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[摘要]   目的  应用表面增强拉曼光谱技术研究口腔鳞状细胞癌患者血清，并建立临床分期鉴别诊断模型。方法   

收集144例口腔鳞状细胞癌患者血清，按照早期组、中期组及晚期组进行分组检测血清表面增强拉曼光谱，比较光

谱差异，应用主成分分析法及线性判别函数法建立鉴别诊断模型，对不同分组光谱数据进行鉴别诊断。结果  共获

得血清拉曼光谱144例，其中早期组59例，中期组40例及晚期组45例。血清光谱差异主要表现在721~727、

931~932 、1 129~1 133、1 264~1 266、1 367~1 371 cm-1处谱峰强度差异，主要与血清中脂类、蛋白质及核酸成分

和结构有关。鉴别诊断模型总体准确率达80%以上，经过交互验证后准确率为70%以上。结论   

表面增强拉曼光谱检测口腔鳞状细胞癌患者血清为口腔鳞状细胞癌临床分期及预后判断提供了

一种简便、准确的新方法。
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[Abstract]   Objective   To evaluate the surface-enhanced Raman spectrum of the blood serum of oral squamous cell 

carcinoma patients and establish a diagnostic model for clinical staging. Methods   Serum samples were obtained from a 

total of 144 patients with oral squamous cell carcinoma and classified into three groups, namely, the early cancer group, the 

mid-term cancer group, and the advanced cancer group. Principal component and linear discriminant analyses were utilized 

to establish a diagnostic model with which to classify the different groups based on spectral differences. Results   A total of 

144 spectra were generated from the samples. The main differences found involved peaks at 721-727, 931-932, 1 129-1 133, 

1 264-1 266, and 1 367-1 371 cm-1, which can be assigned to 

proteins, lipids, and nucleic acids. The total accuracy of the 

established model exceeded 80%, and its cross-validation 

accuracy exceeded 70%. Conclusion   Surface-enhanced 

Raman spectroscopy could be applied to detect the clinical 

stages of oral squamous cell carcinoma based on blood 

serum.
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随着发病率不断增加，口腔鳞状细胞癌成为

头颈部最常见的恶性肿瘤之一，据统计世界范围

内每年新增病例约300 000，死亡病例128 000，我
国也属于口腔鳞状细胞癌高发病率国家[1-3]。近些

年，口腔鳞状细胞癌预后并无明显改善，晚期患

者多因局部复发死亡[2]。虽然肿瘤分子生物学或病

理学特征对判断预后具有重要作用，但患者原发

肿瘤大小、浸润深度、淋巴结转移情况及有无远

处转移等因素仍是影响患者预后的重要因素，因

此患者术前临床分期诊断对判断口腔鳞癌患者预

后具有重要意义[2,4]。目前临床上对口腔鳞状细胞

癌患者术前分期主要依赖影像学检查及临床查

体，无法像病理分期更准确地反映患者肿瘤浸润

深度、淋巴结转移情况等[2]。Xue等[5]应用表面增

强拉曼光谱技术对不同肿瘤大小、淋巴结转移及

病理分级的口腔鳞癌患者的血清进行研究，通过

鉴别诊断模型可以分辨出不同肿瘤大小、有无淋

巴结转移及组织病理学分级，具有良好的灵敏

度、特异性及准确率。因此，本研究的目的是通

过研究口腔鳞状细胞癌患者血清表面增强拉曼光

谱特征，鉴别诊断不同临床分期的患者，为口腔

鳞状细胞癌患者术前临床分期诊断提供一种快

速、便捷、准确的新方法。

1   材料和方法

1.1   患者血清收集

选取2015年7月—2018年7月厦门大学附属第
一医院收治的144例口腔鳞状细胞癌患者。患者无
其他系统疾病、长期服药史及治疗史，男女病例

1：1，平均年龄（60±7）岁。术前均经活检明确
口腔鳞状细胞癌诊断。患者根据最新美国国家综

合癌症网络[6]口腔鳞状细胞癌预后分期分为3组，
早期组为0、Ⅰ、Ⅱ期患者59例，中期组为Ⅲ期患
者40例，晚期组为Ⅳ期患者45例。患者参加试验
前均已知情并签署知情同意书，且研究经过厦门

大学附属第一医院伦理委员会批准（批准号KY2013- 
01）。患者前夜禁食10 h后清晨抽取外周血5 mL，
4 ℃下静置4 h后3 400 r·min-1转速离心，抽取1 mL
上清液于-20 ℃下储存用于拉曼光谱检测。
1.2   纳米金溶胶制备

将浓度为0.1 g·L-1的HAuCl4溶液100 mL加热

至沸腾后加入浓度10 g·L-1柠檬酸钠溶液0.7 mL，
继续加热使混合液沸腾并持续搅拌30 min后静置
冷却至室温。

1.3   血清表面增强拉曼光谱检测

抽取4 mL纳米金溶胶溶液6 000  r·min-1转速离

心10 min后，去除上清液后加入0.4 mL血清，并超
声震荡使血清与纳米金溶胶充分混合。4 ℃下静
置2 h后，将加入纳米金溶胶的血清滴于盖玻片
上。应用共聚焦显微拉曼光谱仪（Renishaw公司，

英国）对血清样本进行表面增强拉曼光谱检测，

激发光波长为633 nm，功率为400 mW，扫描时间
10 s，选取2处检测点取平均值。拉曼光谱记录范
围为600~1 800 cm-1，分辨率为2 cm-1。

1.4   数据分析

原始光谱数据通过WiRE 2.0（Renishaw公
司，英国）和LABSPEC2.0（HORIBA Sicentific公
司，法国）去除荧光背景、消除噪音信号及平滑

谱线处理。不同血清表面增强光谱数据通过软件

Oringin 8.0（OringinLab公司，美国）进行基线矫
正及归一化处理。应用主成分分析法及线性判别

函数对处理过后的光谱数据进行鉴别诊断，建立

鉴别诊断模型。并应用交互验证方法对诊断模型

准确性进行检验。

2   结果

2.1   血清表面增强拉曼光谱

本研究共获得144例口腔鳞状细胞癌患者血清
的特征表面增强拉曼光谱，其中早期组59例，中
期组40例，晚期组49例。本研究制备纳米级金溶
胶颗粒均一、稳定，增强效果好，血清表面增强

拉曼光谱信号强度好，为后期数据分析及诊断模

型建立提供基础（图1、2）。

[Key words]   oral squamous cell carcinoma;   surface-enhanced Raman spectroscopy;   clinical stage;   diagnosis

图  1   纳米级金溶胶扫描电镜图 

Fig  1    Scanning electron microscopy image of the gold nanoparticles
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通过分析比较3组血清平均光谱数据，可见不
同临床分期口腔鳞状细胞癌患者血清光谱存在差

异（图3）。中期组与早期组光谱比较，可见中期

组光谱在727、1 266、1 418 cm-1处谱峰强度增

加，而在932、1 129、1 371、1 624 cm-1处谱峰强

度下降。晚期组与中期组血清光谱比较，晚期组

在721、931、1 133、1 219、1 325、1 367、1 439、
1 634 cm-1处谱峰强度增加，而在1 264、1 484、
1 452 cm-1处谱峰强度下降。在这些差异谱峰组

中，共同存在的谱峰分别为：721~727 cm-1谱峰，

提示可能与血清中次黄嘌呤相关；931~932 cm-1谱

峰，提示可能与蛋白质中碳碳键延展振动模式有

关；1 129~1 133 cm-1谱峰，提示可能与甘露糖中

的碳氮键振动相关；1 264~1 266 cm-1谱峰，提示

这可能与脂类中碳碳键的振动模式有关；1 367~
1 371 cm-1谱峰，提示可能与鸟嘌呤相关[5,7-8]。

这些差异为鉴别诊断不同临床分期的口腔鳞

状细胞癌患者提供了理论基础。

A：不同分组的血清样本平均表面增强拉曼光谱；B：中期组与早期组的差异；C：晚期组与中期组的差异。

图  3   口腔鳞状细胞癌患者血清样本的表面增强拉曼光谱图

Fig  3   The surface-enhanced Raman spectrums of serum of oral squamous cell carcinoma

图  2  血清样本表面光谱

Fig  2  Surface spectrums of serum

纳米金拉曼光谱

常规拉曼光谱

表面增强拉曼光谱

拉曼位移 / cm-1

相
对
强
度

6 000

5 000

4 000

3 000

2 000

1 000

600 800 1 000 1 200 1 400 1 600 1 800

0

A

B

C

拉曼位移 / cm-1

拉曼位移 / cm-1

拉曼位移 / cm-1

归
一
化
强
度

归
一
化
强
度

归
一
化
强
度

差异光谱

差异光谱

早期组
中期组
晚期组

600

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

0.2

0.0

0.1

-0.4

-0.3

-0.2

-0.2

-0.1

-0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

-0.1

-0.5

600

600

800

800

727

721 931 1 133 1 219

1 325

1 367

1 439

1 582

1 634

932 1 129

1 371

1 484
1 452

1 264

1 624

1 266

1 418

800

1 000

1 000

1 000

1 200

1 200

1 200

1 400

1 400

1 400

1 600

1 600

1 600

1 800

1 800

1 800



•286• 国际口腔医学杂志 第 46卷 3 期 2019年 5 月    www.gjkqyxzz.cn

2.2   鉴别诊断模型的建立

应用主成分分析法对早期组、中期组及晚期

组3组临床分期口腔鳞状细胞癌患者血清进行主成
分分析，从每例光谱数据1 643个点中提出64个主
成分，累及变异率为96%，可以很好地反映原有
数据变量信息。以每张光谱61个特征主成分数据
为基础，进行线性判别函数分析，建立鉴别诊断

模型。在应用判别函数鉴别诊断过程中，早期组

诊断准确率为74.6%，中期组诊断准确率为87.5%，
晚期组诊断准确率为82.2%，鉴别诊断模型总体诊
断准确率为80.6%。经过交互验证方法，早期组诊
断准确率为62.7%，中期组诊断准确率为80.0%，
晚期组诊断准确率为71.1%，鉴别诊断模型总体诊
断准确率为70.1%，表明该鉴别诊断模型的稳定性
较好，可以用于鉴别诊断不同分期患者的血清样

本（表1）。

图4显示通过主成分分析及线性判别函数相结
合的方法建立3个组的散点图，显示可以较好地区
分不同分组别。

 图  4   散点图

Fig  4   The scatter plot diagram

3   讨论

当分子吸附到纳米级金属表面上检测拉曼光

谱时，拉曼散射信号比常规拉曼散射要增强105~ 
1014倍，这一现象最早是由Fleischman和他的同事
在研究吡啶分子吸附于粗糙银电极表面的拉曼光

谱时发现的[9-10]。表面增强拉曼光谱技术可以克服

常规拉曼光谱技术信号弱、易受噪音干扰、荧光

背景高等缺点，现已被广泛应用于生物样本检测

研究，甚至可以用于单个分子检测研究 [5,7-9,11]。

Yan等[8]应用表面增强拉曼光谱对腮腺肿瘤患者血

清进行研究发现，根据患者血清特征光谱数据，

可以将多形性腺瘤、沃辛瘤、黏液表皮样癌患者

以及正常对照组相鉴别，取得了80%以上的准确
率。Tan等[9]在对口腔鳞状细胞癌患者、腮腺肿瘤

患者的血清进行研究时发现，两者血清的特征表

面增强拉曼光谱存在差异，通过主成分分析及线

性判别函数建立鉴别诊断模型，可以很好地区分

口腔鳞状细胞癌患者与腮腺肿瘤患者，灵敏度达

80.7%，特异性达84.1%。对癌症的分期鉴别诊断，
表面增强拉曼光谱显示了同样的优势。Lin等[11]对

不同T分期的鼻咽癌患者血浆进行研究，发现早期
患者血浆、晚期患者血浆与正常对照组血浆光谱

存在差异，主要体现在蛋白质、脂类及核酸相对

应的谱峰强度差异，可以用于鉴别诊断不同T分期
的鼻咽癌患者。

本研究主要根据美国国家综合癌症网络2018
年版[6]头颈肿瘤预后分期及患者治疗方式将0期、
Ⅰ期及Ⅱ期患者归为早期组，Ⅲ期患者归为中期

组，而Ⅳ期患者归为晚期组。在比较不同分期患

者血清表面增强拉曼光谱特征时发现，随着预后

分期级别越高，光谱中721~727 cm-1谱峰差异也较

大，提示患者血清中次黄嘌呤的含量也越高，与

Xue等[5]在对不同肿瘤大小及淋巴结转移情况的口

腔鳞状细胞癌患者血清的表面增强拉曼光谱研究

中的发现一致。有研究[12]发现，口腔鳞状细胞癌

患者血清中表皮生长因子含量越高的患者，其术

后复发、淋巴结转移概率越高，术后生存时间越

短。Gupta等[13]在对90例样本的研究中发现，治疗
后无复发的口腔鳞状细胞癌患者及正常对照组血

清中的成纤维细胞生长因子含量明显低于未治疗

的口腔鳞状细胞癌患者。Rekha等[14]对口腔癌前病

变、口腔鳞状细胞癌患者血浆进行拉曼光谱研

表  1    主成分分析及线性判别函数分类结果

Tab  1   Classification result of the principle component

             analysis and linear discriminant analysis

分类
预测分类

合计
早期组 中期组 晚期组

判别函数 早期组 44 7 8 59

中期组 5 35 0 40

晚期组 5 3 37 45

交互验证 早期组 37 11 11 59

中期组 7 32 1 40

晚期组 9 4 32 45

函数 1

分期

函
数

2

早期

中期

晚期

分组矩心

0 2 -2 -4

-4

-2

0

2

4

4 
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究，结果提示不同患者血浆光谱差异与脂类、蛋

白质及核酸等物质有关。Sahu等[15]对复发及无复

发的口腔鳞状细胞癌患者血清进行了拉曼光谱比

较研究，结果发现2组患者的血清光谱在1 265、
1 320、1 450以及1 660 cm-1等谱峰上存在明显差

异，这与本研究结果相似，提示患者血清中某些

成分及分子结构的变化与患者预后相关。

上述研究结果均表明，不同口腔鳞状细胞癌

患者血清成分存在差异，表面增强拉曼光谱可以

用于检测不同患者血清中不同差异，结合主成分

分析及线性判别函数建立鉴别诊断模型，为口腔

鳞状细胞癌患者临床预后分期提供了一种便捷、

准确的检测方法。
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