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要"使用光谱测量方法进行细胞多色荧光分析时!发射光谱会产生部分光谱重叠!为定性和

定量分析造成了一定的困难#为此!提出基于优化迭代算法的细胞荧光光谱解析算法!建立重叠

峰模型并确定单峰顶点$根据每次构造峰面积的大小!重新确定构造峰的构造方式!最终得到模

拟峰的顶点及面积信息#利用该算法对高斯函数叠加形成的重叠峰进行解析!并与常规方法进

行对比!结果表明优化迭代算法解析误差稳定在
":%'L

以内$加入随机噪声后!解析误差可稳定

在
":?'L

以内!均优于另外两种算法#此外!计算了该算法下的迭代效率!结果表明该算法较常

规方法提高了
#$:$L

#

关键词"生物医学$光谱重叠峰$优化迭代$高斯模型
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引言
光谱测量方法具有高效*快速*环保*选择性好*

测量精度高等优点'应用领域非常广泛(近年来'为

了更加精细地分析细胞特性而进行多色法荧光测

量'即使用多种荧光染料标记微粒'并且使用光学扫

描显微镜来检测各个荧光染料被激发后所发射的荧

光(然而目前所使用的荧光染料的激发或发射光谱

较宽'发射光谱范围会有一定的干扰重叠'形成重叠

峰'这是定性和定量分析的一大障碍,

%

-

(因此'必须

提出有效的理论和方法来分离光谱信号重叠峰(

针对此问题'国内外进行了深入的研究(早

期'

X-*

11

2,3,

等,

$

-提出傅里叶变换的自去卷积技

术'被广泛地用到光谱信号的解析'但较难选取合

适的去卷积函数'且过程中噪音会呈指数增加'在

提高分辨率的同时也降低了信噪比'易产生负旁

瓣效应(随着现代信息处理方法的发展'冯飞

等,

!

-利用小波变换对光谱信号进行多尺度分解'

结合高斯函数进行光谱拟合'但结果受小波母函

数及分解层数的影响较大'且拟合具有较大的随

机性#陶维亮等,

'

-提出将光谱信号转到小波时频

域后进行分形维数计算'并利用人工神经网络法

进行独立峰提取'可以较高精度分离重叠峰'但效

率不高且算法较为复杂(此外'人们发现可以借

鉴分析化学中的数学工具来研究光谱信号'为解

析光谱重叠提供了新的方式(严彩娟等,

@

-通过单

峰平移缩放对原始峰型进行修正'利用纵向迭代

算法实现重叠峰分离#叶国阳等,

A

-在传统垂线法

和切线法的基础上进行改进'提出交点垂线法及

比例分配法'提高了峰面积的计算精度'但误差相

对较大#朱强等,

?

-基于函数二分原理'重新规定了

迭代方向'但结果受原始峰型的影响较大(上述

方法虽对分析化学信号的重叠峰的解析取得了一

定的运用效果'但仍具有一定的局限性(因此'为

进一步有效分离细胞荧光重叠峰'本文提出一种

优化迭代算法'既保证了迭代效率'又提高了分峰

的准确性和面积的计算精度(

=

!

优化迭代算法实现

=:=

!

重叠峰数学模型

多色分析时细胞样本携带多种荧光染料'可以

同时被相同波长的激发光源激发'得到不同的发射

光谱(由于目前的荧光染料发射出的荧光具有比较

宽的光谱范围'即使每种荧光的发射峰不同'发射光

谱范围仍会有部分的光谱重叠,

%

-

(但光谱并不是离

散的谱线'而是表现为
Q-*882-,

*

U)+3,6_

线型等形

式的结构相近的谱峰,

!

-

(因此'为方便研究'可假设

构成重叠峰的单峰都是相似的(

以高斯模型
!"

E

!

#E$

"

$

+

$%

$

作为各个单峰数学模

型'其中)

!

为高斯曲线峰值#

$

为其对应的横坐

标#

%

为标准差!高斯
C<Y

宽度"(实际情况中'三

峰以上重叠的现象较少'所以本文仅对两峰及三

峰重叠的情形进行分析(

两峰重叠时'建立对应模拟曲线图如图
%

所示(

定义重叠峰为
&

'构成重叠峰的单峰分别为
'

和
(

'

可用下式来表示两峰重叠时重叠峰的构成情况)

'a!
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"
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!
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+
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"
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+
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&a'b

"

#

$

(

!

%

"

!

%

"式即为双峰重叠时重叠峰的数学模型(如图

%

'其中)横坐标表示模拟光谱范围#纵坐标表示荧

光强度(

图
%

!

双峰重叠时重叠峰模型
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图
$

!

三峰重叠时重叠峰模型
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同理'三峰重叠时'建立对应模拟曲线图如图

$

所示'同时满足!

$

"式)
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!

$

"式即为三峰重叠时重叠峰的数学模型(其中

'

*

(

*

)

为构成重叠峰
&

的三个单峰(

=:A

!

优化迭代法的算法步骤

为便于描述和理解'本节仅讨论双峰重叠时

的重叠峰分峰步骤(根据构成重叠峰的单峰的相

似性'重叠峰的前沿和后沿的重叠程度很小'主要

重叠部分大部分分布在除前后沿以外的中间部

分(故可利用前后沿对中间重叠部分进行修正'

通过迭代实现对单峰的逼近,

@

-

(确定每次的构造

峰顶点是本文提出算法的关键'具体步骤如下)

%

"寻找重叠峰
&

的两个顶点'并以此作为第

%

次构造峰的顶点(重叠峰的前沿即为第
%

次左

构造峰
*%%

的前沿'根据顶点求出纵向修正系数

+%

'对重叠峰后沿使用系数
+%

进行修正'得到

*%%

的后沿'即构造出第
%

次左构造峰
*%%

#用重叠

峰
&

的面积减去左构造峰
*%%

的面积'即得到第
%

次右模拟峰
,%$

(同理'可得出第
%

次右构造峰
*%$

和右模拟峰
,%$

'如图
#

所示(

图
#

!

第
%

次构造峰和模拟峰

>,

*

?#

!

B+,/)+

2

-'4-%1,4)183,/5()-'8

6

')@3

$

"在此基础上计算出模拟峰
,%%

*

,%$

的顶点'

作为第
$

次构造峰的顶点(求出纵向修正系数

+$

'对
,%%

的前沿使用系数
+$

进行修正'得出第
$

次右构造峰
*$$

的前沿#同时
,%$

的后沿即为
*$$

的

后沿'即构造出第
$

次右构造峰
*%$

(同理可得出

第
$

次左构造峰
*%%

(最后用重叠峰
&

分别减去

左右构造峰'得到第
$

次模拟峰
,$%

和
,$$

(前两次

得出的模拟峰如图
!

所示(

#

"按上述步骤继续修正'得到第
#

次构造峰

*#%

和
*#$

(第
#

次模拟峰构造方式如下)如果满足

*#%

b

*#$

%

&

'则
,#%

a&E

*#$

'

,#$

a&E

*#%

'即模拟

峰由重叠峰分别减去对应的构造峰得到#如果满

足
*#%

b

*#$

&

&

'则
,#%

a

!

*#%

b

*$%

"+

$

'

,#$

a

!

*#$

b

*$$

"+

$

'即模拟峰取本次构造峰和上次构造峰的

中值#如果满足
*#%

b

*#$

a&

'则迭代停止'

*#%

和

*#$

即为所要求的单峰(

!

"重复
#

"中的步骤'当
,-%

b

,-$

无限接近
&

时'迭代停止(

,-%

*

,-$

即为所分离出的单峰(

图
!

!

第
%

"

$

次模拟峰

>,

*

?!

!

C.'0,+3-D3'4%183,/5()-'8

6

')@3

A

!

算法评价
在重叠峰分离的过程中'分离结果会受单峰的

峰高比和原始重叠峰的分离度影响(本文分别模拟

了相同峰高比下不同分离度和相同分离度下不同峰

高比的重叠峰模型'然后分别算出原始重叠峰在优

化迭代算法*原纵向迭代算法及平分迭代算法下的

解析误差'进一步对比和验证优化迭代法的分离性

能(在分离之前'首先对以下参数进行定义(

%

"峰高比)

.

/

a

/

'

/

(

!

#

"

其中
/

'

和
/

(

分别为两单峰顶点高度(

$

"分离度)

0a

$

!

!

$

E

!

%

"

!

"

%

b

"

$

"

!

!

"

其中)

!

%

和
!

$

分别为两单峰位置)

"

%

和
"

$

分别为

单峰峰宽(

0

越大'则表明两峰分离越好(通常说

当
0a%1"

时'分离度可达
&?L

(

#

"解析误差)

2a

34E3

3

!

'

"

其中)

34

为计算峰面积#

3

为真实峰面积(

!

"迭代效率比)

5a

'

2

$

E2

%

2

%

'

!

@

"

通常'迭代效率用达到一定计算精度所需的

迭代次数来表示(本文定义迭代效率比为相同迭

代次数下'进行对比的两种方法的相对解析误差'

用来表明迭代效率的提高程度(其中)

2

%

为进行

对比的第
%

种方法达到该迭代次数时的解析误差#

2

$

为进行对比的第
$

种方法达到该迭代次数时的

解析误差(迭代效率比越大'说明后种方法的迭

.

#@!

.
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代效率相对前种方法越高(

首先分析了优化迭代算法分离重叠峰的解析误

差(为进一步精确地讨论优化迭代法的性能'本次

分析使用的重叠峰数学模型均由两高斯峰的叠加而

得到(调整高斯函数的各个参数'首先分别计算了

在分离度为
":@$%?

的情况下'峰高比分别为
%c%

*

%c$

*

%c#

*

$c%

和
#c%

时不同形状重叠峰的解析

误差'及在峰高比为
$c#

的情况下'分离度分别为

":!@@#

*

":''&@

*

":@#$?

*

":AAA$

和
":?"?#

时不

同形状重叠峰的解析误差'分别迭代
@

次'并与传统

纵向迭代法及平分迭代法进行了比较(计算结果如

表
%

*

$

所示'并作出对应柱状图如图
'

*

@

所示(

结果表明'分离度一定时'随着峰高比的增

加'传统纵向迭代法的误差较大且会随之增加'平

分迭代法的误差稳定在
%L

之内'优化迭代法的误

差相对较小'且维持在
":%'L

之内#峰高比一定

时'随着分离度的减小'传统纵向迭代法的误差较

大且也会随之增加'平分迭代法的误差稳定在

":'L

之内'优化迭代法的误差相对较小'且维持

在
":%L

之内(

表
=

!

分离度为
E?FA=G

时的解析结果

C)7('=

!

:1)(

2

3,3+'35(-3)-+'3%(5-,%1%0E?F=AG

峰高比
实际值 纵向迭代法 平分迭代法 优化迭代法

面积
6

+

-:*:

面积
6

+

-:*:

误差
.

+

L

面积
6

+

-:*:

误差
.

+

L

面积
6

+

-:*:

误差
.

+

L

%c% %"@#:!A %"'#:"% E":&? %"@&:A$ ":'& %"@#:?' ":"!

%c$ %'&':$% %@'#:#? #:@' %'?!:'" E":@A %'&#:#' E":%$

%c# $%$@:&! %&??:'@ E@:'% $%%":?# E":A@ $%$?:&& ":%"

$c% %'&':$% %''%:%A E$:A@ %'?A:'' E":!? %'&!:%& E":"@

#c% $%$@:&! $"$?:#? E!:@# $%!$:&$ ":A' $%$&:$& ":%%

表
A

!

峰高比为
AHI

时的解析结果

C)7('A

!

:1)(

2

3,3+'35(-3)-

6

')@.',

*

.-+)-,%%0AHI

分离度
实际值 纵向迭代法 平分迭代法 优化迭代法

面积
6

+

-:*:

面积
6

+

-:*:

误差
.

+

L

面积
6

+

-:*:

误差
.

+

L

面积
6

+

-:*:

误差
.

+

L

":!@@# %AA$:!' %?#$:$" #:#A %A@#:A% E":!& %AA!:%& ":%"

":''&@ %AA$:!' %?%&:A@ $:@A %A@@:#& E":#! %AA%:#% E":"@

":@#$? %AA$:!' %?"!:!% %:?" %AA@:'' ":$# %AA$:&! ":"#

":AAA$ %AA$:!' %AA@:A# ":$! %AA%:'& E":"' %AA$:&" ":"#

":?"?# %AA$:!' %AA!:&! ":%! %AA%:$& E":"A %AA$:"% E":"$

图
'

!

分离度为
"?@$%?

时的解析结果

>,

*

?'

!

:1)(

2

3,3+'35(-3)-+'3%(5-,%1%0"?@%$?

图
@

!

峰高比为
$c#

时的解析结果

>,

*

?@

!

:1)(

2

3,3+'35(-3)-

6

')@.',

*

.-+)-,%%0$c#

!!

其次分析了优化迭代算法分离重叠峰的迭代

效率(考虑到实际操作时会遇到三峰重叠现象'

本次分析使用的重叠峰数学模型为三个高斯峰的

叠加(其中)峰
0

*

V

*

[

的峰高比为
!c'c@

#峰

0

*峰
V

分离度为
":@$%?

'峰
V

*峰
[

分离度为

":!@@#

'峰
0

*峰
[

分离度为
%:"??%

(分别使用

优化迭代法*纵向迭代法*平分迭代法分离该重叠

峰'根据所得的误差大小来比较三者的迭代效率(

三峰重叠时的解析结果如表
#

所示(由表
#

可知'

由于在第
%

*

$

次迭代时'三个方法得出构造峰的方

.

!@!

.



应用光学
!

$"%&

'

!"

!

#

"

!

都
!

月'等)基于优化迭代算法的细胞荧光光谱解析

式相同'故有相同的迭代效率#在进行第
#

至第
@

次迭代时'使用优化迭代法时明显效率更高#迭代

第
@

次时'迭代效率相对于纵向迭代法和平分迭代

法分别提高了
??:!@L

和
@@:@AL

(

表
I

!

三峰重叠时的解析结果

C)7('I

!

:1)(

2

3,3+'35(-3)--.+''

6

')@3%&'+()

6

迭代次数
纵向迭代法 平分迭代法 优化迭代法

误差
.

+

L

误差
.

+

L

误差
.

+

L

% &:!@ &:!@ &:!@

$ E!:## E!:## E!:##

# $:A$ %:&$ ":&$

! %:&A %:%@ E":?$

' %:%A E":!$ ":%&

@ E":A? E":$A E":"&

!!

此外'还对含有随机噪声时分离重叠峰的迭代

效率进行了分析(为方便实验'本次分析使用的重

叠峰数学模型为峰高比为
#c!

*分离度为
":@$%?

的

两个高斯峰的叠加'解析结果如表
!

所示(由表
!

可知'迭代第
@

次时'迭代效率相对于纵向迭代法和

平分迭代法分别提高了
'A:A#L

和
#$:$"L

(

表
J

!

加随机噪声时的解析结果

C)7('J

!

:1)(

2

3,3+'35(-3<,-.+)18%/1%,3'

迭代次数
纵向迭代法 平分迭代法 优化迭代法

误差
.

+

L

误差
.

+

L

误差
.

+

L

% E%%:!# E%%:!# E%%:!#

$ @:&& @:&& @:&&

# E!:$" ':&" E!:$"

! E#:@? !:A' $:@#

' #:"% E#:$! E%:%?

@ %:&! E%:$% ":?$

I

!

实验及结果分析
为进一步分析算法性能'使用纵向迭代法*平

分迭代法和优化迭代法对实际光谱进行了分离及

计算(将淋巴冻干粉与血清混合
%"""

"

U

作为待

测细胞'分别加入
@"

"

U

异硫氰酸荧光素!

B̀D[

"

染剂*

@"

"

U

藻红蛋白!

dF

"染剂及
#"

"

U

藻红蛋

白
>

得克萨斯红!

F[N

"染剂将其进行染色(将染色

后的细胞充分拌匀后避光静置
%'G2,

'并将其放

置在共聚焦培养皿上'用共聚焦荧光显微镜观察

细胞染色情况'并对其测量到的细胞荧光光谱数

据进行曲线拟合(拟合结果如图
A

所示(

图
A

!

细胞荧光光谱拟合图

>,

*

?A

!

>,--,1

*

+'35(-3%04'((0(5%+'34'14'3

6

'4-+5/

对数据进行高斯拟合后'分别用纵向迭代*平分

迭代和优化迭代法进行解析的结果如表
'

所示(从

表中可知'迭代
@

次后'优化迭代法的解析误差为

":#@L

'优于纵向迭代法和平分迭代法(并且'此时

迭代效率相对于其他方法分别提高了
&":''L

和

A':%AL

(故使用优化迭代法的分离结果更接近实

际情况'进而进一步验证了该算法精度(

表
K

!

细胞荧光光谱解析结果

C)7('K

!

:1)(

2

3,3+'35(-3%04'((0(5%+'34'14'3

6

'4-+5/

迭代次数
实际值 纵向迭代法 平分迭代法 优化迭代法

面积
6

+

-:*:

面积
6

+

-:*:

误差
.

+

L

面积
6

+

-:*:

误差
.

+

L

面积
6

+

-:*:

误差
.

+

L

% ?"?%:@% @!!A:'% E$":$$ @!!A:'% E$":$$ @!!A:'% E$":$$

$ ?"?%:@% @?#$:$" E%':!@ @?#$:$" E%':!@ @?#$:$" E%':!@

# ?"?%:@% &"'$:!? %$:"% &"'$:!? %$:"% ?A%$:?& A:?%

! ?"?%:@% A#!&:"$ E&:"@ A@#&:!' E':!A A?$!:%A E#:%&

' ?"?%:@% A'##:&? E@:A? ?#"$:?$ $:A! ?$"#:&! %:'%

@ ?"?%:@% AAA#:&? E#:?% ?%&?:&$ %:!' ?"'$:%A E":#@

J

!

结论
针对荧光光谱谱峰重叠现象'本文结合并改

进了传统纵向迭代法和平分迭代法'重新确定构

造峰的构造方式'提出优化迭代重叠峰分峰新方

法(为评估该算法精度'通过模拟不同峰高比和

分离度的重叠峰'计算其面积的真实值与解析结

果'并同纵向迭代法及平分迭代法进行了比较(

结果表明优化迭代算法解析误差稳定在
":%'L

以

内#加入随机噪声后'解析误差可稳定在
":?'L

以

内'均优于另外两种算法(此外分析了该算法的

迭代效率'其中三峰重叠情况下'迭代效率在原有

.

'@!

.



应 用 光 学 第
!"

卷第
#

期

基础上提高了
@@:@AL

#引入随机噪声时'迭代效

率在原有基础上提高了
#$:$"L

(对实际细胞荧

光光谱中的重叠峰进行了解析'在相同迭代次数

下'优化迭代法的解析误差为
":#@L

'优于纵向迭

代法和平分迭代法#且迭代效率分别提高了

&":''L

和
A':%AL

(此实验进一步验证了优化迭

代算法的精度'故可使用该算法对重叠光谱准确

进行定性和定量分析(
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