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摘　要　高光谱成像（ＨＳＩ）是一种新兴的快速、安全的现代医学检测技术。将自行研制的高光谱成像仪与显

微镜相结合，对人源脑胶质瘤小鼠和Ｈ＆Ｅ染色病理切片进行成像光谱研究。通过对脑胶质瘤与正常脑组织

的高光谱数据进行分析和处理，获取二者之间的 光 谱 差 异 以 实 现 对 脑 胶 质 瘤 与 正 常 脑 组 织 的 区 分。实 验 结

果表明，无论是病理切片还是在体脑组织数据，脑 胶 质 瘤 与 正 常 脑 组 织 反 射 光 谱 中 特 定 光 谱 范 围 内 的 反 射

率均存在一定差异，可据此对二者进行区分，为今后临床实验与脑胶质瘤术中辅助诊断提供依据和参考。
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引　言

　　脑胶质瘤 是 神 经 系 统 疾 病 中 发 病 率 较 高 的 一 种 恶 性 肿

瘤，发病位 置 的 特 殊 性 使 其 致 残、致 死 率 高，患 者 预 后 极

差［１－２］。目前最成熟 的 治 疗 方 法 为 手 术 切 除。但 由 于 脑 胶 质

瘤呈浸润性侵袭性生长，与周围的正常脑组织不存在明显的

边界，故最大程度的切除肿瘤区域的同时保护正常脑组织是

手术中的一个难题［３］。目前常用的术中辅助技术主要包括超

声、ＣＴ、核磁共振等。但这些方 法 有 检 测 时 间 长、不 能 实 时

定位、存在毒副作用和设备价格昂贵 等 缺 点，且 往 往 依 赖 医

生经验判断［４］。因此，本工作尝试采 用 高 光 谱 成 像 技 术 作 为

术中辅助诊断的一种新手段。

目前，高光 谱 成 像 技 术 在 地 质 勘 测、土 壤 植 被 生 态 监

测、海洋检测等方面取得了丰富的研 究 成 果。随 着 技 术 的 不

断发展，其在医学领域的应用逐渐成 为 研 究 热 点。高 光 谱 成

像技术将光谱和图像合并，形成包含二维空间图像数据与一

维光谱数据的 三 维 数 据 立 方 体，不 仅 能 获 取 物 体 的 空 间 信

息，还能获得图像上每个像素点的光谱信息以分析物体的内

部属性。高 光 谱 成 像 技 术 具 备 精 确、快 速、高 灵 敏 度、非 接

触、无损伤、高安全性等 特 点，符 合 现 代 医 学 检 测 技 术 的 发

展要求［５］。目前，高光谱成像技术已 经 应 用 于 视 网 膜 情 况 检

测和癌症检测 等 领 域，西 班 牙 拉 斯 帕 尔 马 斯 大 学（ＵＬＰＧＣ）

对脑胶质瘤病理切片的光谱特征展开了相关研究［６］，国内的

第三军医大学开展了小鼠植入脑胶质瘤的光谱特征研究。

本文采用将自行研制的高光谱成像仪，将其与显微镜结

合，采集脑胶质瘤小鼠脑部的高光谱 成 像 数 据，对 正 常 组 织

区域和肿瘤组织区域的光谱特征进行分析，为高光谱成像技

术在脑外科手术领域的临床应用提供依据。

１　系统组成与工作原理

　　将自行研制的高光谱成像仪与吉林大学中日联谊医院提

供的奥林巴斯ＢＸ５１显微镜和蔡司Ｓ５手术显微镜相结合，如

图１所示。采集脑胶质瘤小鼠脑部的高光谱成像数据以及相

关 Ｈ＆Ｅ染色病理切片数据，并利用自主编写的光谱数据 分

析软件对采集结果进行分析。该系统包含显微镜、棱镜－光栅

（ＰＧ）分光模块、高 分 辨 率ＣＣＤ相 机、推 扫 机 构、控 制 计 算

机等组成。光 谱 采 集 范 围 为４００～１　０００ｎｍ，光 谱 分 辨 率 优

于２．８ｎｍ，可采集２７０个波段的光谱数据，图 像 尺 寸 为７．８
ｍｍ×１４．２ｍｍ［７］。

为了实现图像数据和光谱数据的同时采集，本系统采用

面阵探测器接收的推扫方式进行数据采集。ＣＣＤ每帧采集的

图像为：沿狭缝方向一维成景物的空 间 像，垂 直 于 狭 缝 方 向



一维为空间各 像 元 的 光 谱 数 据。令 电 机 垂 直 于 狭 缝 方 向 运

动，ＣＣＤ同时进行 采 集。将ＣＣＤ采 集 的 单 帧 图 像 融 合 得 到

一副完整的物质图像数据，同时获得图像中每个像元的光谱

数据。这样就得到了一个完整的包含图像数据和光谱数据的

物质数据立方体［８］。

图１　高光谱成像系统

（ａ）：高光谱成像仪与显微镜结合；

（ｂ）：高光谱成像仪与手术显微镜结合

Ｆｉｇ．１　Ｈｙｐｅｒｓｐｅｃｔｒａｌ　ｉｍａｇｉｎｇ　ｓｙｓｔｅｍ
（ａ）：Ｈｙｐｅｒｓｐｅｃｔｒａｌ　ｉｍａｇｅｒ　ｃｏｍｂｉｎｅｄ　ｗｉｔｈ　ａ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ；

（ｂ）：Ｈｙｐｅｒｓｐｅｃｔｒａｌ　ｉｍａｇｅｒ　ｃｏｍｂｉｎｅｄ　ｗｉｔｈ　ａ　ｏｐｅｒａｔｉｎｇ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

２　实验部分

２．１　材料

所使用的胶质瘤细 胞 悬 液、无 胸 腺 裸 小 鼠 和 标 准 Ｈ＆Ｅ
染色病理切片均由吉林大学中日联谊医院提供，其中无胸腺

裸小鼠体重１５～２０ｇ，鼠龄５～７周，饲养于无 菌 净 化 室 内。

实验经吉林大学中日联 谊 医 院 审 批，并 符 合 科 技 部《关 于 善

待实验动物的指导性意见》要求。

２．２　动物模型制作

共取８只无胸腺裸小鼠，建立人脑胶质瘤裸小鼠脑内原

位移植动物模型，分别经２０％水合氯醛吸入麻醉后，俯卧位

固定头颅，酒精消毒皮 肤，在 裸 小 鼠 额 部 距 颅 中 线 右 侧２．５
ｍｍ，冠状缝前１ｍｍ处先用直径１ｍｍ的牙科钻小心钻穿颅

骨，然后用吸有瘤细胞悬液的微量进样器经孔垂直进入脑实

质中，进针深度 为 针 尖 距 颅 骨 表 面３．５ｍｍ，注 射 前 将 针 稍

微回退０．５～１ｍｍ，缓慢注入，除针前停留２ｍｉｎ。接种部位

为裸小鼠右侧大脑 尾 状 核。肿 瘤 接 种 后１９ｄ对 裸 小 鼠 进 行

ＭＲＩ检查，确认其颅内肿瘤形成。

２．３　高光谱成像

每次进行高光谱成像数据采集前要采集环境暗噪声和标

准漫反射率板的成像光谱数据，作为高光谱成像数据的校正

依据［９］。整个数据采 集 过 程 保 持 在 室 温２２℃、恒 定 暗 光 照

条件进行，依次对 每 只 脑 胶 质 瘤 小 鼠 进 行 数 据 采 集。首 先，

将脑胶质瘤小鼠麻醉 后，俯 卧 位 固 定 于 立 体 定 向 仪 底 板 上，

在手术显微镜下沿 中 线 剪 开 约２ｃｍ，颅 骨 钻 孔 形 成 圆 形 骨

窗，暴露肿瘤表面。其次，调 节 搭 载 高 光 谱 成 像 仪 的 手 术 显

微镜，使得肿瘤位于显微镜视野中心，利 用 高 光 谱 成 像 仪 采

集肿瘤的高光谱成像 数 据，每 隔１分 钟 采 集 一 组，共 采 集５
组数据。并将数据存储于计算机中。

数据采集完成后，立即完整 取 出 脑 组 织 及 肿 瘤 组 织，固

定于４％多聚甲醛中，２４ｈ后 进 行 石 蜡 包 埋 处 理，之 后 制 作

标准 Ｈ＆Ｅ染色切片。利用搭载高光谱成像仪的显微镜进 行

脑胶质瘤染色病理切片的高光谱成像数据采集，并将数据存

储于计算机中。

２．４　数据处理

光源辐射能量穿透样本或在样本表面反射后形成样本的

特征光谱，并为高光谱成像仪所记录，对 该 特 征 光 谱 进 行 分

析以寻找正常组织与肿瘤组织的光谱差异并以此实现二者之

间的区分。为降低噪声影响，使光谱特 征 差 异 显 著 化 以 便 于

区分，需要对所获取的光谱信息进行一定的数据处理。

２．４．１　非均匀性校正

对于本研究使用的高光谱成像仪，探测器平面的每一行

都有一定数量的探测单元，对应一个 波 段，随 着 推 扫 运 动 以

行为单位获取成像光谱数据。对于一 个 波 段 来 说，探 测 单 元

之间存在响应不一致的问题，进而产 生 严 重 的 条 带 噪 声，即

图像列之间的 不 均 匀，影 响 成 像 光 谱 数 据 的 后 续 处 理 和 应

用。不同探测单元的 响 应 函 数 会 随 着 入 射 强 度 变 化 而 不 同，

因而导致条带噪声。需要对数据进行 非 均 匀 性 校 正，方 法 如

下：

逐波段对原始成像光谱数据进行标准矩匹配校正，得到

标准矩匹配校正图像。计算方法为

Ｄ′ｉ，ｊ ＝σｒσｉ
Ｄｉ，ｊ＋μｒ－

σｒ
σｉμｌ

，

１≤ｉ≤Ｍ，１≤ｊ≤Ｎ，ｉ，ｊ∈Ｚ （１）

其中，Ｄ′ｉ，ｊ为矩匹配校正后像元值；Ｄｉ，ｊ为原始像元值；ｉ和

ｊ分别为 列 和 行 号；Ｍ 和Ｎ 分 别 为 列 数 和 行 数；μｉ 和μｒ 分

别为第ｉ列和参考列的均值；σｉ 和σｒ 分别为第ｉ列和参考列

的标准方差。

以标准矩匹配校正图像为基础，选择相邻两列像元中相

同像元，对于某一波段来说，选择方法为

Φｉ ＝ ｛ｊ｜ａｂｓ（Ｄ′ｉ，ｊ－Ｄ′ｉ－１，ｊ）≤Ｔ，

２≤ｉ≤Ｍ，１≤ｊ≤Ｎ，ｉ，ｊ∈Ｚ｝ （２）

其 中，Φｉ 为 所 选 择 相 邻 两 列 像 元 中 相 同 像 元 集；Ｄ′ｉ，ｊ，

Ｄ′ｉ－１，ｊ为标准矩匹配校正像元值；Ｔ为阈值；ａｂｓ（）为取绝对

值。

对于相邻两列原始数据，以 前 一 列 为 基 准，用 两 列 中 相

同像元，通过线性回归得到后一列的校正系数，计算方法为

｛Ａｉ，Ｂｉ｝＝ｒｅｇｒｅｓｓ（Ｄｉ，ｊ，Ｄｉ－１，ｊ），ｊ∈Φ （３）

其中，Ａｉ 和Ｂｉ 为校正系数；ｒｅｇｒｅｓｓ（·，·）为线性回归。根

据校正系数对 后 一 列 进 行 校 正，顺 次 遍 历 一 个 波 段 的 所 有

列，完成一个波段图像非均匀性校正。计算方法为

Ｄ^ｉ，ｊ ＝ＡｉＤｉ，ｊ＋Ｂｉ （４）

其中，^Ｄｉ，ｊ为校正 后 像 元 值；Ｄｉ，ｊ为 原 始 像 元 值。按 照 此 流

程，遍历一幅成像光谱数据的所有波 段，完 成 成 像 光 谱 数 据

的非均匀性校正。

２．４．２　光谱去噪

对于高光谱成像数据而言，去噪需要尽可能保证光谱的

形状。ＳＧ滤波器是一 种 在 时 域 内 基 于 滑 动 滤 波 窗 口 多 项 式

拟合的滤波方法，具有 计 算 量 小，计 算 速 度 快，可 以 很 好 地

保持波形的相对极大值、极小值和脉 冲 宽 度 等 特 性，比 较 适

用于光谱去噪。ＳＧ滤波过程如下：
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确定滤波窗口和多项式次数。根据高光谱成像仪的采样

特点确定成像光谱数据滤波窗口大小及变化范围，多项式次

数及其变化范围。

用最小二乘法对原始成像光谱数据进行滑动拟合，并求

出卷积系数。用 卷 积 系 数 对 原 始 成 像 光 谱 数 据 进 行 卷 积 计

算，完成ＳＧ滤波，得到 去 噪 后 的 成 像 光 谱 数 据。在２　Ｍ＋１
成像光谱数据滤波窗 口 内，可 以 用 多 项 式 来 拟 合 波 形 数 据，

多项式表达为

ｐ（ｎ）＝∑
ｒ

ｋ＝０
ａｋｎｋ （５）

其中，ｐ（ｎ）为多项式；ｎ为２　Ｍ＋１成像光谱数据滤波窗口内

波形数据点的位置，－Ｍ≤ｎ≤Ｍ；ｋ为 多 项 式 次 数；ａｋ 为 多

项式系数。最小二 乘 法 求 出 系 数ａｋ 就 可 计 算 拟 合 后 的 成 像

光谱数据滤波窗口内某点的拟合数值，该数值作为去噪后的

数值。按照上述方式，遍 历 显 微 成 像 光 谱 数 据 所 有 像 元。窗

口选择与仪器噪声水平有很大关系，需要结合数据噪声大小

进行调整，噪声越大窗 口 越 大。因 此，对 于 特 定 仪 器 窗 口 相

对较稳定，所选择的去噪窗口大小５。处理效果如图２所示。

图２　光谱去噪处理

（ａ）：常规方法去噪处理结果；（ｂ）：ＳＧ滤波法去噪处理结果

Ｆｉｇ．２　Ｓｐｅｃｔｒａｌ　ｄｅｎｏｉｓｉｎｇ
（ａ）：Ｎｏｉｓｅ　ｒｅｍｏｖａｌ　ｂｙ　ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ　ｍｅｔｈｏｄ；

（ｂ）：Ｎｏｉｓｅ　ｒｅｍｏｖａｌ　ｂｙ　ＳＧ　ｆｉｌｔｅｒｉｎｇ　ｍｅｔｈｏｄ

２．４．３　极差标准化处理

无论是反射光谱，还是透射 光 谱，其 特 征 主 要 反 映 在 光

谱曲线的形状上。形状的差异更有利于区分不同物质的特征

光谱。对光谱信息进行极差标准化处 理，可 以 更 加 直 观 地 反

映光谱曲线的形状特征。光谱极差标准化的计算公式为

ＳＮ（λ）＝ Ｓ（λ）－Ｓｍｉｎ（λ）
Ｓｍａｘ（λ）－Ｓｍｉｎ（λ）

（６）

其中，Ｓ（λ）为样本的反射率或透射率；Ｓｍｉｎ（λ）为光谱的最小

值；Ｓｍａｘ（λ）为光谱的最大值。极差标准化处理可以有效减弱

因光照、暗电流偏移等因素造成的光 谱 信 息 系 统 性 误 差。极

差标准化处理效果如图３所示。

图３　极差标准化处理

（ａ）：极差标准化处理前；（ｂ）：极差标准化处理后

Ｆｉｇ．３　Ｒａｎｇｅ　ｓｔａｎｄａｒｄｉｚａｔｉｏｎ
（ａ）：Ｂｅｆｏｒｅ　ｒａｎｇｅ　ｓｔａｎｄａｒｄｉｚａｔｉｏｎ；（ｂ）：Ａｆｔｅｒ　ｒａｎｇｅ　ｓｔａｎｄａｒｄｉｚａｔｉｏｎ

３　结果与讨论

　　利用搭载高光谱成像仪的手术显微镜采集脑胶质瘤小鼠

脑部成像光谱数据，并对数据进行 处 理 和 分 析。图４为 脑 胶

质瘤小鼠在体脑部成像光谱数据。

经过逐像元的反射率计算、非均匀性校正和光谱去噪之

后，数据的条带噪声和 光 谱 曲 线 噪 声 基 本 被 消 除。观 察 图４
（ｂ）和（ｃ）的光谱曲线，在５４０～６００ｎｍ范 围 内，非 肿 瘤 脑 组

织反射光谱呈现“Ｗ”状，而 脑 胶 质 瘤 反 射 光 谱 较 为 平 滑，两

种反射光谱存在一定区别。这主要是因为血液中存在两种血

红蛋白，一种为含氧血红蛋白，吸收峰位于５５４ｎｍ左右，含

氧血红 蛋 白 含 量 占 总 血 红 蛋 白 含 量 的 百 分 比 称 为 氧 饱 和

度［１０］。由于肿瘤组织存在快速生长及血管异常的特点，缺氧

是肿瘤细胞普遍存在的状态，肿瘤组织处的脱氧血红蛋白的

含量高于非肿瘤脑组 织，导 致 氧 饱 和 度 低 于 非 肿 瘤 脑 组 织。

可见，在体状态下，脑胶质瘤与非肿瘤 脑 组 织 在 氧 饱 和 度 方

面存在一定区别。
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图４　脑胶质瘤小鼠在体脑部成像光谱数据

（ａ）：脑胶质瘤小鼠在体脑部三色合成图像；（ｂ）：非肿瘤脑组织反射光谱曲线；

（ｃ）：脑胶质瘤反射光谱曲线；（ｄ）：脑胶质瘤小鼠在体脑部单波段图像

Ｆｉｇ．４　ＨＳＩ　ｄａｔａ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｂｒａｉｎ　ｉｎ　ｇｌｉｏｍａ　ｍｉｃｅ
（ａ）：Ｔｒｉｃｏｌｏｒ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ　ｉｍａｇｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｂｒａｉｎ　ｉｎ　ｇｌｉｏｍａ　ｍｉｃｅ；（ｂ）：Ｒｅｆｌｅｃｔａｎｃｅ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ｎｏｎ－ｔｕｍｏｒｏｕｓ　ｂｒａｉｎ　ｔｉｓｓｕｅｓ；

（ｃ）：Ｒｅｆｌｅｃｔａｎｃｅ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ｇｌｉｏｍａｓ　ｂｒａｉｎ　ｔｉｓｓｕｅｓ；（ｄ）：Ｓｉｎｇｌｅ　ｂａｎｄ　ｉｍａｇｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｂｒａｉｎ　ｉｎ　ｇｌｉｏｍａ　ｍｉｃｅ

　　利用搭载高光谱成像仪的显微镜采集脑胶质瘤小鼠脑部

Ｈ＆Ｅ染色病理切片成像 光 谱 数 据，并 对 数 据 进 行 处 理 和 分

析。图５为脑胶质瘤小鼠脑部 Ｈ＆Ｅ染色病理切片成像 光 谱

数据。

　　经过逐像元的反射率计算、非均匀性校正和光谱去噪之

后，数据的条带噪声和光谱曲线噪声基本被消除。从图５（ｃ）

中可见，Ｈ＆Ｅ染色病理切 片 中 的 脑 胶 质 瘤 与 非 肿 瘤 脑 组 织

反射光谱存在一定差别，在５３０～５４０ｎｍ范围内反射率有所

不同。Ｈ＆Ｅ染色病理切片 中 的 脑 胶 质 瘤 与 非 肿 瘤 脑 组 织 反

射光谱与在体状态下的脑胶质瘤与非肿瘤脑组织反射光谱相

比存在差异，主要原因可能是因为 Ｈ＆Ｅ染色病理切片中 染

色剂的存在、染色不 均 性 以 及 组 织 离 体 后 细 胞 产 生 变 化 等，

还需要进行进一步研究与实验。

图５　脑胶质瘤小鼠脑部Ｈ＆Ｅ染色病理切片成像光谱数据

（ａ）：非肿瘤脑组织切片图像和脑胶质瘤切片图像；（ｂ）：脑胶质瘤与非肿瘤脑组织反射光谱曲线

Ｆｉｇ．５　ＨＳＩ　ｄａｔａ　ｏｆ　Ｈ＆Ｅ　ｓｔａｉｎｅｄ　ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ　ｓｅｃｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｂｒａｉｎ　ｉｎ　ｇｌｉｏｍａ　ｍｉｃｅ
（ａ）：Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ　ｓｅｃｔｉｏｎ　ｉｍａｇｅ　ｏｆ　ｎｏｎ－ｔｕｍｏｒｏｕｓ　ｂｒａｉｎ　ｔｉｓｓｅｓ　ａｎｄ　ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ　ｓｅｃｔｉｏｎ　ｉｍａｇｅ　ｏｆ　ｇｌｉｏｍａｓ；

（ｂ）：Ｒｅｆｌｅｃｔａｎｃｅ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｇｌｉｏｍａｓ　ａｎｄ　ｎｏｎ－ｔｕｍｏｒｏｕｓ　ｂｒａｉｎ　ｔｉｓｓｕｅｓ
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４　结　论

　　将高光谱成像技术应用于脑胶质瘤检测具有可行性。研

制了一台高 光 谱 成 像 仪，在 ＶＮＩＲ范 围 内（４００～１　０００ｎｍ）

共获取８组脑胶质瘤小鼠的高光谱数据，每组包含１组脑胶

质瘤小鼠在体脑 部 成 像 光 谱 数 据 及１组 脑 胶 质 瘤 小 鼠 脑 部

Ｈ＆Ｅ染色病理切片成像 光 谱 数 据，并 通 过 多 种 数 据 处 理 手

段对数据进行 了 分 析 和 处 理。通 过 实 验 数 据 和 理 论 分 析 可

知，在体状态下，脑胶质瘤与非肿瘤脑 组 织 在 氧 饱 和 度 方 面

存在一定区别，而 Ｈ＆Ｅ染色病理切片中的脑胶质瘤与非 肿

瘤脑组织反射光谱在特定波长范围内的反射率上存在一定差

别。初步表明高光谱成像技术可区分脑胶质瘤和非肿瘤脑组

织，进而实现脑胶质瘤的检测，为今后 临 床 实 验 与 脑 胶 质 瘤

术中辅助诊断提供依据和参考。

综上所述，高光谱成像技术已被证明可实现脑胶质瘤的

检测，但考虑到人体的复杂性和个体 的 差 异 性，仍 须 进 行 进

一步的研究，如进行更多样本量的成 像 光 谱 数 据 采 集，建 立

丰富的脑胶质瘤高光谱数据库，将高光谱成像技术与人工智

能相结合，形成基于高 光 谱 成 像 的 快 速、准 确、安 全 的 脑 胶

质瘤检测技术，最终实现对脑胶质瘤的术中辅助诊断。
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