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关节软骨红外光谱成像及分析方法
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摘要!作为一种新颖高效的光谱技术!傅里叶变换红外光谱成像"
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DHBIB

#可以在高分辨率下获得样品的组成和结构的信息!已开始深入应用到生物医学光子学研究领域$

本文采用
DHBIB

技术进行关节软骨的主成分"胶原蛋白和蛋白多糖
JK

#的红外光谱成像及分析方法的研究$首

先对多组软骨切片进行
DHBI

成像及红外光谱分析!进而采用特征峰强度积分法和二次求导方法分别对这些特

征带"

;E3F7B

!

BB

!

BBB.-FL+

4

.,

#进行表征!给出两种主成分或特征基团含量随软骨深度的变化关系$其次采

用主成分回归方法定量计算二主成分的浓度!将这些浓度和对应位置的光谱特征峰积分面积及二次求导后的峰

面积进行相关性研究$结果显示
;E3F7B

和
;E3F7BB

特征峰的积分强度和胶原蛋白浓度的相关性最高$二次

求导后
L+

4

.,

带强度与蛋白多糖浓度的相关性最高$这些结果说明
;E3F7B

和
;E3F7BB

带的积分强度适合用

于定性表达胶原蛋白的含量及其随深度的变化!而
L+

4

.,

带的二次求导强度更适于定性表达蛋白多糖的含量及

其随深度的变化$

;E3F7BBB

带积分和二次求导既不适合表征胶原蛋白也不适合表征
JK

的含量$这项研究为

关节软骨和骨关节炎早期研究提供了更加快捷实用的方法!从而有利于早期骨关节炎的判断和修复监测$

关键词!红外光谱特征峰%二次求导%关节软骨%胶原蛋白%蛋白多糖
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关节软骨覆盖在骨关节的连接表面$表面光

滑$辅以关节滑液$有利于减少相邻两骨的摩擦$并

具有承压和缓冲运动时产生的震动等重要作用'

这些重要的生理功能主要是由关节软骨特殊成分

的生理结构决定'它主要由
$

类胶原蛋白#

Q*//.

C

4

7-

$

%(蛋白多糖#

J,*97*

4

/

:

<.-

$

JK

%(水和少量

的无机离子组成'胶原蛋白构成纤维网络的基本

网络结构$保证了关节软骨的抗拉刚度和强度$从

而有效地固定住
JK

'而后者则能更好地保证软

骨的弹性(耐压性和持久性'正是由于二者的有机

组合#构成软骨基质%$从而可以有效地保持水的含

量以及与滑液的离子交换$承载人体运动和负重'

一旦关节软骨的主成分含量和结构发生变化$则可

能诱发骨关节炎#即关节软骨退化病变%等关节疾

病'目前该类疾病仍不能很好地治愈和根除$已经

成为影响人们健康的一大医学难题$所以非常有必

要对关节软骨和骨关节炎进行更深入的研究$以便

更有效地预防和治疗该疾病'

目前对骨关节炎的原发性原因仍然不明$还有

许多问题需要探索$其中就包括胶原纤维的结构破

坏和
JK

的含量损失以及二值之间的因果关系等'

这些涉及到关节软骨的精细#微%结构(主成分含量

分布的研究$将有利于实现对关节组织退化和修复

过程的监测$进而有效地预防和治疗关节疾病'

在过去的相关研究中$人们采用的测试手段主

要是生物化学分析)

&

*

$磁共振成像)

&

*

(生物力学测

量)

$

*和各种形式的显微技术)

#C'

*

'然而这些技术方

法不能实现在微结构水平上同时获得软骨主成分

的含量分布和分子结构信息$傅里叶变换红外光谱

成像 #
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%技术的出现则有效弥补了这一缺

憾)

(C"

*

'此外
DHBIB

还可以进行样品的形貌探测

和光谱微成像)

M

*

$具有测定时间短$精度高$并且可

以进行多成分测定(无损和连续测定等优点$便于

研究退变的软骨中组分含量与结构变化'

软骨中主成分含量的定性研究通常利用红外

光谱特征带强度进行分析)

XC&&

*

$但由于软骨中主成

分间的特征谱带的大范围重叠极大地影响了对主

成分的含量分析$并带来了一定的难度'虽然和化

学计量学相结合进行的定量计算相对更精确)

&$C&#

*

$

但过程相对复杂繁琐'为对主成分含量及其变化

实现更快速有效和准确的检测和判断$对主成分特

征谱带进行深入分析及选择准确有效的研究方法

则显得十分必要$有助于软骨主成分含量甚至骨关

节炎的实时监测和修复'本文的目的即在于通过

对主成分特征谱带的分析$采用特征带的积分强度

#峰面积%和二次求导后的峰面积强度表达软骨主

成分#光谱的二次求导处理可以提高光谱的分辨

率)

&!

*

%$并和主成分回归#

J,3-<3

G

./<*E
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*-7-9,7
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4

,7883*-

$

JQI

%的定量结果进行相关性分析$寻找

和判断更合适的主成分表达和有效的定性分析

方法'

=

!

实验材料与方法

=?=

!

样本制备

!!

本实验中采用狗的关节软骨组织'首先将新

鲜的健康狗#共
'

组%的肱骨软骨组织切成
$EE

Y$EEY$EE

大小的切块$用生理盐水清洗后

快速冰冻$然后用低温切片机 #

Z73<.Q[&X'%

$

K7,E.-

:

%在
\$%]

条件下切片成
&%

&

E

厚度的

显微切片$放在室温下风干用于显微成像及后面的

相关性分析'

=?>
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红外光谱成像及分析

实验采用的
DHBIB

系统是
J7,W3-P/E7,

公司

的
L

G

*9/3

4

R9#%%

$主要由一个傅里叶变换红外光谱

仪#

L

G

7<9,+EA-7

%耦合一个
L

G

*9/3

4

R9#%%

显微镜

装置'系统内部包含一个
&(Y&

单元 #

!%%

&

EY

$'

&

E

%

^

4

QFH7

#

[QH

%线性阵列探测器$以液

氮冷却'所探测的红外光谱范围从
"!!<E

\&到

!%%%<E

\&

$分辨率为
&(<E

\&

$红外成像的空间

分辨率为
(?$'

&

EY(?$'

&

E

"

G

3_7/

'可见光成像

的收集则通过一个
QQ@

相机结合计算机控制的显

微镜样品台的运动来最终实现$而后在可见光成像
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区域内选择感兴趣的目标区域#

IAB

%进行红外光

谱成像'获得
IAB

的各彩色像素(相应的红外光

谱以及成分图像$从而可形象直观地分析样品结

构(组分及其空间分布和变化等'从
'

组样品的

DHBI

图像中提取
(!

个
BI

光谱用于下面的
JQI

浓度计算及浓度和特征光谱强度的相关性分析$其

中一组被选作典型性分析'

=?@

!

A9B

定量分析

JQI

是一种多元回归分析方法$旨在解决自

变量间存在多重共线性问题'所采用的软件为
JP

公司的
L

G

7<9,+E O

'本研究中
JQI

模型的建立

是基于两种主成分以不同比例混合后所测的标准

光谱和已知浓度之间建立的数据库$用来预测关节

软骨主成分含量)

&$C&#

*

$并用于和定性方法所得结果

之间的相关性统计和比较$为验证本实验的方法准

确性提供标准参考'线性相关性分析采用
A,3

4

3-

软件进行'前述光谱分析#峰面积积分和二次求

导%则是在
DHBIB

系统自带软件中完成'

>

!

结果与讨论

>?=

!

软骨的红外光谱与成像

!!

图
&

所示是从关节软骨切片的
DHBI

成像当

中在某像素位置提取的红外光谱$各特征峰分别在

相应的位置被标记'光谱分析 )

&'C&(

*得出$
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#
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%不仅是胶原蛋白的特征峰$同时部分来自

JK

的贡献&

;E3F7

%

带#

&$!%<E

\&

%位置同时包

含
&$(%<E

\&

#

L̀ A89,79<R3-

4

%

)

&"

*

&

JK

的红外特

征峰则是
L+

4

.,,3-

4

带 #

&&$'

!

X(%<E

\&

%

)

&M

*

$

;E3F7

%

=L̀ A89,79<R3-

4

带)

&X

*对其也可能有

部分贡献'因为两种主成分的相应特征峰相互之

间存在明显重叠)

&X

*

$所以在下面的软骨切片的

DHBIB

光谱分析中$将研究
;E3F7

#

$

;E3F7

$

$

;E3F7

%

#或
&$!%<E

\&

%和
L+

4

.,

带能否分别用

作胶原蛋白和
JK

的特征峰及含量表征'

图
$

所示分别为一健康软骨切片的可见图像$

全吸收红外成像以及从全吸收红外图像所得到的

;

#

(

;

$

(

;

%

和
L+

4

.,

等特征带的红外图像

#

QR7E3E.

G

%$图
$

#

<

!

0

%分别是酰胺
#

$

$

$

%

和

糖带等特征带的红外图像'#

;

#

%$#

;

$

%$#

;

%

%和 #

L+

4

.,

%分别表示软骨内酰胺
#

$

$

$

%

和

糖带的吸光度随软骨深度的变化关系#附标准偏

差%'在图
$

#

S

!

0

%中$色棒的最大值分别是
%?X

$

%?'

$

%?&'

$

%?$!

和
%?&'

'

LN

$

HN

$

IN

和
H[

分别

表示表层区(过渡区(放射区和潮线'从这些

QR7E3E.

G

可以判断各个特征带所对应的官能团

图
&

!

从关节软骨的
DHBI

图像中提取的一个红外光谱
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DHBI8

G
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7*0

.,93<+/.,<.,93/.
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787<93*-

在整个成像范围内的分布情况'进一步$可以将这

些特征红外图像转变为二维曲线$可更直观地表现

这些特征基团含量随软骨深度的变化信息$如图
$

中的各个曲线所示'如果
;

#

#

;

$

%和
L+

4

.,

特

征带的贡献分别主要来源于胶原蛋白和蛋白多糖$

则可以定性分析出两种主成分随软骨深度的分布

是不均匀的'

>?>

!

峰面积与二次求导

为方便进一步分析这些特征带的归属并减少

工作量$在接下来的分析中将全吸收图像从软骨的

表层区到潮线#

H[

%范围共分成
&'

个区域分别提

取平均光谱$而后对这
&'

个光谱中的各个特征带

#

;

#

(

;

$

(

;

%

和
L+

4

.,

%进行积分及二次求导#因

为软骨最表层的光谱成像受散射效应的影响较大$

该位置由表及里的
!

列像素数据未考虑在内%'这

些特征带的积分面积随软骨深度的变化如图
#

所

示$横轴表示软骨切片在
DHBIB

可移动平台上的

绝对位置坐标'表层区位于左侧'从图中可见$无

论是从积分强度还是二次求导后的面积强度来看$

这些特征基团含量随软骨深度的增加均呈现不均

匀分布'同一个特征带的积分和二次求导光谱强

度随深度的变化趋势也较相似'

为精确分辨出特征峰积分及二次求导方法更

适合哪一个特征带#基团%或主成分$引入主成分回

归#

JQI

%

)

&$C&#

*方法对这
&'

个光谱进行计算'

JQI

作为一种常用的化学计量学方法$采用迭代和因子

分析过滤掉冗余信号并获取主成分信息$常用于定

量分析$计算结果也更准确)

&#

*

'图
!

所示即为这

组光谱经
JQI

计算后所得到的结果$横轴表示软

骨切片在
DHBIB

可移动平台上的绝对位置坐标$

表层区位于左侧'从图中可见$两种主成分随软骨

深度的增加$呈不均匀分布'相较于蛋白多糖$胶

原蛋白在软骨表层区甚至过渡区浓度较高$蛋白多

#$!

第
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图
$

!

关节软骨切片的可见(红外光谱图像及二维深度曲线
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G
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4
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G
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F7

G

7-F7-<78*0.,93<+/.,<.,93/.

4

787<93*-

图
#

!

酰胺
#

(

$

(

%

和糖带的峰面积积分强度和二次求导后各峰面积强度随深度的变化#实心圆对应右侧坐标$空

心标记对应左侧坐标%'

D3

4
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!
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G

9R

C
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4
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#
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G

9
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4

-8

<*,,78

G

*-F9*9R7/709<**,F3-.97

%

糖则相反&前者总体浓度高于后者'胶原蛋白浓度

的变化趋势和图
#

当中
;

#

和
;

$

的积分强度的

变化趋势较为接近$蛋白多糖的变化趋势则和

L+

4

.,

带二次求导强度的变化接近'

>?@

!

相关性分析

为定量研究图
!

和图
#

当中相关曲线之间的

近似程度及各特征带的归属或表征$相关性分析的

研究是非常必要可行的'分别将从多组样本不同深

!$!

南
!

京
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航
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学
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图
!

!

采用
JQI

算法预测得到的软骨切片内胶原蛋白

和蛋白多糖的浓度变化

D3

4

?!

!

J,7F3<97F<*-<7-9,.93*-8*0<*//.

4

7-.-FJK3-

9R7<.,93/.

4

787<93*-S

:

JQI./

4

*,39RE8

度位置提取的光谱的各特征带积分强度及二次求

导强度和其对应位置的
JQI

主成分浓度进行线性

相关性比较$结果如图
'

所示$中级断线表示
X'a

可信限度'两个灰线表示
X'a

的预测限'两个变

量之间的相关性系数在每个图中均已被标出'图

'

#

.

%表示的是积分强度和
JQI

浓度的相关性比

较$图
'

#

S

%图表示的则是二次求导后特征带面积

强度和
JQI

浓度的相关性比较'相关系数及其他

统计参数列于表
&

中$蛋白多糖浓度和糖带的积分

强度及二次求导强度之间进行相关性比较$胶原蛋

白浓度则和酰胺
#

(

$

(

%

的积分强度及二次求导

强度之间进行相关性比较'斜线前#后%面的数据

是积分强度#二次求导强度%和主成分浓度之间的

相关系数'

图
'

!

各特征带积分强度及二次求导光谱强度和对应位置
JQI

预测浓度之间建立的线性回归相关性
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表
=

!

四个光谱特征带的积分强度及二次求导面积强度的深度线型分别和胶原蛋白及蛋白多糖的
A9B

预测浓度线型之间

的线性相关系数

'(:?=

!
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!

#
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&12$(5%)E
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6

"++"#$18($(12&$%*2%1-B:().*().A9B

0

$&.%12&.1")1&)2$(2%")*"+1"55(

3

&)().AF+"$2"2(51($2%5(

3

&*&12%")*

%

$&*

0

&12%D&5

6

;E3F7

#

;E3F7

$

;E3F7

%

L+

4

.,

/ %?X!!

"

%?M&$ %?X!X

"

%?!$ %?%%$

"

%?!MX %?('M

"

%?M'M

/

$

%?MX&

"

%?('X %?X%&

"

%?&"( %

"

%?$#X %?!##

"

%?"#(

0

#

%?%%%&

"

#

%?%%%&

#

%?%%%&

"

%?%%%' %?"$&

"

#

%?%%%&

#

%?%%%&

"

#

%?%%%&

!!

由图
'

和表
&

可见$

;E3F7

#

和
;E3F7

$

带

的积 分 强 度 和 胶 原 蛋 白 的 浓 度 相 关 性 很 强

#

/

;C.E3F7B

%̀?X!!

$

/

;C.E3F7BB

%̀?X!X

$

*`(!

%$预示

着其可以用来定性表征胶原蛋白的含量及分布&

L+

4

.,

带二次求导强度和蛋白多糖浓度的相关性

最高#

/ %̀?M'M

$

* (̀!

%$高于积分强度和蛋白多

糖的浓度相关性#

/`%?('M

$

*`(!

%$说明
L+

4

.,

特征带二次求导强度表征更适用于蛋白多糖的含

量及分布研究$也说明样品当中蛋白多糖的含量对

该带的贡献比较大)

&X

*

'这一研究结果和报到的关

于蛋白多糖的二次求导和积分强度和光密度的相

关性研究)

&&

*结果是一致的$并且相关性更高$说明

本结果具有更高的可信度和准确度'交叉研究显

示
;E3F7

#

和
;E3F7

$

的积分强度或二次求导

面积强度和蛋白多糖浓度具低相关性$暗示着这两

个特征带均不适合表征蛋白多糖&相反$

L+

4

.,

带

也不适合表征胶原蛋白'这一结果也说明了文中

正常组织切片采用
L+

4

.,

带定性表征蛋白多糖含

量的可行性)

M

$

&#

*

'

这些相关性的研究说明以上
#

个特征带在分

别对胶原蛋白和蛋白多糖的表征中起关键和主导

作用$也说明
#

个特征带都是由不同的成分综合贡

献的'

;E3F7

%

带的相关系数则比较低$不能直

接用于表征关节软骨中的两种主成分及其分

布)

&X

*

'

@

!

结束语

本文进行了关节软骨切片的
DHBIB

研究$获

得各特征谱带对应的
QR7E3E.

G

$定性或半定量地

描述了软骨中相应特征基团的分布'这些特征带

的积分强度及二次求导面积强度和不同主成分的

JQI

预测浓度的相关性各不相同!#

&

%

;E3F7

#

(

$

带的积分强度和胶原蛋白的浓度相关性很强$预

示着它们均可用来定性表征胶原蛋白的含量及分

布&#

$

%

L+

4

.,

带的二次求导面积强度和蛋白多糖

浓度的相关性高于积分强度和蛋白多糖的浓度相

关性$前种方法的
L+

4

.,

特征带表征更适用于蛋白

多糖的含量及分布研究&#

#

%

;E3F7

%

带任一方法

表征既不适合表征胶原蛋白也不适合表征
JK

的

含量&#

!

%这些特征带均对主成分的回归定量计算

起到重要的贡献'最终可见各主成分含量或浓度

随软骨深度的变化呈不均匀分布'

综上$在关节软骨和骨关节炎的研究中$可针

对性地选择不同的分析方法$定性或定量地探测软

骨中主成分含量及分布(排列结构变化等$实现关

节软骨及其退行性病变的快速高效研究$有效监测

软骨退化和修复$促进关节疾病的预防和治疗'
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