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基于双峰比值法分析自体荧光光谱识别结肠腺癌

刘秉扬 1， 白志贤 2， 刘秉云 2 （1.三明学院物理与机电工程学院， 福建 三明 365004； 2.厦门大学附属第一医院杏林分院， 福

建 厦门 361022）

摘要：目的： 分别测量了人体正常和腺癌结肠组织在 300 nm、340 nm、400 nm 和 460 nm 波长激发下的自体荧光光谱，通

过对测量的自体荧光光谱分析比较，探究临床上可以用于诊断早期结肠腺癌的最佳激发波长。 方法： ①人体离体结肠组

织 样 品 由 福 建 省 立 医 院 肿 瘤 外 科 提 供 ， 离 体 样 品 均 在 2 小 时 内 完 成 光 谱 测 量 。 ②实 验 采 用 FLS920 （Edinburgh

Instruments， UK）稳态荧光光谱系统对结肠组织进行自体荧光光谱测量。 ③实验数据利用 Origin 7.5 系统软件进行平滑

归一化，采用双峰比值法计算不同激发波长下自体荧光发射峰的荧光积分强度。 结果： 采用双峰比值法计算得到人体结

肠组织在 340 nm 波长激发下（380±20） nm 和（485±20） nm 发射峰的荧光积分强度比值存在显著差异（P<0.001），识别的

灵敏度和特异性分别为 80%和 73.3%。 结论： 结果表明 340 nm 可作为诊断结肠腺癌的最佳激发波长。 文章的初步结论

可为光诱导人体结肠组织自体荧光诊断早期结肠癌提供了一定的参考价值。
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Applying Two -peak Ratio Discriminant Analysis on Autofluorescence Spectra to Identify
Adenocarcinoma Colonic Tissues
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Abstract: Objective: To investigate the differences between normal and adenocarcinoma colonic tissues autofluorescence

spectra excitated by 300 nm、340 nm、400 nm and 460 nm，respectively. The optimal diagnosis excitation wavelength used in

early adenocarcinoma colonic tissues was obtained through the measurement of autofluorescence spectra. methods: ①All

samples of human colonic tissues in vitro were measured in two hours, which provided by the department of surgical oncology

of Fujian provincial hospital. ②A FLS920 fluorescence detection system was used to collect the emission spectra excitated by

300 nm 、340 nm 、400 nm and 460 nm，respectively. ③After smoothed and normalized by Origin 7.5 system software, the

algorithms of "two-peak ratio" were employed to distinguish normal and adenocarcinoma colonic tissues. Results: The ratio of

two peaks at （380±20） and （485±20） nm under the 340 nm excitation excited sufficient difference （P<0.001）,which the

sensitivity was 80% and specificity was 73.3% . Conclusions: The results showed that 340 nm excitation was the optimum

diagnostic wavelength. In conclusion, our results can provide a potential value in early diagnosis of human colonic tissues.
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前言

结肠癌是一种常见的消化道恶性肿瘤，其发病率
在我国仅次于胃癌和食道癌，高居消化道恶性肿瘤的

第三位，日益引起大家的关注[1，2]。 由于早期结肠癌症
状不明显，病灶位置没有明显凸起、较为平坦，结肠内
窥镜检查难以发现，因此容易被误诊或者漏诊[3]。为了
提高结肠癌的早期诊出率，亟需寻找一种先进技术以
实现对癌症患者的早期诊断。 激光诱导自体荧光技术
以其无创、实时、高灵敏度等优点成为了当前“生物医
学光学”中的重要研究领域，有望成为一种新的诊断
结肠癌的技术[4~6]。

1984 年，Alfano 等 [7]发现低功率激光可诱导结肠
粘膜组织产生自体荧光, 此后有多个研究小组开展了
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注：灵敏度为实验阳性结果与病理检查阳性结果之比；特异性为实验阴性结果与

病理检查阴性结果之比。

激发波长（nm） 判断标准 判断结果

300 灵敏度 80% (12/15)
特异性 60% (9/15)

340 灵敏度 80.0% (12/15)
特异性 73.3% (11/15)

400 灵敏度 86.7% (13/15)
特异性 60% (9/15)

460 灵敏度 53.3% (8/15)
特异性 40% (6/15)

表 1 基于双峰比值法的不同波长激发下识别结肠腺癌的评价结果

Tab.1 The evaluation results of adenocarcinoma colonic identify

excited by different wavelengths based

用激光诱导自体荧光检测肠道肿瘤的实验研究，均认
为自体荧光光谱形状和光强的改变可反映癌变组织
和细胞的新陈代谢或结构改变[8~10]。 但是目前为止癌
变组织自体荧光光谱改变的机制还未明晰，激光诱导
自体荧光光谱诊断结肠癌的方法也尚未真正实现临
床应用，激光诱导自体荧光光谱在结肠癌早期诊断中
的应用还有待于进一步的研究。

实 验 分 别 测 量 了 人 体 结 肠 组 织 在 300 nm 、
340 nm、400 nm 和 460 nm 波长激发下的自体荧光光
谱特性，采用双峰比值法计算各个激发波长下的荧光
发射光谱差异，以期寻找用于识别早起结肠腺癌的最

佳激发波长，从而为临床上采用光诱导人体组织自体
荧光诊断早起结肠癌提供识别依据。

1 材料与方法

1.1 组织样品制备

由福建省立医院肿瘤外科提供人体离体结肠组
织样品。 离体样品用生理盐水进行清洗， 2 小时内完
成对样品的光谱测量。 经光谱测量的样品用 4%的福
尔马林固定，HE 染色后由病理科医生做病理分析，病
例分析结果为：结肠腺癌 15 例，正常结肠组织 15 例。
1.2 实验仪器

采 用 FLS920 （Edinburgh Instruments， UK）稳 态
荧光光谱系统对结肠组织自体荧光光谱进行测量。 激
发 和 发 射 单 色 仪 的 狭 缝 宽 度 分 别 为 3 . 0 nm 和

2 . 0 nm。 选用氙灯作为激发光源，激发波长设定分别
为 300 nm、340 nm、400 nm和 460 nm， 采集的发射光
谱波长范围为 350 nm~800 nm。 扫描步长为 5 nm。
1.3 数据算法

实验数据利用 Origin 7.5 系统软件进行平滑归一
化，对发射谱选取双峰值位置的荧光积分强度进行比
值计算。

2 结果与讨论

2.1 离体人体正常和结肠腺癌组织自体荧光光谱特征

离体人体正常和结肠腺癌组织激发在激发波长
分别为 300 nm、340 nm、400 nm和 460 nm 激发下的
自体荧光发射光谱，以 340 nm 激发波长为例，如图 1
所示。 由图可知，在 340 nm 波长激发下人体正常与腺
癌结肠组织在 380 nm、485 nm和 625 nm 附近均出现
峰值， 且正常与腺癌的相对荧光强度存在显著差异。
实验结果显示，人体正常和腺癌结肠组织在 300 nm、
400 nm 和 460 nm 波长激发下均出现双峰，双峰分别
位 于 380 nm 和 485 nm ，500 nm 和 625 nm 以 及

525 nm 和 635 nm。
为了对人体正常和腺癌结肠组织在 300 nm、340

nm、400 nm 和 460 nm 激发波长下的荧光发射光谱特
性的差异性进行统计分析，对获取的各组自体荧光发
射光谱进行平均归一化处理，如图 2 所示。

由图 2 可知，人体正常组织和腺癌结肠组织位于

380 nm 与 485 nm 的荧光峰的相对强度存在较为显
著的差异， 腺癌组织 480 nm 波长处的荧光强度减小
更为显著； 分析其他激发波长的自体荧光发射光谱，
可知激发波长为 400 nm 时， 人体正常组织和腺癌结
肠组织位于 500 nm 和 635 nm 的荧光峰的相对强度
存在较为显著的差异， 腺癌组织 500 nm 波长处的相
对荧光强度更小； 激发波长为 460 nm 时人体正常组
织和结肠腺癌组织位于 520 nm 和 635 nm 波长处的
相对荧光强度差异性不明显。
2.2 双峰比值法识别结肠腺癌

采用双峰比值法分别计算人体正常和腺癌结肠
组织在 300 nm、340 nm、400 nm和 460 nm 波长激发
下存在的典型发射峰的荧光积分强度比值，积分宽度
为 20 nm，结果如图 3（a-d）所示：

以 340 nm 发射波长为例，实验选取（380±20）和
（485±20） nm 处 的 荧 光 发 射 峰 ， 计 算 双 峰 比 值

I380±20/I485±20，结果如图 3-b 所示，判别结果显示，人体正

常和腺癌结肠组织在 300 nm、340 nm、400 nm 激发下

Fig.1 Emission spectra of human normal and adenocarcinoma

colonic tissues excited by 340 nm

图 1 人体正常和腺癌结肠组织在 340 nm 波长下的荧光发射光谱
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Fig2-1 Normalized mean spectra of human colonic tissues excited by 300 nm (a) normal; (b) adenocarcinoma

图 2-2 人体结肠组织平均归一化光谱 340 nm（a）正常组织；（b）腺癌组织

Fig.2-2 Normalized mean spectra of human colonic tissues excited by 340 nm (a) normal; (b) adenocarcinoma

的荧光发射峰的典型双峰比值均存在显著差异。 采用
双峰比值法计算得到的 4 组激发波长下识别人体正
常和腺癌组织的灵敏度和特异性，如表 1 所示。 比较

4 组不同激发波长得到的评价结果可知，采用 340 nm
作 为 激 发 波 长 得 到 的 识 别 灵 敏 度 和 特 异 性 分 别 为

80%和 73.3%， 与其他激发波长相比更优， 所以 340
nm 可以作为诊断结肠腺癌的最佳激发波长。

有文献报道人体组织在 380 nm 和 485 nm 的荧

光发射峰主要是由人体内主要的内源性荧光标记物
胶 原 蛋 白 （Collagen） 和 烟 酰 胺 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸
（NADH）产生[11~12]。 实验采用 340 nm 激发得到人体正
常和腺癌结肠组织在 380 nm 和 485 nm 的相对荧光
积分强度存在显著差异，说明人体正常和腺癌结肠组
织内胶原蛋白 （Collagen） 和烟酰胺腺嘌呤二核苷酸
（NADH） 这两种内源性荧光分子的相对含量存在差
异，结果提示这个指标有望用来识别正常与癌变结肠

Fig.2-3 Normalized mean spectra of human colonic tissues excited by 400 nm (a) normal; (b) adenocarcinoma

图 2-1 人体结肠组织平均归一化光谱 300 nm（a）正常组织；（b）腺癌组织

图 2-3 人体结肠组织平均归一化光谱 400 nm（a）正常组织；（b）腺癌组织
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Fig.3 The two-peak ratio values four different excitation wavelengths: (a）I(485±20)/I(380±20)n；（b）I(380±20)/I(485±20)nm；

（c）I(500±20)/I(635±20)nm；（d）I(520±20)/I(635±20)nm

图 3 不同激发波长下荧光发射峰的的强度比值：(a）I(485±20)/I(380±20)n；（b）I(380±20)/I(485±20)nm；（c）I(500±20)/I(635±20)nm；

（d）I(520±20)/I(635±20)nm

组织。

4 结论

荧光光谱技术以其无损、快捷、可实现实时在体
检测等优势，已经广泛应用于医学诊断领域，成为当
今生物医学光学领域的一门热门课题。 国内外很多研
究小组已经对光诱导自体荧光技术在早期结肠癌诊
断方面进行了深入研究和临床探索，但如何确定最佳
的诊断参数仍然是棘手的难题。 文章采用双峰比值法
比较分析人体结肠组织在 300 nm、340 nm、400 nm和

460 nm 波长激发下的自体荧光光谱特性， 得到 340
nm 可作为诊断结肠腺癌的最佳激发波长。 文章的初
步结论可为光诱导人体结肠组织自体荧光诊断早期
结肠癌提供了有意义的参考依据。
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实验中，我们以目标 BIS 值 50 为控制目标，观察
其控制过程是否能实现指令和数据的传输、输注速率
的正确计算和输注泵的控制，其麻醉深度控制系统界
面信息如图 10 所示：

实验过程中可以显示病人的相关信息和医生的
操作指令，系统较平稳，能进行麻醉深度的自动控制。
由于靶控输注系统的稳定性和可靠性直接影响到临
床手术的质量， 因此在真正应用于实际过程之前，还
需完善模型参数和控制策略，把各种可能出现的结果
和对策作全面细致的研究和探索。
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