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共振喇曼光谱法检测人体皮肤中类胡萝卜素
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摘要: 类胡萝卜素作为一种强抗氧化剂在人体的抗氧化防御系统中起着重要作用, 它在人体中的含量可以用来表

征人体的健康状况。为了研究人体中的类胡萝卜素含量,采用了共振喇曼光谱法检测人体皮肤中的类胡萝卜素。经过

反复实验得到了实验参量的最佳选择。例如选择测量部位为拇指内侧, 入射波长 473nm、入射光强度 20mW、曝光时间

5s。同时通过甘油匹配的方法增加了探测到的喇曼信号的强度。利用拟合差分算法有效去除了荧光背景噪声。最终获

得了明显的人体皮肤中类胡萝卜素的喇曼光谱。结果表明,用共振喇曼光谱法检测人体皮肤中类胡萝卜素是一种行之

有效的方法。
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Study of carotenoid in human skin bym eans of resonance Raman detection
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Abstrac t: C aro teno id m o lecules a re pow erful antiox idants that play im po rtan t ro le throughout the hum an body. The level of

ca rotenoid in hum an body can be used to reflec t the human� s health condition. Experim ents w ere carr ied to de tect the ca rotenoid

in hum an. A fter tests repeated ly, su itab le exper im enta l param etersw ere determ ined. That is to say the best location to perform the

m easurement is thrum, laser� s w ave leng th is 473nm, intens ity of laser is 20mW and exposure tim e is 5s. A t last obv ious resonance

Ram an spectra of ca rotenoid in hum an sk in w as obtained after the fluorescence background w as fitted and subtracted from the

o rig ina l spectra by m eans o f fitted differential algorithm. Experim ental resu lts prove that resonance Ram an spectra is app licab le

for caro teno id de tection in hum an.
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引 � 言

类胡萝卜素包括 �, �胡萝卜素、番茄红素、脂色

素及玉米黄质等。在人体的抗氧化防御系统中扮演重

要的角色。类胡萝卜素不但具有眼保健、皮肤保健和

心血管保健等功能, 还能够预防和治疗癌症。它在人

体中的含量与患某些癌症的危险性明显相关
[ 1]
。因

此,机体中类胡萝卜素含量的测试有极其重要的意义。

传统的检测方法是高压液体色层分析法。它耗时

长又昂贵,不适宜临床推广。现在生物医学中使用的

另一种方法是喇曼光谱法。它测量准确、简单迅速,可

以立即得出结果;并且这是一种非侵入式的方法,安全

卫生,不会给被测者带来任何痛苦与伤害,十分适合临

床推广。 2001年, 美国盐湖城犹他大学的 GELLER�
MANN等人进行了一系列将喇曼光谱法应用于皮肤类

胡萝卜素检测的临床研究, 并发明了一种小型便携式

生物光子扫描仪
[ 2�3 ]
。我国在这方面的研究相对落后

一些, 2006年, L I和 GUO等人分别从医学角度使用上

述仪器进行了类胡萝卜素重要性的临床研究
[ 4�5]
。作

者用这种方法对探测人体类胡萝卜素进行了实验研

究,经过反复实验获得了最佳实验参量,并通过甘油匹

配、拟合差分算法等处理方法最终获得了清晰的人体

类胡萝卜素喇曼光谱。

1� 原 � 理

当一束光射入介质后,除了被介质吸收外,部分光

穿过介质或被介质反射,另外还有一小部分光被散射。

散射光是由光子与介质中的粒子、准粒子发生碰撞产
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生的。散射光频率不发生变化的称为瑞利散射, 散射

光频率产生变化的称为喇曼散射。喇曼散射中频率的

变化叫频移,每种物质的喇曼频移都是其特有的,可以

用来鉴别物质。喇曼散射光的强度非常弱,不易被检

测到, 但是, 当激发光的频率处于该物质的吸收谱带以

内时, 由于电子跃迁和分子振动的耦合,使某些喇曼散

射线的强度增加了 10
2
倍 ~ 10

3
倍,这个效应被称为共

振喇曼散射。

类胡萝卜素的喇曼频移谱见图 1, 峰值分别为由

C CH3引起的 1008cm
- 1

,由 C C引起的 1159cm
- 1
和

由 C� �!C引起的 1524cm
- 1 [ 6]
。在 473nm激光激发下,对

应的光谱分别为 496. 681nm, 500. 434nm和 509. 745nm。

F ig. 1� R esonan ce Ram an spectra of carotenoid

2� 实验装置与结果

2. 1� 实验装置

实验装置如图 2所示。激光器 (波长 473nm, 功率

� �

Fig. 2� S chemat ic of the experim en tal setup for the carotenoid Ram an

detector

0mW ~ 100mW连续可调 )发出的 473nm蓝光通过光

纤 (芯径 400 m )耦合输出, 输出的光通过透镜 ( f =

8mm )扩束成平行光, 经过反射镜 (与水平位置 45∀放

置 )反射到同样 45∀放置的分束镜 (镀 45∀角入射
473nm高反膜,相当于消瑞利滤光片 )上,再次被反射

后,由透镜 ( f = 39mm )聚焦到被测物质上并激发出瑞

利散射光和类胡萝卜素的共振喇曼散射光。散射光再

被透镜收集变成平行光传输, 经过分束镜时过滤掉

473nm的瑞利散射光,令其它波长的光通过。因为与

瑞利散射的强度相比,即使是共振喇曼散射信号的强

度也弱很多,如果不滤掉瑞利散射光,它将会使光谱仪

中的 CCD饱和,对喇曼信号的测量带来严重影响。透

过的喇曼光经过透镜 ( f = 20mm )耦合到光纤中, 再传

输到光谱仪 ( ocean op tics USB2000) , 被光谱仪分光

后,将信号传到计算机观察光谱图。实验中注意到了

左右两侧光路的隔离,不使杂散光通过光纤传到光谱

仪中影响喇曼信号。而且,在实验过程中,整个实验仪

器需要遮光处理, 以免环境中背景光太强影响信号。

另外上面提到的生物光子扫描仪中使用的光源是

488nm氩离子激光器
[ 7]
。使用全固体激光器, 它相比

氩离子激光器体积小效率高、可靠性好、价格便宜。

2. 2� 实验结果与分析

实验中先用胡萝卜进行测试, 胡萝卜中类胡萝卜

素的浓度比人体皮肤中的浓度高得多, 因此喇曼信号

的强度也会强得多。图 3就是实验中测得的胡萝卜的

类胡萝卜素喇曼光谱。在图中底部非常宽的背景来自

� �

F ig. 3� Ram an spectra of carotenoid in carrot

于胡萝卜组织发出的荧光, 背景上两个明显的分别位

于 500. 434nm和 509. 745nm的峰则是类胡萝卜素激

发出的喇曼峰。荧光与喇曼光是相伴而生的无法消

除。图 4是利用软件对原始信号进行拟合差分算法

后,去掉荧光背景得出的类胡萝卜素的喇曼光谱。

F ig. 4� Ram an sp ectra for carrot after th e background is sub tracted

在胡萝卜的类胡萝卜素共振喇曼谱测试得到了极

为清晰的结果后,进一步对人手皮肤进行测试。测试

过程中发现喇曼信号很小,不十分明显,于是进行了两

方面的改进。其一, 人手皮肤上的喇曼信号比胡萝卜

中的小很多,以致背景噪声不能再忽略。由图 5可以

看到在广阔的荧光背景上有小小的尖峰,但是由于噪

声比较严重 509. 745nm处的尖峰并不明显。因此单

独采集了噪声信号,在原有信号中减去噪声信号,再减

491
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F ig. 5� Raman spect ra of caroteno id in hum an sk in

去来自于人体皮肤的荧光信号, 就得到了清晰的

509. 745nm处的喇曼峰。如图 6所示可知, 509. 745nm

处非常突出的喇曼峰。其二,考虑到测量部位是拇指,

� �

Fig. 6 � Ram an spectra for hum an sk in after the b ackground is sub tracted

( w ith glycerin)

表面凸凹不平,向各处散射很严重,实验中先用酒精擦

拭拇指去掉拇指上的杂质, 再涂上一层与皮肤折射率

相近的甘油,相当于使皮肤平整化,既减少了入射光在

皮肤表面的损失,又增加了喇曼散射光的收集。另外,

甘油的吸收光谱在 412nm处, 发射光谱在 450nm处,

不会影响到待测喇曼信号的谱线。图 6(涂抹甘油 )中

喇曼信号峰值可达到 151(相对强度 ), 而图 7 (未涂

� �

Fig. 7� Ram an sp ectra for hum an sk in after the background is sub tracted

(w ithou t glycerin )

甘油 )中喇曼信号的峰值只有 128(相对强度 ), 由此可

见涂甘油可获得更高的喇曼峰值。

实验中对入射光强度与曝光时间的选择是一对矛

盾。人体中的类胡萝卜素含量很少, 喇曼信号的强度

非常弱,提高被测物质上的光功率密度可以使被激发

出的喇曼光强度增加, 但是功率密度受到激光安全标

准 ( ANSI Z136. 1)的限制不能太高。同时因为荧光猝

灭现象的存在,即荧光随着时间增加逐渐变小,而喇曼

信号不变。随着曝光时间的增加, 喇曼信号强度的增

量要大于荧光强度的增量, 从而可以使喇曼信号的相

对强度变大。所以, 增大入射光强度和延长曝光时间

都可以使喇曼信号的强度增大。但是光谱仪中 CCD

探测器所能探测的最大强度是一定的, 即 CCD接收到

的光强与时间的乘积是一个定值, 所以入射光强度与

曝光时间的选择是相互制约的。当入射光强度增大

时,喇曼信号的强度会增大, 同样荧光强度也会增大,

为了不使 CCD饱和就需要相应地缩短曝光时间。反

之入射光强度小时就可以适当延长曝光时间。采用功

率 20mW的激光经反复实验,被测物质上的光斑大小

约为 1mm
2
, 皮肤表面上的功率密度约为 2W /cm

2
, 符

合激光安全标准。曝光时间定为 5s,这使得整个测量

过程可以在 1m in之内完成。

3� 结 � 论

对用共振喇曼光谱法检测人体皮肤中的类胡萝卜

素进行了实验研究。通过反复实验确定了对入射光强

度、测量部位、曝光时间等的选择,并通过甘油匹配、拟

合差分算法等处理方法最终获得了清晰的人体类胡萝

卜素喇曼光谱,完成了对人体皮肤中类胡萝卜素喇曼

谱的定性测量。如果能够增大光谱仪中 CCD的最大

测量强度,进一步优化光功率密度与曝光时间的选择,

将会得到更好的结果。
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