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基于显微共焦拉曼技术对胃癌血清样本诊断的应用研究!
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摘
#

要"目的
#

探讨显微共焦拉曼光谱技术在胃癌"

\M

%诊断中的应用价值&方法
#

本研究一共入组
!!!

份血清样本!其中
/'

例经病理学确诊的
\M

患者!

//

例胃良性病患者!

$%

例体检健康者的血清$利用
e

J

G:8)

*OaU

型全自动显微共焦拉曼系统分析不同血清拉曼光谱的特征!采用主成分分析"

*M)

%'正交偏最小二乘法

判别分析"

Z*OU7X)

%'分层聚类分析"

YM)

%等方法进行统计学处理&结果
#

受试样本可以检测到重复性较好

的
'

个峰!分别于
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位移处!且平均拉曼光谱峰值的强弱

存在差异&利用
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统计方法得到该模型的
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结果显示聚类
\M

'胃部良性病'健康者的

正确率分别为
1&#/&V

'

'&#''V

'
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&结论
#

基于显微共焦拉曼技术联合
Z*OU7X)

统计方法!对
\M

'胃良

性病及健康人的血清样本可做鉴别区分!该技术有望成为
\M

辅助诊断的新方法&
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##

胃癌$

\M

%是人类常见的恶性肿瘤(居世界肿瘤

发病率的第
9

位$

9#&V

%(病死率的第
/

位$

'#"V

%(

严重威胁人类健康'胃癌的发病和病死率在不同国

家或地区有很大差异(根据我国肿瘤登记中心$中国

医学科学院肿瘤医院%公开数据表明(我国胃癌发病

例数仅次于肺癌(位列第
"

(病死率位列第
/

$仅次于

肺癌+肝癌%(

9

年总体生存率仅为
"/#2V

)

!7/

*

'胃癌

的诊断手段主要包括病理和影像学检查(用于其定

性+定位和分期诊断'内镜活检组织病理学诊断是胃

癌确诊和治疗的依据)

$

*

(但其仍存在一定的局限性(

包括经济花销+设备要求+取材$量少(范围局限%+病

理读片受主观影响大等问题(且属于有创操作'因

此(寻找快捷+简便+精准的胃癌诊断方法具有重要

意义'

光谱技术的出现为胃癌的早期诊断提供了新的+

可能的方法'拉曼光谱是以印度物理学家拉曼命名

的散射光谱'利用不同物质对入射光产生频率不同

的非弹性散射现象原理(可以反映样本所含物质的种

类和含量的差异)

9

*

'人类的血清成分复杂(但都有蛋

白+多肽+脂肪+碳水化合物等(这些物质有其特征的

光谱图形'有学者在肿瘤方面如肺癌+卵巢癌+结直

肠癌等进行了研究(证明了肿瘤患者与对照组的血清

拉曼光谱存在差异)

27'

*

'刘燕玲)

1

*

(冯尚源等)

!%

*先后

对胃癌血清样本进行了检测(但都采用了
UT8U

的方

式'目前(较少有研究采用无标记无增强+直接检测

的方法(同时对胃癌+胃部良性疾病$主要指需要与胃

癌相鉴别诊断的胃部良性疾病%+健康者的血清样本

进行诊断区分'本研究着眼于上述
/

组样本的光谱

探测及多元变量统计分析(比对
/

组样本光谱间的差

异(为显微拉曼技术实现快速诊断胃癌提供实验基

础(探讨其在胃癌诊断中的应用价值'

A

#

资料与方法

A#A

#

一般资料

A#A#A

#

纳入及排除标准
#

$

!

%

\M

患者!

,

经组织病

理学首次确诊为胃癌的患者&

-

样本采集前患者未进

行任何治疗$如!放+化疗(生物治疗等%&

.

无合并全

身其他系统肿瘤&

/

无其他胃肠道疾病&

0

无心+肝+

肾等其他器官功能障碍&$

"

%胃部良性病患者!

,

胃息

肉+胃溃疡+慢性萎缩性胃炎等经胃镜病理确诊&

-

无

恶性肿瘤病史&

.

无心+肝+肾等其他器官功能障碍

者&$

/

%体检健康者!

,

无恶性肿瘤病史&

-

无心+肝+

肾等其他器官功能障碍者'本研究符合人体试验伦

理学标准(获得医院伦理委员会的批准'所有受试者

均签署知情同意书'

A#A#B

#

基本信息
#

收集
"%!2

年
!%

月至
"%!'

年
!%

月在中山大学附属佛山市第一人民医院$下称本院%

就诊的经病理学检查确诊的
\M

患者共
/'

例(男
""

例(女
!2

例(平均$

2!#$&[!#$1

%岁(其中高分化腺癌

男
!

例+女
%

例(中分化腺癌男
9

例+女
!

例(低分化腺

癌男
!%

例+女
!$

例(印戒细胞癌男
!

例+女
%

例(未记

录男
9

例+女
!

例&胃部良性病患者
//

例男
"!

例+女

!"

例(平均$

2%#9'["#""

%岁(其中慢性萎缩性胃炎男

!%

例+女
'

例(胃息肉男
1

例+女
$

例(胃溃疡男
"

例+

女
%

例&体检健康者
$%

例(男
"!

例+女
!1

例(平均

$

91#1&[/#%!

%岁'各组年龄和性别构成比差异无统

计学意义'营养状态方面(入组时均选择本院病案系

统中记录为.良好/或.中等/者'

A#B

#

仪器与设备
#

采用
e

J

G:8)*OaU

型全自动显

微共焦拉曼系统$法国
YZ8-.)

公司%'

A#B#A

#

显微拉曼光谱仪工作原理
#

由激光器发出高

偏振光(通过滤光片滤去杂光(然后照在样本上(散射

光由会聚镜收集(通过透镜聚焦到单色器入射狭缝

处(色散后的单色光聚焦到光电倍增管(再经过锁定

放大器等放大+处理+记录(最终得到样品的拉曼光

谱图'

A#B#B

#

实验仪器参数设置
#

激发光源波长为
9/"

6C

(功率为
99CQ

(入射+出射狭缝宽度为
%#"CC

'

选用
!%%

倍物镜(

"9V

的激光功率(积分时间
/%5

(取

谱区间为
'%%

"

/"%%

"

AC

'检测前采用硅片$可见

9"%

"

AC

处振动峰%对仪器进行较准'

A#C

#

方法

A#C#A

#

样本采集和处理
#

所有入组者取
/CO

空腹

静脉血(不加抗凝剂(离心
/9%%B

"

C46

(离心
!%C46

后取上清
%#9CO

于冻存管中(

b'%c

保存待测'当

收集完成所有样本后(将其从
b'%c

冰箱一并取出(

室温下自然解冻(每个样本取
"#9

$

O

在透明玻片上

点样(在室温
"9c

下自然晾干后上机检测'每个样

品检测不同位置的
/

条光谱(实验均在暗室中由同一

人操作完成'

A#C#B

#

光谱数据处理与统计学处理
#

使用仪器配套

软件
ODIU

J

?A2

对采集的谱线进行基线校正+去荧光+

降噪等处理(以获得较为理想的血清拉曼光谱信号'

在
'%%

"

/"%%

"

AC

范围对每条谱线进行归一化处理(

最后将同一样本不同位置的
/

条光谱取平均值纳入

分析'使用
U-PM)7*

多元变量统计分析软件(对得

到的光谱数据进行主成分分析$

*M)

%(及正交偏最小

二乘判别分析$

Z*OU7X)

%'

B

#

结
##

果

B#A

#

/

组血清样本的拉曼光谱及其归属
#

该试验使

用显微共焦拉曼光谱仪检测
/

组血清样本获得的拉

#

2$%!
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曼光谱$平均值%如图
!

+

"

所示(可以检测到重复性较

好的
'

个峰(分别于
!%%/

+

!!99

+

!$$2

+

!9!&

+

!299

+

"'&/

+

"1/"

+

/%91

"

AC

位移处(查阅文献)

!!

*暂定归

属如表
"

'健康者和良性病组在
'%%

"

!'%%

"

AC

之间

具有相对较强的
M7M

呼吸环对称伸缩+

M0Z

伸缩振

动以及较多的含有糖苷扭转角+酰胺
1

+酰胺
) %

7

螺

旋等结构(而肿瘤组相对较弱&

"$%%

"

/"%%

"

AC

之间

峰强则大致相等'分析可知(

/

组之间的差异主要为

以糖苷键变化为代表的核酸(以酰胺
) %

7

螺旋+酰胺

1

为代表的氨基酸+蛋白质(以及发生了
M0Z

伸缩

振动变化的脂质'

##

注!横坐标为拉曼位移(纵坐标为光谱强度'红色代表胃癌组所有

样本的平均值(绿色代表胃良性病所有样本的平均值(蓝色代表健康组

所有样本的平均值$彩图见电子版%

图
!

##

未经归一化处理的原始数据

##

注!横坐标为拉曼位移(纵坐标为光谱强度'红色代表胃癌组所有

样本的平均值(绿色代表胃良性病所有样本的平均值(蓝色代表健康组

所有样本的平均值$彩图见电子版%

图
"

##

归一化后血清拉曼光谱图

B#B

#

多元变量统计分析
#

为了进一步探索
/

组之间

的差异(本文采用了多元统计分析的方法(如
*M)

+

Z*OU7X)

'经无监督二维
*M)

统计分析结果显示

$图
/

%(该模型显示第一主成分$

*M!

%

0%#$1"

(第二

主成分$

*M"

%

0%#"92

(健康组与肿瘤组+良性病组之

间得到了很好的区分(但肿瘤组与良性病组在二维平

面的投射点存在部分交叉'继而采用有监督的模式

识别方法(即
Z*OU7X)

对
/

组样本再次进行分析'

与无监督
*M)

相比(

Z*OU7X)

能够将组间差异放

大(并得到更好的分类效果'

Z*OU7X)

分析结果显

示$图
$

%(

/

组之间的分离较明显(其中预测主成分与

正交主成分对
.

变量的累计解释度
8

"

.

$

A<C

%

0

%#1''

(对
4

变量的累计解释度
8

"

4

$

A<C

%

0%#&$1

(

模型的可预测性
f

$

A<C

%

0%#2$"

'

Z*OU7X)

置换检

验$图
9

%说明模型可靠(没有出现过度拟合现象'

表
"

##

拉曼光谱峰位的暂定归属

拉曼位移$

AC

% 化学基团及振动模式 物质归属

!%%/ M7M

呼吸环对称伸缩 苯丙氨酸+蛋白质

!!99 M0Z

伸缩振动 脂质

!$$2

糖苷扭转角 核酸

!9!&

酰胺
1

氨基酸

!299

酰胺
)%

7

螺旋 蛋白质

"'&/ M7Y

伸缩振动 氨基酸"氨基酸卤化物+蛋白质

"1/" M7Y

伸缩振动 氨基酸"氨基酸卤化物+蛋白质

/%91 RY/h

非对称拉伸 氨基酸

图
/

##

二维
*M)

结果

图
$

##

Z*OU7X)

模型结果

图
9

##

Z*OU7X)

模型置换检验结果

##

为了进一步评估
Z*OU7X)

模型的性能(笔者绘

制了
8ZM

曲线$图
2

%(肿瘤组+良性病组+健康者组的

)aM

分别为
%#112

+

%#111

+

%#11&

'

B#C

#

聚类分析
#

YM)

是根据研究对象特征对研究

对象进行分类的一种方法(把性质相近的个体归为一

类(使同一类中的个体都具有高度的同质性(不同类

之间的个体具有高度的异质性'在上述
Z*OU7X)

模

式下进行
YM)

(结果见图
&

(经计算(纳入
YM)

的样

本中$

!%1

例%(聚类胃癌+胃部良性病+健康者的正确

#

&$%!

#

国际检验医学杂志
"%!1

年
9

月第
$%

卷第
1

期
#

-6;NODIP?(

!

PD

=

"%!1

!

Q:G#$%

!

R:#1



率分别为
1&#/&V

+

'&#''V

+

!%%V

(聚类效果较好'

##

注!胃癌$蓝%+胃部良性病$红%+体检健康者$黄%

/

组受试样本进

行
Z*OU7X)

后的
8ZM

曲线(对应的
)aM

值分别为
%#112

+

%#111

+

%#11&

$彩图见电子版%

图
2

##

基于
Z*OU7X)

模型的
8ZM

曲线

图
&

##

聚类分析结果

C

#

讨
##

论

##

显微共焦拉曼技术是将共聚焦光学显微技术与

拉曼光谱技术结合起来(通过显微观察对待测样本进

行预先的分析+质控'该试验选用的
e

J

G:8)*OaU

型拉曼光谱仪就是基于上述原理的检测平台(其优点

在于可以有效防止杂质信号产生的背景噪声干扰从

而降低背景信号的强度(通过显微镜选择操作者所感

兴趣样本的任意部位(通过共聚焦系统调节聚焦深

度(实现对不同深度的物质结构的分析'血清是血液

中无形成分(为血浆去除纤维蛋白原后的物质'其基

本成分是水(溶有蛋白+核酸+糖类+脂质等生物大分

子(以及各类代谢产物'这些物质的含量或结构会在

机体疾病的发生+发展过程中产生一系列变化'然

而(构成拉曼光谱在生物大分子检测指纹区的主要物

质也正是这些在疾病中变化的核酸+蛋白质+脂质等(

这就使得临床上使用拉曼光谱技术检测血清样本实

现疾病诊断成为可能'

胃癌的早期诊断和治疗对改善患者预后(提高患

者生存率有重要意义'诊断胃癌现有的技术手段(虽

能够较好地服务临床诊疗工作(但也存在诸多问

题)

!"

*

(而今光谱技术的发展为胃癌的早期诊断提供了

新的+可能的方法'以往利用拉曼光谱诊断胃癌的研

究已有部分相关报道)

!/7!$

*

(研究者多采用胃癌组织样

本为研究对象(少部分使用血清者则多采用在样本中

混入 银 溶 胶 等 方 式 对 拉 曼 光 学 信 号 进 行 放 大

$

UT8U

%'而本文在前期条件摸索中发现(即使不用

UT8U

等方法(将血清样本直接点样于玻片上(也能够

获得重现性较好的光谱图像(这可能与显微共焦拉曼

技术的不断革新+优化有关'另外(以往的报道中(拉

曼光谱对于胃癌血清样本的检测范围多集中于指纹

区$

'%%

"

!'%%

"

AC

%(本文的研究将其拓展到高波数

区$

"'%%

"

/"%%

"

AC

%'周学谦等)

!9

*曾在该范围内对

胃癌组织样本进行检测(与本文的胃癌血清样本在

!%%/

+

"1/"

"

AC

位移处报道的峰位相同'使用本文

中所述方法可以检测到健康组和良性病组在
'%%

"

!'%%

"

AC

之间具有相对较强的
M7M

呼吸环对称伸

缩+

M0Z

伸缩振动以及较多的含有糖苷扭转角+酰胺

1

+酰胺
)%

7

螺旋等结构(而肿瘤组相对较弱(这些峰

谱分别归属于苯丙氨酸+蛋白质+脂质(说明
\M

患者血

清中的氨基酸+蛋白等较低(这可能与恶性肿瘤生长代

谢旺盛(对机体营养物质消耗加快所致&相反(胃良性患

者上述成分不降反增(或与机体的炎性应答有关'

本研究一共入组
!!!

份血清样本(利用
e

J

G:8)

*OaU

型光谱仪可完整的获取
!!!

组光谱数据$每组

/

条%(检测方法快速+简便'导入
U-PM)7*

统计软

件做
*M)

后(剔除
"

例异常数据(最终
!%1

组光谱数

据纳入分析'研究显示(受试样本可以检测到重复性

较好的
'

个峰(分别于
!%%/

+

!!99

+

!$$2

+

!9!&

+

!299

+

"'&/

+

"1/"

+

/%91

"

AC

位移处(且平均拉曼光

谱峰值的强弱存在差异'显微共焦拉曼联合
Z*OU7

X)

统计方法可以对
\M

+胃部良性病+健康者进行鉴

别+区分(该技术在胃癌诊断中具有一定的可行性'

但由于血清成分复杂(对于获得的光谱图像逐一精准

归属具有一定困难(且不排除混合物之间的拉曼峰存

在融合+干扰等(下一步本研究将在扩大样本量的同

时(引入拉曼标签(尝试对血清中某些特定成分进行

定性+定量检测'

D

#

结
##

论

##

随着对拉曼技术的深入研究(其有望成为
\M

辅

助诊断的新方法'
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显示!自体组的
+O8"

及
+O8$

的含量均低于异体

组'以上结果说明术中回收式自体输血能够增强
+

细胞与
RS

细胞介导的机体免疫应答反应(同时抑制

了
+O8"

及
+O8$

受体所介导的炎性反应'

输血过程会导致机体炎性反应的发生(免疫细胞

的
+O8"

与
+O8$

受体参与了
R,7

(

.

信号通路的激

活(

R,7

(

.

信号通路激活后通过一系列反应会使下游

的
5MX$%O

+

M-RM7!

+

+R,7

%

与
-O2

等炎性反应分子

表达量增加(从而使机体的炎性反应发生)

!97!2

*

'本次

研究结果显示
)

组
5MX$%O

+

M-RM7!

+

+R,7

%

与
-O2

等炎性反应分子表达量均低于
.

组(结果显示差异具

有统计学意义$

!

$

%#%!

%(结果说明!术中回收式
)

组的免疫炎症因子表达量低于
.

组(机体的炎性反应

程度低'

D

#

结
##

论

##

术中回收式自体输血对人工全膝关节置换术患

者凝血功能无显著影响(而且能够增强
+

细胞与
RS

细胞介导的机体免疫应答反应(同时抑制了
+O8"

及

+O8$

受体所介导的炎性反应(值得临床进一步研究

推广应用'
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