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要"目的
!

利用血清拉曼光谱建立快速诊断
I'V

感染的诊断模型"方法
!

将
I'V

感染者血清$

(3!

例%与非
I'V

感染者血清$

3#3

例%吸至毛细管内于拉曼光谱仪进行点测量!获得拉曼光谱原始数据后!使用自

适应迭代重加权惩罚最小二乘法扣除荧光背景!并采用
49@

F

@A.#$X

软件寻找拉曼光谱数据之间的差异!构建

8@9GSY)GSY)YVT

统计模型"结果
!

I'V

感染者血清与非
I'V

感染者拉曼光谱数据于
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$13#56

`$位移上存在差异!于
$##.

#

$$"3

#

$"$"56

`$位移处强度差异明显!绘制受试者工作特征曲线评估模型效果!得到特异度为
23/!.!2[

!灵

敏度为
2(/!#11[

!正确率为
21/.21([

"结论
!

血清拉曼光谱技术结合
8@9GSY)GSY)YVT

统计模型能够很

好地区分
I'V

感染与非
I'V

感染血清!有望成为一种快捷#简便的
I'V

感染诊断工具"

关键词"拉曼光谱&
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丙型肝炎&
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乙型肝炎&
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感染影响全球
$/"

亿人#其中约
$###

万是

中国患者'

$

(

+

I'V

感染后慢性转化率为
""[

"

X"[

#由急性期转入慢性期的过程中#有
"#[

"

X#[

的患者并不知道自己已被感染#由此加大了继续感染

他人的可能'

.)(

(

+若未及时治疗#患者可能发展为

I'V

相关性肝硬化#并以每年
$[

"

![

的速度发展

至肝癌'

!

(

+早期筛查
I'V

的感染情况可指导临床尽

快给予患者有效治疗'

")1

(

+现有的
I'V

检测手段包
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括
I'V

的抗体)抗原检测#以及针对
I'V0W%

的

检测+

I'V

抗体检测受感染时间及患者自身免疫情

况影响+

I'V

抗原检测可用于慢性丙型肝炎患者的

诊断+

I'V0W%

的检测作为目前最可靠的
I'V

检

测手段#因试验条件所限无法在经济欠发达地区普遍

开展+故本研究试图以拉曼光谱检测手段分析丙型

肝炎患者血清以帮助诊断+

$

!

资料与方法

$/$

!

一般资料
!

将新疆医科大学第一附属医院就诊

的
(3!

例丙型肝炎患者纳入研究组#患者血清均已通

过反转录聚合酶链反应$

0,)G'0

%法完成对
I'V

0W%

定量检测#结果提示
I'V0W%

大于最低检测

限$

"Z$#

.

%+

3#3

例非
I'V

感染者纳入对照组#其

中包含
"##

例健康人$健康对照组%#

$("

例
I&V

感

染者$乙型肝炎对照组%#

3.

例细菌感染者$细菌感染

对照组%+

"##

例健康人血清均采用酶联免疫胶体金

法完成
I'V

)

I&V

)

IPV

抗体筛查及梅毒血清学检

测#且结果显示均为阴性+

$("

例
I&V

感染者均进

行
I&V+W%

定量检测#并完成对
I'V

)

IPV

抗体及

梅毒血清学筛查#且结果提示阴性+健康对照组及乙型

肝炎对照组患者无其他特殊全身性疾病或药物滥用史#

所有血常规和生化检测结果未见异常+

3.

例细菌感染

者为一般细菌感染#且降钙素原$

G',

%均
%

#/"

A

F

"

6S

#并完成
I'V

)

I&V

)

IPV

抗体筛查及梅毒血清

学检测#且结果提示阴性+关于受试者的更详细信息见

表
$

+本研究经过本院伦理委员会批准后进行+

表
$

!!

各组研究对象一般资料比较

组别
)

年龄$岁%

分布范围 平均值

性别$

)

%

男 女

研究组
(3! ..

"

X2 !1 $X3 $X3

对照组
3#3

!

健康对照组
"## $2

"

X1 "$ .31 ..!

!

乙型肝炎对照组
$(" .#

"

32 !( 1! 3$

!

细菌感染对照组
3. $X

"

X( !3 !# (.

$//

!

仪器与试剂
!

本试验采用的激光拉曼光谱仪为

I\0P&%Y5@:A;@=@5

公司产品#其最低波数
$#56

`$

#

光谱分辨率
'

#/("56

`$

#光谱范围
"#

"

2###56

`$

#

并配备有开放式显微镜$

S8C0%T

%+

$/'

!

标本收集
!

受试者于禁食过夜至少
X<

后#每人

采集
"6S

外周血标本至没有任何抗凝血剂的采血管

中+待血液充分凝固后#以
(###9

"

6@A

$

$3(#

F

%转

速充分离心
$#6@A

#除去血细胞)纤维蛋白原等成分

获得血清+收集
"##

#

S

于
*G

管中并储存在
X̀#c

环境下待检测+检测时将冻存于
X̀#c

环境中的
*G

管待测标本于
..c

环境下静置
(#6@A

#待充分溶解

后#用毛细玻璃管$

#/(66Z$##

支&上海申立玻璃仪

器厂%吸取
(#

#

S

血清#随后进行测量+

$/1

!

检测方法
!

测量开始前#采用质控品于
"(.A6

处激光下#记录在
(##

"

(###56

`$拉曼位移范围内

的光谱数据#以进行仪器的校准#随后进行标本检测+

使用激光拉曼光谱仪在
"(.A6

处产生激光+光谱记

录在
(##

"

(###56

`$拉曼位移范围内#光谱分辨率

为
"56

`$

#记录时间
$/#>

+每份毛细管标本在不同

位置分别测量
(

次#于
"#

倍物镜下观察并记录拉曼

光谱+获得图谱使用
I\0P&%Y5@:A;@=@5

的新版光谱

分析软件包
S8CY

7

:51

进行光谱记录分析并转换为数

据#取均值后为进行下一步处理做准备+

$/2

!

统计学处理
!

将研究组血清$

(3!

例%与对照组

血清$

3#3

例%吸至毛细管内于拉曼光谱仪进行点测

量#获得拉曼光谱数据原始数据#使用自适应迭代重

加权惩罚最小二乘法$

8@9GSY

%扣除荧光背景#并采用

49@

F

@A.#$X

软件寻找拉曼光谱数据之间存在的差异+

再提取主成分进行分析#验证两组血清之间存在的差

异#并结合
8@9GSY)GSY)YVT

统计模型进行诊断+绘

制受试者工作特征$

0\'

%曲线评估诊断模型效果+

/

!

结
!!

果

!!

本试验在数据统计分析开始前#先将原始图像利

用
S8CY

7

:51

软件进行处理分析获得原始数据并展开

预处理+利用
T8;D8C

软件进行光谱绘制分析得到未

扣除荧光背景也未求平均值的所有原始图像#见图
$

+

尽管研究组与对照组的血清测试条件完全相同#但可

见每个标本间拉曼光谱图像分布强度不均#影响结果

分析判断+故将原始数据取均值#绘制图
.

+如图
.

所示#

I'V

感染者血清拉曼光谱平均数据与非
I'V

感染者血清拉曼光谱平均数据的形态接近#但光谱强

度不同+为了减少不同标本之间荧光背景造成的差

异干扰结果分析#再将所有测量的谱线进行拟合#对

原始数据求均值后的图像使用
8@9GSY

扣除荧光背景

获得图
(

+

!!

注!

0

部分为未扣除背景所有拉曼数据谱图&

1

部分为扣除背景后

数据图谱

图
$

!!

原始图像

*
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注!曲线
0

代表
I'V

感染者血清拉曼光谱平均数据&曲线
1

代表

非
I'V

感染者血清拉曼光谱平均数据

图
.

!!

原始数据取均值未扣除背景时所有

拉曼数据平均数据

图
(

!!

扣除背景后所有拉曼数据的平均谱图

!!

注!线条
0

代表归一化
I'V

感染者血清拉曼光谱&线条
1

代表归

一化非
I'V

感染者血清拉曼光谱&区域
2

表示标准偏差

图
!

!

49@

F

@A.#$X

软件对拉曼光谱进行比对获得差异图

!!

可见两组研究对象的光谱形态上具有高度相似

性#较大部分光谱存在重叠#仍无法明确地体现差异+

为能够更精确进行光谱的对比分析#把所有在
(##

"

(###56

`$的谱线进行归一化处理#并采用
49@)

F

@A.#$X

软件对拉曼光谱进行比对获得差异#得到图

!

+根据底部黑线部分差异图谱#可见在
(##

"

(###

56

`$拉曼位移范围内#

I'V

感染者与非
I'V

感染

者血清拉曼光谱虽图像形态相似#但于部分位移处可

较为清晰地观察到二者拉曼光谱之间存在强度差异+

比较归一化后的拉曼光谱数据#非
I'V

感染者拉曼

光谱强度高于
I'V

感染者#具体位移分布于
!!.

)

"#2

)

1.$

)

1!(

)

3""

)

X.X

)

X"(

)

X31

)

2."

)

$##.

)

$#($

)

$#!3

)

$.$#

)

$((#

)

$!!2

)

$"""

)

$13#56

`$

#于

$##.

)

$$"3

)

$"$"56

$̀位移处强度差异明显#见图
"

+

!!

注!菱形代表非
I'V

感染者血清拉曼光谱数据&圆形代表
I'V

感染者血清拉曼光谱数据

图
"

!

GSY)$

%

GSY).

%

GSY)(

得分散点图

!!

注!菱形代表非
I'V

感染者血清拉曼光谱数据&圆形代表
I'V

感染者血清拉曼光谱数据

图
1

!!

GSY)!

%

GSY)"

%

GSY)1

得分散点图

!!

注!菱形代表非
I'V

感染者血清拉曼光谱数据&圆形代表
I'V

感染者血清拉曼光谱数据

图
3

!!

GSY)3

%

GSY)X

和
GSY)2

得分散点图

!!

将复杂的多维数据进行简化)降维处理#提取出

具有明显差异#并且能够较好地解释两组数据之间差

异的主成分+但为能够证实本试验的理论基础及可

行性#故提取
2

个主成分并降维#获得
2

个主成分数

据绘制散点图#见图
"

"
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!!

根据主要
2

个成分得分散点图可以看出#它们分

布在不同的空间区域#尽管它们之间也有部分重叠+

利用支持向量机$

YVT

%算法进行判别分析#选取训练

集及测试集+其中训练集的标本包含
3"3

份$来自健

康人
!3!

例#

I'V

感染者
.X(

例%#测试集包括
(.!

例$来自健康人
.((

例)

I'V

感染者
2$

例%+再使用

基于联合
,W2

距离的标本集划分法函数$

>

7

Q

N

%算法

带入训练集及测试集进行分析+最后使用网格寻优

法对
YVT

中相关参数惩罚因子$

5

%)核函数参数$

F

%

进行寻优#其寻优结果分别为等高线图和
(+

视图#见

图
X

)

2

+根据等高线图和
(+

视图结果#可见
GSY

算

法结合
YVT

对
I'V

的分类可以很好地区分
I'V

感染者与非
I'V

感染者血清拉曼光谱数据+

图
X

!!

等高线图

图
2

!!

(+

视图

图
$#

!!

0\'

曲线

!!

针对
GSY

算法及
YVT

对数据的分类统计分析

得出的结果#绘制
0\'

曲线进行评价#曲线下面积

$

%L'

%为
#/2X$3

#表明统计方法具有较高的可靠性+

采用
GSY

算法结合
YVT

对
I'V

数据具有较好的分

类效 果#其 中 特 异 度 为
23/!.!2[

#灵 敏 度 为

2(/!#11[

#总判别正确率为
21/.21([

+见图
$#

+

'
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讨
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拉曼光谱作为散射光谱#自
$2X.

年被发现以来#

一直被探索用于对物质成分的检测+激光入射到待

测的标本中#其能量使其转动能级和振动能级发生了

变化#从而发出非弹性散射光+散射光谱不同于入射

光谱#其经历的波长变化#称为,拉曼位移-

'

3

(

+最终#

待测物质所有成分的,拉曼位移-共同构成其特有的

拉曼光谱+这让拉曼光谱被视为物质的,指纹-#可用

于确定待测物质的性质及成分'

X)2

(

+既往在测量时发

现待测物质的拉曼光可能被其自身发出的强烈荧光

所覆盖'

$#

(

+这一现象曾经限制了拉曼光谱在物质检

测领域的应用#但经过十几年的发展#拉曼光谱检测

技术与红外线)先进的电子光学及计算机技术相结

合#使拉曼光谱检技术逐步得到提升#并因其操作简

单$不需要复杂的前期处理%快速#以及可检测微量物

质等优点在医学领域被广泛应用'

$$

(

+

有学者通过应用金纳米粒子的表面增强拉曼光

谱及统计分析#实现了对结肠癌患者的无创诊断分

析'

$.)$(

(

+

0*g*Y)̂ \++%0+

等'

$!

(实现了表面增强

拉曼散射对泪膜中单纯疱疹病毒的检测+目前#关于

非增强型拉曼光谱的应用文献较少#但血清的常规拉

曼光谱检测的潜力仍不可忽视+例如
GP'I%0+\)

T\SPW%

等'

$"

(已经证明#血清拉曼光谱结合主成分

分析和线性判别分析可以区分乳腺癌患者和健康者

标本+因此#本研究将拉曼光谱技术与先进的统计学

方法相结合#探寻
I'V

感染者血清与非
I'V

感染

者血清之间的差异#帮助临床建立简单)低成本的

I'V

感染筛查诊断工具+

由于光谱中的信息主要来自各谱峰相对强度和

光谱形状#而谱峰的绝对强度与激光功率涨落)聚集

情况等具体数据及试验条件有关#通过图像归一化等

预处理可以消除由于试验条件的微小差异对试验结

果的影响+本研究中将原始数据进行预处理后发现#

I'V

感染者血清与非
I'V

感染者拉曼光谱峰仍类

似#只是存在强度差异+分析原因#由于人体被
I'V

感染后#血清中出现
I'V

抗原及
I'V

抗体#研究组

与对照组待测血清之间在病理生理上仍存在一定关

联+其中#对照组中包含的部分乙型肝炎患者在

I&V

感染后也可能出现对应的
I&V

抗原及抗体#且

与
I'V

感染患者一样#可能因慢性病毒感染演变为

*

!##.

*

检验医学与临床
.#$2

年
3

月第
$1

卷第
$!

期
!

S8CT:?'D@A

!

UBD

N

.#$2

!

V4D/$1

!

W4/$!



慢性肝炎或肝硬化#因而两者血清拉曼光谱特点可能

存在交叉+但
I'V

感染后肝细胞会随着病情的发展

发生变化#产生的抗原及对应的抗体#以及人体的蛋

白质)脂肪及核酸分子的数量或结构也可能随着人体

感染
I'V

发生某种变化+例如#在重症监护病房内

的全身炎症反应综合征$

YP0Y

%及败血症患者中就观

察到疾病的发生及进展导致拉曼光谱结果差异的类

似现象'

$1

(

+人体血清中的成分相当复杂#对于健康

人#由于其处于正常的生理状态#血清中的各种成分

含量相对比较稳定'

$3).(

(

+所以#如果未对数据进行预

处理#可能会使试验诊断能力降低#特别是会降低诊

断的特异度+但本试验中通过对数据预处理#发现与

对照组相比#研究组血清拉曼光谱在图像形态及波峰

强度上都发生变化+特别是在
$##.

)

$$"3

)

$"$"

56

`$位移处存在较为明显的强度差异+针对这种差

异#提取
2

个主成分分析#并绘制降维后散点图后进

一步发现#虽各成分之间于三维立体空间内分布较为

密集#但差异明显+使用
YVT

算法对
2

个主成分数

据进行判别分析#选取训练集及测试集+再使用
>

7

Q

N

算法带入训练集及测试集分析+最后使用网格寻优

法对
YVT

中相关参数
5

)

F

进行寻优#寻优后得到的

等高线图和
(+

视图结果发现研究组血清相比对照组

血清#不仅存在差异#且差异可被
8@9GSY)GSY)YVT

统计模型鉴别分类+最终利用
0\'

曲线来评估检验

效能#对应的灵敏度与特异度分别为
2(/!#11[

和

23/!.!2[

+

%L'

为
#/2X$3

+表明
8@9GSY)GSY)

YVT

统计模型具有较高的诊断灵敏度和特异度#也

证明了该诊断差异模型具有可靠性+

本文通过对大量
I'V

感染者血清与非
I'V

感

染者血清进行拉曼光谱检测#结合统计分析方法来构

建针对丙型肝炎患者的诊断筛查模型+与表面增强

拉曼光谱相比#非增强型拉曼光谱可以以低价的试验

耗材#简便的步骤完成试验#不需要复杂的预处理即

可检测获得相应的拉曼光谱+本试验通过对
I'V

感

染者血清与非
I'V

感染者血清两者间拉曼光谱的数

据比较#以及对
2

个主成分进行分析#发现
I'V

感染

者血清与非
I'V

感染者血清的拉曼光谱确实存在强

度上的差异#但具体差异内容可能与病毒感染后血清

中出现对应的抗原)抗体#或疾病发生)发展后导致血

清介质内容发生改变有关+导致差异的具体物质在

本研究中尚未明确#可于未来行进一步研究或探讨+

但结合
8@9GSY)GSY)YVT

统计模型#已可实现对

I'V

感染者血清的检测与诊断#且诊断的特异度与

灵敏度较高+

综上所述#利用拉曼光谱结合
8@9GSY)GSY)YVT

统计模型#能够较好地对
I'V

感染者与非
I'V

感

染者血清进行区分#此技术有希望发展成为
I'V

感

染的有效诊断工具+
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生医患纠纷+

I&>%

F

也是献血人群的常规筛查项目+献血人

群是一类特殊的群体#临床上应该选用灵敏度)特异

度更高的方法#严格检测标准+

I&>%

F

在急性感染

期或慢性携带状态下均可能呈阳性#献血者筛查并不

能区分这两种情况+笔者建议献血人群应至少选用

*SPY%

进行筛查#同时由于体内
I&>%

F

的感染,窗

口期-可能长达
(X?

'

$(

(

#因此#对于
*SPY%

检测结果

Y

"

'\

值在临界值附近的可疑标本#应进一步用
'SP%

和
G'0

等多种方法复检#尽量缩短,窗口期-+若

'SP%

和
G'0

复检阳性则可以确认为
I&>%

F

阳性或

病毒携带者#若为阴性应建议受检者
$

个月后复查#

检验报告须同时备注检测方法#防止可能产生的医疗

纠纷+
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'I*Ŵ Ug

#

]LS

#

SL^+

#

:;8D/Y;B?

N

4A;<::5<@A4)

54554>@>CD44?>:9B6?:;:5;@4AC8>:?4A0868A>

7

:5;94>)

54

7N

546C@A:? E@;<A:B98DA:;E49O

'

U

(

/\

7

;4:D:5;94A

S:;

#

.#$3

#

$(

$

$

%!

33)X#/

'

.(

(

%0,*Tg*V+W

#

J%-I%0\VVG

#

+%Vg+-PWPS

#

:;8D/T:8>B9:6:A;4=<B68A>:9B68DCB6@A54A5:A;98)

;@4AB>@A

F

0868A>

7

:5;94>54

7N

>:;B

7

'

U

(

/\

7

;hB8A;*D:5)

;94A

#

.#$1

#

!X

$

1

%!

$)X/

$收稿日期!

.#$2)#$)$#

!!

修回日期!

.#$2)#!)#X

%

*

X##.

*

检验医学与临床
.#$2

年
3

月第
$1

卷第
$!

期
!

S8CT:?'D@A

!

UBD

N

.#$2

!

V4D/$1

!

W4/$!


