象的不同%峰频也会发生偏移& 蛋白质的大
多数拉曼峰归属于氨基酸的侧链振动%由于侧链的不同
性质%可以用于研究蛋白质成分的变化& 与指纹区拉曼
光谱相比%高波数区拉曼光谱表征组织中成分种类和浓
度的变化%同时减少背景荧光和光纤本身拉曼信号的干
扰%在本文中采用高波数拉曼光谱区分正常组织和口腔
癌组织&

:=;9KD4NEF4算法

为评估实验获取的拉曼光谱对正常组织和口腔癌组
织的特异性区分能力%对整个数据集"@& 个平均光谱#进
行线性判别分析以鉴定不同种类光谱之间的最大区分方

向& 由于获取的光谱数量与数据维度相比较小%线性判
别分析具有过度拟合的趋势%因此%使用主成分分析提取
光谱数据主成分后%再进行线性判别分析&

主成分分析" R0)*5)R125.8R.*+*6,1*12U,),% ’̂P#将
原有变量在新的数据空间重新组合成一组新的相互无关
的几个综合变量%在不影响原有变量信息的情况下根据
实际需提取较少的综合变量%选取数据集内对方差影响
最大的特征%通过保留低阶主成分%忽略高阶成分实现数
据简化%实现数据的降维处理& 原有高维数据降维后%可
以减少随机因素的干扰%避免维数过高导致的数据过拟
合%降低数据分析的复杂度&

原始指标数据的标准化采集 1维随机向量 ! ?
"@$%@%%*%@1#

L%+个样品 !,?"@,$%@,%%*%@,1#
L%,?$%%%

*%+%构造样本矩阵进行标准化变换&
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解样本相关矩阵’的特征方程b’>&I1b?"得1个
特征根%确定主成分& 按照每个主成分的方差贡献率确
定主成分的权数%对主成分进行加权求和%得到最终
评价&

线性判别分析"2)*+10G),50)8)*1*61*12U,),% S<P#是
一种用来实现两个或者多个对象特征分类方法%基于特
征值与特性向量实现降维处理%将数据投影到不同分类%
基于最大类间方差与最小类内方差%减少分类内部之间
差异%扩大不同分类之间差异%将经过主成分分析降维处
理的数据进行线性判别分析%实现对 ’̂P重构光谱数据
的二分类&

;9实验系统与试样

;=:9光纤拉曼检测系统

本文中设计的系统光路如图 % 所示%KO@ *8激光器
发出的光束通过光纤直接照射组织样本%后向拉曼散射
信号被收集光纤收集后%通过两片长通滤光片耦合进光
谱仪中进行探测%被电荷耦合元件 "5(10Q+D5./R2+G
G+F)5+% ’’<#接收&

该系统中激光器"I’D<DKO@%中国长春新产业光电技
术有限公司#为具有高效率和小型化特点的半导体激光
器%发出窄带激光"波长 KO@:"?% *8%最大输出功率位
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图 %#仪器光路系统
I)Q=%#7*,60/8+*6.R6)512R16( ,U,6+8

J"" 8V%光谱线宽p":$ *8#%该波长的激光具有低吸收$
深穿透$较低荧光和合理的量子效率的特点%被广泛应用
于生物和化学领域’激光出射后耦合进激发光纤"纤芯直
径 $"@ !8%包层直径 $%@ !8#%照射组织样本& 拉曼信
号被环绕激发光纤环形布置的 ? 根收集光纤束"纤芯直
径 @" !8%包层直径 $%@ !8#收集%经两块长通滤波器
"I>IT4AT型号%LN>ESPM4公司#滤除干扰光信号后%
进入光谱仪"7"KO@TT"J@"TI型号%>5+1* 公司#进行分
光%光谱仪将不同波长的光分散开并将它们成像于像平
面的不同位置上%在像平面上装有’’<可以同时测得不
同波长的光束的强度%光谱仪波数测量范围为 " _
! """ 58l$%分辨率 ? 58l$%散射光由 ’’<探测器接收%
将光信号转换成电信号传输到上位机%在上位机进行光
谱显示及处理&

实验中采集的组织样本均为手术切取的癌组织和癌
旁正常组织%尽量保证每块组织不小于 @ 88]@88]
@ 88%但由于患者自身条件和癌症发生位置不同%组织
大小不完全相同%根据实际条件确定测量点数量& 样本
组织运输过程中使用内部温度低于lO"n的液氮罐冷冻
转运%可以保证组织成分在较长时间内不发生改变& 光
谱测量前在室温环境下使组织自然解冻%完成后进行光
谱测量&

使用如图 J 所示光纤拉曼设备采集组织高波数光
谱%光谱测量范围 % !"" _! """ 58l$%激发光功率为
$"" 8V%激光光斑直径为 $ 88& 组织上的每个位点累
计测量 J"次%每次 %" ,%以保证获取到拉曼信号%通过取
光谱平均值%降低环境噪声对结果的影响%提高信噪比&
对于标准大小样本%每块组织在不同位点测量 J 次%然后
取平均光谱%所有谱线都在相同条件下测量&

;=;9实验组织样本

本实验中的组织样本来自北京协和医院%共采集
$@位患者癌组织和正常组织标本%其中男性 $" 例%女性
@例%年龄 @%_K&岁%最大者 K&岁%最小者 @% 岁%中位年
龄 ?@岁%如表 $所示&

图 J#实验系统实物
I)Q=J#cYR+0)8+*6,U,6+8R(.6.

表 :9患者临床信息
>#30(:9>-(*0&$&*#0&$.+2,#%&+$+.%-(/#%&($%

性别 癌组织提供者 正常组织提供者

男 K O

女 % J

##石蜡切片苏木素D伊红染色是病理诊断的+金标准,%
切片之前需要对组织进行固定$脱水和包埋等处理%然后
使用切片机切取厚度为 @" !8的病变组织%使用苏木素D
伊红染色%在显微镜下观察样本的组织结构和细胞形态%
明确样本是否癌变及癌变程度&

口腔癌变组织切片如图 !所示%与正常组织相比%口
腔癌组织的切片没有明显的分层%增殖的上皮侵入结缔
组织内%形成许多互相连接的癌巢&

图 !#患者癌组织病理切片
I)Q=!#L(+51*5+06),,/+R16(.2.Q)512,+56).* .36(+R16)+*6

<9实验分析与讨论

<=:9光纤拉曼检测数据预处理与光谱分析

为了去除拉曼谱线背景噪声%采用五阶多项式拟合



$$!## 仪#器#仪#表#学#报 第 ! " 卷

背景曲线后从原始谱线中扣除%同时去除宇宙射线背景
和高频噪声%为了便于比较不同样品光谱形状和谱峰的
相对强度%对曲线下的光谱面积进行归一化处理%通过归
一化处理%消除由于探针高度$组织表面角度和患者个体
差异造成的光谱光强差& 光谱的平滑采用 41F)6ZCUDa.21U
算法%基线修正采用 91*5./F+0算法%在时域内基于局域
多项式最小二乘法拟合的滤波方法%在滤除噪声的同时
可以确保信号的形状$宽度不变&

口腔癌组织病理表现为蛋白质$脂质$核酸$氨基酸$
碳水化合物等分子含量变化%其中蛋白质$核酸和氨基酸
含量尤为突出%也有研究表明%<;P$蛋白质和脂质含量
随恶性肿瘤发生而增加&

正常组织和癌组织的平均谱图如图 @ 所示& 在健康
皮肤与肿瘤皮肤的谱中%拉曼峰的主要区别在于波数为
% KO"$% O&"$% &J?$J $O"$J %O@$J J""$J ?@" 58l$%详细
的谱峰归属如表 %所示& 口腔癌组织和正常组织平均拉
曼光谱在 % KO"$% O&"和 % &J? 58l$处肿瘤组织拉曼光谱
强度高于健康皮肤%在 J $O"$J J"" 和 J ?@" 58l$弱于健
康组织& 高波数区域"% O""_J ?"" 58l$#基于;DN$>DN
和’DN等化学键振动& 测量的癌组织与正常组织拉曼
光谱的峰值在 % &J$ 58l$处差异十分明显%表明蛋白质及
脂类成分及浓度有较大差异%其余波数区谱峰则代表氨
基酸$蛋核酸$胶原等发生变化&

图 @#口腔癌组织和正常组织平均拉曼光谱
I)Q=@#L(+8+1* E181* ,R+5601.36(+.01251*5+0

6),,/+,1*G *.08126),,/+,

<=;9基于KD4NEF4算法的统计分析

为了验证高波数拉曼光谱区分口腔癌组织和正常组
织的能力%对光谱进行基于 ’̂P和S<P组合的联合统计
学分析&

利用 ’̂P算法对光谱数据进行降维处理%选择最具
有显著性差异的主成分%衡量主成分显著性的指标包括
特征根和主成分的方差贡献率%特征根代表各阶主成分

### 表 ;9拉曼谱峰的振动模式与谱峰归属
>#30(;9>-(’&32#%&+$,+)(#$)/(#Y#11&?$,($%+.%-(

G#,#$1/(*%2",/(#Y1

峰值"58l$# 峰值归属

% KO" ’DN伸缩振动

% O&" ’N% 变形

% &J? ’N% 的不对称拉伸

J $O" >N约束

J %O@ ;N% 的不对称拉伸

J J"" ’DN伸缩振动

J ?@" >DN伸缩振动

对原始数据影响力度的大小%引入的主成分经过原有数
据的重构%具有相似信息的原始变量合并%通常主成分的
特征根应大于 $%表示重构的主成分对结果的影响高于
原有变量& 表 J 所示为高波数光纤拉曼光谱经过 ’̂P
分析的特征值%前 $$阶主成分特征值均大于 $%将对应的
主成分重构光谱数据& 前 $$ 位主成分的累计方差为
&@:$K%!%表明前 $$位主成分包含了原始数据的大部分
信息%使用前 $$维主成分重构光谱对原有光谱进行降维
处理&

表 <9数据初始特征值
>#30(<9F#%# &$&%&#0(&?($’#0"(

成分 合计 方差百分比A! 总计A!

$ %O?:?$! @@:@!@ @@:@!@

% O&:@"O $K:J!K K%:O&%

J @":KO$ &:O!$ O%:KJJ

! %@:%KJ !:O&O OK:?J$

@ $%:J?O %:J&K &":"%O

? O:%K@ $:?"! &$:?J%

K @:J?@ $:"!" &%:?K$

O J:&K" ":K?& &J:!!$

& J:@"" ":?KO &!:$$&

$" %:O!% ":@@$ &!:?K"

$$ %:@O& ":@"% &@:$K%

##各阶主成分的方差贡献率表明主成分的方差在总样
本方差中的比重% ’̂$ _̂ ’$$ 的累计方差贡献率超过
&@!%表明全 $$阶主成分提取了主成分中 &@!的主要信
息%在保证数据不失真的前提下减少了变量数量%便于后
续的S<P分析& 如图 ?所示% ’̂$$ ’̂%和 ’̂J的方差贡
献率较高%对原始数据的解释力度较大& 结合波数分析%
’̂$主要解释波数 J $""_! """ 58l$的光谱数据% ’̂%解
释的光谱在 % @@"_% &"" 58l$范围内% ’̂J 对 % %"" _
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图 ?#前 $$阶主成分方差累计
I)Q=?#L(+3)0,6$$ .0G+0R0)*5)R125.8R.*+*6F10)1*5+

155/8/216).*

% @@" 58l$波数的拉曼光谱解释力度较大& ’̂! _̂ ’$$
的主成分方差贡献率较小%但可能包含一些有助于光谱
识别的信息%如果丢弃可能导致判别信息的丢失&

碎石图用于降序显示与因子关联的特征值及分量
或因子的数量%用于主成分分析中%可以直观地评估分
量在主成分分析后重构数据变异中的作用%如图 K 所
示%主成分在第 ? 点区域平缓& 对 ’̂P的分类准确性
进行分析%提取的主成分由 $ 增加到 ? 时%解释的分类
准确度得到了极大改善%继续增加主成分数量%将主成
分数量增加到 $$ 个%并不会对分类准确度有影响& 结
合碎石图和 ’̂P分类准确性分析%选择 ’̂$ _̂ ’? 用
于 S<P分析&

图 K#主成分分析碎石图和分类准确度折线
I)Q=K# 0̂)*5)R125.8R.*+*61*12U,),,50++R2.61*G

521,,)3)516).* 155/015U2)*+5(106

表 !所示为 ’̂PDS<P分类的结果%将拉曼光谱分析
结果与病理组织分析结果对比%正常组织拉曼光谱全部
%O组光谱被正确分类%识别准确率为 $""!& 对于口腔

癌组织 %组光谱被错误归类为正常组织%其余 %& 组口腔
癌拉曼光谱被正确识别%口腔癌拉曼光谱正常组织准确
率 &J:J!& ’̂PDS<P算法总准确率为 &?:?!&

表 C9KD4NEF4分类结果
>#30(C9>-(*0#11&.&*#%&+$2(1"0%+.KD4NEF4

类别 实际正常组织 实际口腔癌组织

正常组织拉曼光谱分类结果 %O "

口腔癌组织拉曼光谱分类结果 % %&

准确性A! &J:J $""

##典则判别结果显示线性判别分析结果%通过 S<P判
别函数可以计算光谱的判别分数%判别分数代表算法判
别的程度& 图 O所示为算法分组结果%" 线为判别标准%
红色为口腔癌组织%黑色代表正常组织%对于口腔癌组织
和正常组织的拉曼光谱以 "线为界发生了比较明显的分
离& 所有的正常组织都位于 " 线下方%表示所有正常组
织都被正确的识别%J$组口腔癌组织光谱有 % 组未被正
确分类到 " 线上方& 在算法结果图中%有许多样本得分
接近 "线%可能是因为一些患者的某些组织成分发生了
改变%导致光谱判别分数区别较小&

图 O# ’̂PDS<P算法分组结果
I)Q=O#L(+Q0./R)*Q0+,/26.3̂’PDS<P12Q.0)6(8

接受者操作特性曲线"0+5+)F+0.R+016)*Q5(10156+0),6)5
5/0F+%E>’#%反映算法敏感性和特异性% ’̂PDS<P分析
后%使用留一法对 @&组数据进行验证%得到算法的E>’曲

线%如图 &所示曲线下面积为 ":OKO%置信区间大于 O@!&

<=<9方法可行性分析与讨论

使用光纤激光拉曼检测肿瘤边界%基于拉曼效应在
分子水平上检测人体正常组织和癌变组织中物质成分和
物质含量的变化& 拉曼光谱高波数区域包含脂质和蛋白
质的成分和含量信息%同时癌变组织与正常组织中部分
蛋白质和脂质成分和含量有明显区别%因此根据正常组
织和癌变组织高波数拉曼光谱差别可以区分正常组织和
癌组织&
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图 &# ’̂PDS<P算法的E>’曲线
I)Q=&#L(+E>’5/0F+.3̂’PDS<P12Q.0)6(8

采用人体安全的 KO@ *8激光光源%具有较低的荧光
效应%选用合理的滤波方式和试验方案%提高了拉曼信号
的信噪比%设计了合理的拉曼探头结构%将收集光纤环绕
激发光纤布置%控制拉曼光散射范围%提高了组织拉曼光
的收集效率%在探头后端连接集成化的滤波装置%减少了
反射激光和环境光的干扰%采用 ’̂PDS<P统计学分析方
法%进一步提取光谱中的有效信息%同时对光谱信号降维
处理%提高了数据处理的速度&

C9结99论

为减少口腔癌检测中对患者造成的痛苦%提高口腔
癌术中检测的时效性和准确率%本文提出了一种基于高
波数光纤激光拉曼的口腔癌在体检测方法%通过便携光
纤拉曼系统获取了患者正常组织和口腔癌组织的高波数
拉曼光谱%结合口腔癌组织物质成分特点对高波数区光
谱数据进行光谱分析%并利用 ’̂PDS<P算法对光谱进行
数据重构和分类%分类结果与病理切片检查结果对比表
明%使用高波数光纤激光拉曼光谱检测口腔癌的准确率
为 &?:?!%相比低波数光纤拉曼检测方法%检测准确率提
高约 ":?!%另外%采用该方法不需要制备血清样本%可以
实现癌组织的在体检测%于口腔癌组织在体诊断方面有
很好的应用前景&

本文提出的基于高波数光纤拉曼检测方法为今后实
现口腔癌组织术中实时检测奠定了基础%未来将致力于
在此方法的基础上进一步提高诊断准确率%提高系统探
测深度等方面的研究&
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