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摘要  傅里叶变换红外光谱学显微成像(FTIRI)将傅里叶变换红外光谱测量和微区成像技术有机

结合起来, 同时采集样品的分子光谱和表面形貌信息, 可以获得样品空间各微区位置的组成和分

子结构信息. 本文简述了该成像系统的构成、特点和工作原理, 介绍了 FTIRI 在生物医学/光学领

域新开辟的关节软骨光谱成像. 重点介绍了该技术用于研究正常关节软骨和骨关节炎软骨所取得

的代表性成果和进展, 分析了部分局限性及其在该领域的未来发展前景. 
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傅里叶变换红外(Fourier transform infrared, FTIR)

光谱技术在 20 世纪 80 年代后期兴起, 已被广泛应用

于材料科学、化学、药理学和法医学等领域, 在生物

医学研究中也起到越来越重要的作用[1]. 该方法便于

进行物质结构和成分分析, 如组织的成分组成、蛋白

质二级结构和相互作用、DNA 构象和结构转变、脂

质构象的排序和相行为等. 然而, FTIR 光谱测量也存

在明显的局限性, 如制样的特殊性、样品分布及所获

样品信息的均匀化(所测得的光谱是整个采样区域的

平均光谱)、所需样品的数量等, 由此限制了红外光

谱在生物组织研究方面的应用.  

FTIR 光谱的这些局限性促使人们将显微镜和红

外光谱仪耦合进行局域或微量分析 , 可针对非均质

材料的研究 . 人们发展了逐点采集数据(mapping)的

红外显微镜[2]和基于焦平面阵列探测器的 FTIR 成像

光谱仪[3]. 然而, 初期的这些探测器存在一些明显缺

点, 比如成像复杂、不易操作、有较高噪声等. 2001

年, PE 公司推出一套傅里叶变换红外光谱成像(FTIR 

imaging, FTIRI)系统, 即采用高灵敏度的线性阵列探

测器(16×1)并耦合一个可快速运动的样品台, 采集速

度较快 . 该仪器允许红外光谱成像以独立的样品尺

寸采集 , 所成图像中的每一个像素平面对应一个该

位置区域的红外光谱, 通过红外光谱的吸收(或透射)

与波长的变化关系, 可得到一个平均吸收率(或透过

率), 该数值被对应于一定的颜色, 即假色(artifact)来

表示该像素所在位置样品的形貌 . 此系统不仅实现

了对样品的形貌成像 , 同时可以获得样品的光谱和

空间各位置的组成及结构信息 , 使得样品信息的表

达更丰富、形象和直观.  

关节软骨是一种透明的结缔组织 , 覆盖在骨关

节表面. 其表面光滑, 辅以关节滑液, 有利于减少关

节摩擦、承受机械压力和缓冲震动, 由此保证躯体运

动灵活, 在生命体活动中发挥着极其重要的作用. 关

节软骨主要由 II 型胶原蛋白、蛋白多糖(PG, 主要是
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硫酸软骨素 CS-6)、水和少量无机离子组成. 胶原蛋

白构成纤维网络的基本架构并有效固定住蛋白多糖. 

后者则能更好地保证软骨的弹性和耐压性. 正是由于

两者的有机组合(构成软骨基质), 从而可以有效地保

持水含量以及与滑液的离子交换, 承载人体运动和负

重. 关节软骨从表面到底层的钙化区之间可分成 3 个

区, 即表层区(superficial zone, SZ)、过渡期(transitional 

zone, TZ)和放射区(radial zone, RZ). 3 个分区内, 胶

原纤维的结构排列各不相同 , 一旦出现胶原结构的

破坏或蛋白多糖的流失, 则可能导致骨关节炎(即关

节软骨退化病变, OA).  

如前所述, FTIRI 技术较高的空间分辨率和丰富

的光谱信息 , 有利于研究和表征生物组织表面到内

部的结构和成分分布差别 , 可提供更精确的定量描

述. 因此, FTIRI 适宜进行与年龄和位置等相关的关

节软骨的各向异性、成分及其含量变化等研究, 从而

定量判定软骨的空间差异、主成分含量变化及环境或

具体的损伤对软骨退变或 OA 的影响, 为生物医学研

究开辟了一个新的研究领域并提供了诊断和治疗依

据. 本文针对 FTIRI 在关节软骨及 OA 方面的研究进

展进行了综述.  

1  红外成像系统及原理 

1.1  FTIRI 系统 

现有的红外光谱显微成像系统基本上是由红外

光谱仪和红外显微镜系统两大部分组成. 以 PE 公司

的 Spotlight 300 系统为例, 该系统是由一个红外光谱

仪耦合了一个 Spotlight 300 显微镜装置. 系统内部包

含一个 16×1 单元(400 μm×25 μm)汞镉碲(MCT)线性

阵列探测器和一个单点(100 μm×100 μm)MCT 探测器, 

并以液氮冷却. 所探测的光谱范围可从 720 cm1(后

者甚至可更低一些)到 4000 cm1. 显微装置中配以物

镜和聚光镜实现成像的 6×倍数放大, 红外成像的空

间分辨率可达 25×25 和 6.25×6.25 μm2/pixel 正常空间

分辨率. 可见光成像(visual image)的收集则通过一个

电荷耦合装置(CCD)相机结合计算机控制的显微镜

样品台的运动最终实现, 是在白光发光二极管(LED)

的照射下“拼接”而成. 而后, 在可见光成像区域内选

择感兴趣的目标区域进行红外光谱成像 . 因为系统

集成阵列探测器和运动样品台 , 所以红外光谱成像

数据采集速度较快.  

1.2  FTIRI 系统工作原理 

FTIRI 有多种测量或成像模式, 主要包括反射模

式、透射模式和衰减全反射(ATR)模式(图1). 成像时

需要根据样品的特点、性质和测量要求进行选择, 同

时所采用的载玻片也会截然不同. 对于透射模式(图

1 (a)), 可见光和红外光均从显微系统的底部进入 , 

从样品透射后进入显微镜, 而后被探测器接收. 此模

式下红外成像时多采用对红外线光透明的 BaF2晶片

作为载玻片 . 透射模式可提供最好的信噪比和较好

的光谱质量 , 但是光谱强度却易受样品厚度和样品

吸光度影响, 更适用于测量透光性较好的样品.  

由于 BaF2 晶体自身的物理化学性质、价格和样

品属性, 相对于透射模式, 反射模式则是在制样和操

作上更易实现的一种成像模式 . 为保证成像和光谱

质量 , 在中红外波段多采用特制的表面镀银的载玻

片实现红外光谱显微成像, 不仅降低了实验成本, 而

且可顺利实现可见光成像和红外光谱显微成像 , 并  
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图 1  (网络版彩色)傅里叶变换红外光谱学成像的原理示意图 
(a) 透射模式; (b) 反射模式; (c) 衰减全反射模式 
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提高红外成像的质量 . 这主要是因为此种载玻片对

LED 发出的白光透射而对红外光反射. 可见成像时, 

白光同时从系统底部和上部照射, 经载玻片透反射后

再经显微镜收集, 最后被 CCD 探测器接收; 红外成像

时, 红外光则从顶部入射, 经显微镜聚集和对反射光

收集, 最后成像于 MCT 探测器(图 1(b)).  

对于衰减全反射模式 , 主要采用折射率较大的

晶体 , 以实现更高的空间分辨率并获得更丰富的形

态和结构信息, 实际上属于反射模式的范畴. 归因于

衰减全反射的原理(图1(c))[4], 其对载玻片的要求并

不高, 将衰减全反射晶体置于显微装置下, 且和样品

紧密接触即可实现衰减全反射模式测量.  

成像模式确定之后, 将软骨样品切片置于 FTIRI

系统样品台上, 进行 Z 轴方向的高度调节, 实现 LED

白光和入射红外光分别有效聚焦到待测样品位置 . 

首先实现可见光成像 , 而后移动样品台在预定的可

见光成像范围内选择 ROI(region of interest)进行红外

光谱显微成像 . 此时系统会联动实现样品台的精确

移动、探测器对样品的同步扫描和计算机数据处理, 

从而获得 ROI 的各彩色像素、相应的红外光谱以及

化学成分图像(chemical image), 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. 

2 FTIRI 在关节软骨和骨关节炎研究中的

应用 

在关节软骨及 OA 的研究中, 人们采用的测试手

段主要是生物化学分析[5]、磁共振成像[5]、生物力学

测量[6]和各种形式的显微技术[7~10]. 生物化学和生物

力学能探测大块组织或者较厚的平行切片 , 却不能

获得高分辨率成像和小体积浓度含量 . 磁共振成像

功能虽然很强大但只能测量软骨的蛋白多糖含量 , 

不能同时探测胶原蛋白的含量和分布 . 对于大多数

显微技术(如光学显微镜、扫描和透射显微镜)通常仅

用于研究组织的形态学和超结构 , 而不能得到分子

浓度. FTIRI 则可同时进行关节软骨的主成分含量分

布和胶原纤维结构方向的研究. 自 2000 年 FTIRI 系

统真正商业化开始, FTIRI 即开始被用于关节软骨的

研究, 主要体现在以下 3 个相互交叉方向.  

2.1  FTIRI 用于关节软骨结构变化研究 

2001 年, Camacho 等人[11]运用 FTIRI 分析正常的

牛关节软骨 , 鉴定了软骨中对其红外光谱有贡献的

特定分子成分 . 他们发现 , 在软骨切片不同的分区, 

主要非水成分(胶原蛋白和蛋白多糖)红外光谱特征

吸收带的强度发生了明显变化 , 从而反映了这些特

殊成分的质量差别或两者的含量比. 图 2 所示即为正

常关节软骨切片的可见成像、FTIR 成像、化学成分

成像及在不同分区的软骨基质的红外光谱 [12]. 偏光

实验发现, 在不同分区, 胶原蛋白空间分布也是不同

的. 这一研究结果表明, FTIRI 可被用于评估各向异

性组织的复杂病变.  

因为胶原蛋白分子的排列决定了其在连接组织

内的功能属性 , 所以进行这些生物大分子排列结构

的研究至关重要. Bi 等人[13]采用偏光显微镜(PLM)方

法和 FTIRI-偏光技术, 探测了胶原蛋白分子在马软

骨组织和人的关节炎组织切片当中的排列 . 他们发

现, FTIRI-偏光技术研究人的 OA 软骨相对于偏光显

微镜方法, 可得到更明显的分区和排列, 意味着前者

在探测分子排列变化方面要优于后者.  

Xia 研究组[8,14]利用 FTIRI 对狗关节软骨的胶原

纤维方向及软骨分区进行了详细研究 . 在入射光或

探测光路中引入偏振技术, 发现关节软骨组织的 4 个

红外特征带除糖(sugar)带外, 酰胺(amide)I, II 和 III

带的吸收强度随软骨深度变化(从 SZ 经 TZ 到 RZ)而

变化, 均呈现各向异性. 酰胺 I 和酰胺 II(III)的线型

在这个变化过程中刚好相反 . 据此判断出胶原纤维

的排列在表层区是和软骨表面平行 , 而在深层区变

为垂直排列 [15]. 进一步研究发现了各特征带线型发

生各向异性的翻转点 (在 TZ), 且位置深度一致 [16]. 

在此基础之上发展了红外二向色性方法 , 用于辨别

关节软骨亚结构, 即各分区的边界[14,17]. 

FTIRI 各向异性进一步研究结果显示, 在外部压

力作用下, 这两个酰胺组分(键方向和外部压力垂直, 

即表层区的酰胺 II 和放射区的酰胺 I)仍保持各向异

性[8]. 而此时对于表层区的酰胺 I 和放射区的酰胺 II, 

其键方向平行于外部压力方向 , 各向异性则呈现明

显变化. 揭示了静负荷条件下随着软骨深度的改变, 

其形态结构和成分分布的适应性变化[8]. 

若沿着平行于软骨表面方向进行组织切片 , 在

SZ 所得平行切片的两特征带, 酰胺 I 和酰胺 II 均具

有明显(相反)的红外各向异性; 而在放射区的平行切

片的酰胺 I 仍显示各向异性, 酰胺 II 的吸收则近乎各

向同性[18], 进一步揭示了酰胺 I 和 II 的键方向是垂直

的. 更详细的研究显示, 从软骨表面开始, 随着软骨
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深度的增加, 在垂直软骨表面方向(即竖直切片), 酰

胺的各向异性增加 , 而在平行方向所得切片随深度

增加各向异性逐渐较小 [19]. 在竖直方向 , Xia 课题

组 [19,20]发现 , 糖带在放射区至潮线范围显示可分辨

的各向异性, 从而证明了 FTIRI 被成功用于探测关节

软骨的三维大分子结构排列及内部纤维模型的拱廊

结构, 同时有助于检测软骨退变或早期软骨病变.  

Rieppo 等人[21]采用 FTIRI 研究了不同生长阶段

猪的关节软骨内部胶原纤维排列 , 发现胶原蛋白的

排列随年龄的增长逐渐发生改变. 4 个月时, 大部分

胶原纤维的排列在整个组织深度都是平行于软骨表

面的. 随着骨骼的逐渐成熟, 到第 21个月时, 放射区

的纤维走向变得垂直于软骨表面 , 同时随软骨深度

增加胶原蛋白含量分布发生变化并伴随着胶原蛋白

总含量的增加. 

2.2  FTIRI 用于关节软骨成分含量研究 

2001 年 FTIRI 技术被尝试用于研究牛鼻软骨

(bovine nasal cartilage, BNC)主成分含量[22], 即研究

胰蛋白酶处理过的 BNC 以及原生的和人工培养的

BNC 样品基质成分的空间分布. 此研究检测到胰蛋

白酶处理过的 BNC 中只有痕量硫酸软骨素 , 原生

BNC 中胶原蛋白含量占(54±13)%, 硫酸软骨素含量

只有 (37±16)%; 而在人工培养的软骨当中 , 硫酸软

骨素和胶原蛋白的含量分别为 (15±5)%和 (73±6)%, 

明显低于(34%)和高于(5%)生化检测结果. 后两种情

况定量计算出现的明显错误 , 主要是由于所采用试

剂和对蛋白质的标记缺乏某种特征性而导致 . 也有

人利用特征谱带强度(比)进行关节软骨主成分含量

和分布的研究, 但仅可以进行定性分析[11,13,23]. 这是

因为软骨中主成分(胶原蛋白和蛋白多糖)间的特征

谱带大范围重叠, 极大影响了对主成分含量的分析, 

给 FTIRI 定量研究带来了很大难度 . Rieppo 等

人[24,25]把 FTIRI 用于关节软骨和 OA 主成分含量的研

究 , 尝试采用二次求导和峰域计算等光谱处理方法

研究蛋白多糖含量及其变化, 定性效果有所提高.  

2005 年, FTIRI 被用于检验在人的 OA 软骨中定

量测量胶原蛋白和蛋白多糖的组成和分布的可行

性 [26]. 结合偏最小二乘 (PLS)分析得到在其培养的

OA 软骨中二主成分相对浓度分别是 (38±10)%和

(22±9)%. 发现从 SZ 到 RZ, 硫酸软骨素的含量逐渐

增加, 中心感染区的硫酸软骨素明显少于周围区域, 

软骨病变和 SZ 区域硫酸软骨素的减少密切相关.  

Bi 等人[27]将 FTIRI 技术结合磁共振成像(MRI)

探测患有诱发 OA 的兔子的软骨组成和结构变化(通

过韧带切割和半月板切除术实现的). 和标准软骨相

比, 在韧带切割手术后的 2~4 周, 软骨蛋白多糖含量

明显减少, 胶原蛋白(网络)的完整性在手术后 2~10

周发生变化 , 但胶原蛋白含量没有明显变化 . 这些

OA 早期关节软骨构成的变化和 MRI 所得结果相互

印证. 采用 FTIRI 光谱特征带峰域比方法研究发现, 

随着软骨的退化 , 软骨细胞附近基质的蛋白多糖含

量增加, 胶原蛋白含量不变, 但完整性降低. 对马软

骨受损处的修复相对于临近的正常组织 , 也显示出

蛋白多糖含量流失和胶原蛋白分布的变化 . 在大部

分修复组织, 胶原纤维随机排列[23].  

Yin 等人[28]将 FTIRI 和化学计量学中的主成分回

归和 PLS 算法相结合, 系统研究了软骨主成分含量

及分布, 在空间高分辨率(6.25 μm/pixel)的条件下计

算出 BNC 两种主成分的含量及其分布. 结果发现, 

在 BNC 中, 胶原蛋白和蛋白多糖均匀分布且含量接

近, 这和生化方法所得结果非常吻合. 在关节软骨的

研究中, 则发现胶原蛋白的含量高于蛋白多糖, 二者

百分含量比略高于 60/40[29]. 两种主成分随软骨深度

的分布是非均匀分布(干重条件下), 胶原蛋白在关节

软骨头尾两端浓度均高于其在中间段位置的浓度 , 

而蛋白多糖则恰好相反 [29]. 这种主成分含量分布恰

好和关节软骨的生理功能属性是相吻合的 . 还原湿

重条件下所得结果和 μMRI 所得结果相对比是非常

一致的. 在 FTIRI 高空间分辨率条件下, 还探测到在

OA 早期的关节软骨中, SZ 蛋白多糖发生明显损失, 

胶原蛋白含量无明显变化 , 但胶原纤维完整度有一

定程度的降低 [29]. 这一结果和前期对比研究 [12,27]结

果是一致的. 图 3 所示即为 OA 早期关节软骨切片的

可见成像、FTIR 成像和化学成分成像[12], SZ 区域显

示明显的蛋白多糖损失. 可见, FTIRI 结合化学计量

学方法能实现在 10 μm 量级分辨率精确地探测主成

分含量分布, 去除微成分和噪声的干扰, 从而使关节

软骨主成分含量的定量研究成为可能.  

2.3  FTIRI 用于骨关节炎的监测和诊断 

West 等人[30]将 FTIRI 和光纤探针相结合尝试研

究受损的关节软骨 , 将光纤探针和关节表面相接触

测量其红外光谱. 通过对红外光谱参数(峰高和峰域) 
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图 2  健康关节软骨切片的系列成像(a)和红外光谱(b) 
(a) 从上到下依次是可见成像、FTIR 全吸收成像(FTIRI)、各吸收

带的化学成分成像(酰胺 I 带、II 带、III 带和糖带). 色棒所示最

大吸收从上到下依次是 1.45, 0.5, 0.35, 0.15 和 0.3[28]. (b) 光谱分

别是在该软骨切片的表层区、过渡区和放射区(基质)的红外光谱 

图像中每间隔 62.5 μm 提取的 

 
 

 

图 3  OA 软骨切片的系列成像 
从上到下依次是可见成像、FTIR 全吸收成像(FTIRI)、各吸收带

的化学成分成像(酰胺 I 带、II 带、III 带和糖带). 色棒所示最大 

吸收从上到下依次是 1.45, 0.5, 0.35, 0.15 和 0.3[28] 

的对比来判断 OA 软骨表面的病变程度. 研究发现, 

II 型胶原蛋白的红外吸收带随着软骨退变而发生变

化. 退变严重部位的酰胺 II/1338 cm1 峰域比值增加, 

1238/1227 cm1 降低. 类似的变化同样出现在 FTIRI

光谱分析中. 酰胺 II, III和 1338 cm1带显示一致的光

谱差异分别对应于 Collins 1 级和 3 级的软骨组织. 所

以这些特征带不仅和胶原蛋白的退变有关 , 同时还

可能预示着软骨的病变程度.  

Hanifi 等人[31]的研究中, FTIRI 结合光纤探针和

PLS 算法被用来鉴别软骨组织中的胶原蛋白类型. 发

现正常软骨当中主要是 II 型胶原蛋白和蛋白多糖. 而

在 OA 修复的软骨中, 则主要是 I 型和 II 型胶原蛋白, 

这与通过免疫组织化学方法所得到的结果一致. 半月

板内外侧区域则主要分别由 II 和 I 型胶原蛋白组成.  

本课题组[32]最近的研究中, 采用 FTIRI 结合计

量学方法, 尝试性进行了定量预测 OA 早期不同阶段

关节软骨主成分的含量和 OA 的病理研究. 结果发现, 

随韧带手术后时间的延长, 蛋白多糖损失增加, 但是

不同表面部位及对应的分区位置(SZ, TZ, RZ), 蛋白

多糖损失的规律并不相同; OA 发展同时也诱发对侧

关节的软骨发生退化(蛋白多糖流失及胶原纤维的完

整性降低). 以上这些研究说明, FTIRI 和其他方法结

合起来具有很大的潜力, 可用于 OA 早期病变和软骨

组织修复的临床原位监测.  

2.4  FTIRI 的若干局限 

FTIRI 对软骨和 OA 的研究也有一些局限性. 首

先是软骨样品制备较繁琐, 目前多局限于组织切片, 

常采用固定后包埋的方法 , 即包埋在可变形基底里

面, 从而可以用低温切片机进行切片制样. 这种方法

比较耗时, 而且所采用包埋材料的光谱, 某种程度上

会干扰软骨成分的光谱, 影响主成分含量的分析. 第

二, 针对于人体研究的活检样品(即使是离体样品)较

难于获得 , 因而可用于分析的样品数量及研究结果

通用性受到限制. 第三, 因为显微系统对客观条件的

要求较高, FTIRI 仪器比较昂贵, 限制了其在临床应

用方面的发展.  

3  结论和展望 

FTIRI 实现了同步采集样品的分子光谱和表面

形貌 , 可同时获得样品光谱和空间各位置的组成和

结构信息, 实现了样品成分的可视化、微区化、图像



 
 
 

    2014 年 9 月  第 59 卷  第 27 期 

2650   

和光谱分析的高精度和高灵敏度 . 在各种软骨研究

中 , 精确探测及高空间分辨率下主成分含量分布和

结构排列变化探测, 正被应用于 OA 疾病的监测和诊

断研究中.  

但目前为止, FTIRI 直接应用于 OA 临床监测和

诊断仍有较大难度 , 和微光纤探针及其他方法的联

用是其在临床监测和诊断方面的重要发展方向 . 另

一方面, 人们对 OA 的发病机理仍然不清楚, 不能确

定胶原纤维的破坏和蛋白多糖流失的因果关系 , 特

别是 OA 发病早期的成分和结构变化. 因此, 未来对

关节软骨大分子之间的相互作用机制、主成分结构和

含量分布之间的功能关系等基础研究仍需加强 , 同

时需要尽快实现对组织退化和修复过程的早期监测, 

并从分子水平上揭示 OA 发病机理. FTIRI 恰好提供

了此方面的契机.  

虽然囿于 FTIRI 的部分局限性, 但其所带来的技

术和信息突破, 特别是和其他方法的联用, 获得了很

多新的研究和应用成果 , 将有助于人们在分子水平

上认识 OA 发病机理, 进而有效地预防和治疗关节疾

病. FTIRI 也将对其他学科领域, 如组织工程、生物功

能材料、医药、生物医学、环境分析等学科的研究带

来深远影响. 
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Fourier transform infrared spectroscopic imaging (FTIRI) system can simultaneously collect molecular spectra and morphological 
information by effectively integrating Fourier transform infrared spectroscopy (FTIRS) and microimaging technique. Thus, the 
components and molecular structure at micro-specimen can be obtained by FTIRI analysis. This paper introduced the development, 
operating principle and features of FTIRI, especially the research on cartilage by FTIRI that has become a new research area in 
biomedical optics. The typical findings and progress of the researches on normal and osteoarthritic cartilages (degeneration) by FTIRI 
were reviewed in detail, as well as the limitations and prospects of FTIRI in future.  
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